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Instrucciones:

La informacién presentada en el informe técnico debe estar directamente vinculada a la

informacion presentada en el informe financiero, y ser totalmente consistente con ella.

El informe debe incluir en los Anexo los cuadros, graficos, fotografias y diapositivas,

publicaciones, material de difusion, material audiovisual y otros materiales que apoyen o
complementen la informacién y analisis presentados en el texto central.

Todas las secciones del informe deben ser contestadas.

Evite repetir informacién en las distintas secciones

Utilice caracteres tipo Arial, tamafio 11, y utilice los espacios asignados para ello.

Los informes deben ser presentados en versién digital y en papel (dos copias), en la fecha

indicada como plazo de entrega en el contrato firmado con el postulante y/o Entidad Responsable.

FIA se preocupa por el medio ambiente, si le es posible, por favor imprima a doble cara.
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1. Antecedentes

1.1. Antecedentes Generales:

Nombre Ejecutor:

Universidad de Chile

Nombre(s) Asociado(s):

N-Active EIRL; Roberto Figueroa Velasquez

Coordinador del Proyecto:

René Julio Carmona Cerda

Regiones de ejecucion:

Region de Aysén del General Carlos Ibafiez del Campo

Fecha de inicio iniciativa:

01/10/18

Fecha término Iniciativa:

30/09/20

Tipo Convenio FIA:

Fondo de Innovacion para la Competitividad Regional
Gobierno Regional de Aysén

Objetivo General:

Obtencidén de aceite esencial de ciprés de las Guaitecas a
partir de descartes madereros y su aplicacién en un gel
cosmético y odontolégico, util para el acné y la enfermedad
periodontal

2. Costos

2.1. Costo general:

Costo total de la Iniciativa

Aporte FIA

Aporte Contraparte

2.2. Ejecucion presupuestaria a la fecha:

Acumulados a la Fecha

Aportes FIA

Suma cuotas programadas

Suma cuotas pagadas

Suma gasto programado

Suma gasto real

Aportes Contraparte

Gasto programado

Gasto real

Gasto pecuniario programado

Gasto pecuniario real
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3. Resumen del Periodo

3.1. Informar de manera resumida las principales actividades realizadas y los principales
resultados obtenidos en el periodo. Entregar valores cuantitativos y cualitativos. Explicar cuéales son
las posibilidades de alcanzar el objetivo general y de desarrollar el negocio propuesto. Cada
resumen debe contener informacion nueva, sin repetir lo mencionado en el resumen de informes
anteriores. (Max. 300 palabras)

En este periodo se trabaja en el OE3, los objetivos OE1 y OE2 ya fueron cumplidos. El
OE3 tiene por objeto encapsular el aceite en una matriz hidrofilica y otra liposoluble,
evaluando el producto disperso en un gel, evaluandolo contra patégenos del Acnéy de la
enfermedad periodontal. Las actividades asociadas a este periodo deben realizarse entre
octubre 2020y febrero 2021. Durante el periodo que se informa se realizaron las siguientes
actividades: a) fabricar y caracterizar nanosuspensiones de quitosano-tripolifosfato
(hidrofilico) y nanoemulsiones (hidrofébicas) cargadas con muestras de aceite de ciprés;
desarrollar y validar la metodologia analitica mediante HPLC-DAD, para determinar los
parametros de encapsulacion del aceite; c) cultivar bacterias relevantes de la enfermedad
del acné y enfermedad periodontal; d) determinar la concentracion inhibitoria minima y
concentracion bactericida minima de las muestras de aceite. Queda pendiente, a la fecha
de este informe las siguientes actividades: a) seleccionar la mejor formulacién de cada
sistema (hidrofilico/hidrofébico) para fabricar los geles ; evaluar el perfil de liberacion del
aceite desde los geles, en medios biorelevantes, y c) determinar la concentraciéon
inhibitoria minima y concentracion bactericida minima de los geles.

4. Objetivos Especificos (OE)

4.1. Porcentaje de Avance:

N° OE Descripcién OE % de avance

Obtener un catastro en la region de Aysén de la biomasa residual
disponible y potencial del ciprés de las Guaitecas en los lugares actuales
1 de extraccion, de donde se obtendran muestras de madera muerta y 100
residuos madereros para extraccion de aceite, y verificar la existencia de
biomasa para la sustentabilidad del proyecto.

Extraccion por hidrodestilacion, fluidos supercriticos y caracterizacion del

aceite de ciprés de las Guaitecas por areas de produccion. 100
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Encapsular el aceite en una matriz hidrofilica y otra liposoluble,

3 : . 80
evaluando el producto disperso en un gel, evaluandolo contra
patdégenos del Acné y de la enfermedad periodontal.
Desarrollar una estrategia de proteccion de la propiedad intelectual, de

4 registro sanitario, plan de negocios, estudio de mercado y evaluacion 0
economica del proyecto para los geles desarrollados.

5 Difusién y transferencia de resultados. 0

4.2. Descripcién de estado de avance del periodo (Max. 70 palabras por objetivo)
N° OE Descripcién del Avance del Periodo

Este objetivo esta completo en su totalidad y el detalle de los resultados e indicadores se
encuentra en el Informe del Catastro de existencias de Bosque quemado entregado a FIA

1 con anterioridad.
OE cumplido extraccion de aceite por areas de de produccién, mediante hidrodestilacion
y fluido supercritico. Completa caracterizacion de los componentes del aceite mediante

2 CG/MS.
Fabricacién y caracterizacion de nanosuspensiones y nanoemulsiones cargadas
con aceite. Desarrollo y validacion de metodologia para determinar parametros de

3 encapsulacion. Cultivo de bacterias relevantes del acné y enfermedad periodontal.
Determinacion de concentracion inhibitoria minima y bactericida minima de aceite,
nanoemulsiones, y geles. Seleccion de formulacién en gel e inicio estudio de
estabilidad acelerado mes 1 de 3.
Sin avance en el periodo informado. Aunque el inicio de acciones para su realizacion esta
contemplado para el mes de marzo.

4
Sin avance en el periodo. No aplica , ya que la Difusion se realizara una vez que se
completen los estudios técnicos y asegurada la propiedad intelectual.

5
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5. Resultados Especificos (RE)

Indicador de Resultados (IR) Valor Actual
o Linea
o N° Resultado base
E RE Esperado (RE) Indicador (cuantificable) | (situacion Meta proyecto Resultado % Avance
sin
proyecto)
1 1 Catastro con las Hectareas con arboles No hay Superficie (has) 100
superficies de muertos por incendios informaci estimadas con Obtencién de superficies con
bosque quemado 6n biomasa presencia de bosque quemado.
de ciprés en las disponible En la Provincia Capitan Prat.2
areas actualmente sectores (predios) muestreados
intervenidas 80 ha
2 Valor de biomasa Precio de la pulgada Sin Valoracion en $ | $ 10.000 precio de la pulgada en 100
total existente en Informaci De la biomasa trozos
las superficies con on disponible $ 4.000 el saco de lefia
arboles muertos.
3 Catastro de NUmero y tipo de un Registro Un aserradero 100
aserraderos y unidad de aserrader | actualizado de Produccion variable.
otras unidades que transformacion oyvarios | productores de 0 — 2000 pulgadas/afio
procesen madera productor madera
de ciprés de las es de
Guaitecas en las postes y
areas actualmente estacas
intervenidas de la
region.
4 Planilla ad-hoc con Informe con los Solo los Volumenes por Lampazos y cantoneras 40%; 100
tipos de residuos, resultados tipos de tipo de residuos aserrin 18%
valores de residuos
volimenes
procesados, y
rendimiento de
cada aserradero
5 Muestras de Masa de materia prima 150 Kg 150 Kg 25 Kg 100
arboles muertos
obtenidas
6 Muestras de Volumen de materia 5 (Lts) 1000 Lts/mes 5 100
residuos del prima
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procesamiento

maderero
obtenidas
Productor local volumen de aceite 0,1 2 Lts/mes Instalado y funcionando 100
capacitado en el obtenido Lt/mes correctamente el destilador de
uso de destilador mayor capacidad
Obtener Volumen de aceite 0 mL Minimo 20 mL Informado anteriormente 100
satisfactoriamente obtenido a nivel de aceite obtenido
20 mL de aceite laboratorio de madera
esencial de ciprés muerta y Minimo
de las Guaitecas a 20 mL aceite
partir de madera obtenido de
muerta y residuos, residuos
obtenido por
hidrodestilacién, a
nivel laboratorio
Obtener Volumen de aceite O0mL Minimo 10 mL Ver Anexo 1. Entregado en 100
satisfactoriamente | obtenido a nivel de aceite obtenido Informe de seguimiento
10 mL de aceite laboratorio de madera respectivo
esencial de ciprés muerta y Minimo
de las Guaitecas a 10 mL aceite
partir de madera obtenido de
muerta y residuos, residuos
obtenido por
extraccion con
CO2 supercritica
Aceite esencial de Ficha técnica con Informaci Composicién y Ver Anexo 2. Entregado en 100
ciprés de las composicién de aceite | 6n tedrica | cuantificacién de Informe de seguimiento
Guaitecas Sin componentes respectivo
obtenido por informaci
hidrodestilacion on
(madera muerta y ocupando
residuos) el
caracterizado por destilador
GC-MS utilizado
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Rendimiento en
particula

Capacidad de
carga mayor al
5%

4 Aceite esencial de Ficha técnica con Sin Composicion y Ver Anexo 2 100
ciprés de las composicién de aceite informaci | cuantificacién de
Guaitecas on componentes
obtenido por ocupando
obtenido por CO2
extraccion con supercriti
CO2 supercritica co
(madera muerta 'y
residuos)
caracterizado por
GC-MS
3 1 Formacion de Tamafio de particula Sin Tamafo de Tamafo de particula en elrango | 100
nanosuspensiones PDI (indice de valores particula de de 130- 220 nm, PDI en
de quitosano- polidispersidad) empirico | alrededor de 300 | el rango de 0,50 a 0,70, y un
tripolifosfato por Potencial zeta nm potencial zeta positivo
gelificacion idnica, Capacidad de carga PDI (indice de en elrango de +51 a
estable Eficiencia de polidispersidad) | +57 mV. Eficiencia de
(nQTPP) encapsulacion entre 0,4-0,6 encapsulacion del 64%
Rendimiento en Potencial zeta
particula de 30-50 mV
Capacidad de
carga mayor al
5%
Eficiencia de
encapsulacion
mayor al 50%
Rendimiento en
particula mayor
a 30%
2 Formacion de una Tamafio de particula Sin Tamafo de Tamafo de particula en elrango | 100
nanoemulsién por PDI (indice de valores particula de de 40 a 60 nm, PDl en
método de polidispersidad) empirico | menora 300 nm | el rango de 0,16 a 0,27, y un
emulsificacion Capacidad de carga PDI (indice de | potencial zeta negativo en el
espontanea Eficiencia de polidispersidad) | rango de -17 a -12 mV.
(nEBE), estable encapsulacion entre 0,1-0,3
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Eficiencia de
encapsulacion
mayor al 50%

Rendimiento en
particula mayor
a 30%

3 Concentracién del | Zona de inhibicion del Sin Obtencion de un | CIM formula seleccionada gel 0.4 | 100
producto capaz de | crecimiento. informaci producto con QTPP
inhibir la Concentracién minima on actividad Propionibacterium acnes 11,5
proliferacion inhibitoria antimicrobiana | mg/ml
bacteriana de Concentracién minima Staphylococcus aureus 11,0
agentes etiolégicos bactericida mg/ml
asociados al acné,
obtenida Zona de inhibicion
Propionibacterium acnes 6,23
mm
Staphylococcus aureus 4,23 mm
4 Alta Actividad eficiencia Sin Cantidad de CBM formula seleccionada gel | 100
bactericida de los antimicrobiana del informaci producto capaz | 0.4 QTPP
geles producto (%) on de matar el 99, | Propionibacterium acnes 35,0
9% de la carga | mg/ml
bacteriana Staphylococcus aureus 30,0
asociada al acné | mg/ml
5 Ensayos de Perfil de liberacion Sin >90% liberado al | pendiente 0
liberacion de controlado de informaci | cabo de 8 horas
aceite desde principales on <50% al cabo de
nanosuspensiones sesquiterpenos 1 hora
y nano emulsiones | presentes en aceite de
CgD desde el gel
6 Concentracion del | Zona de inhibicion del Sin Obtencion de un | CIM formula seleccionada gel 0.4 | 100
producto capaz de | crecimiento. informaci producto con QTPP
inhibir la Concentracién minima on actividad Porphyromonas gingivalis 10,0
proliferacion inhibitoria antimicrobiana | mg/mi
bacteriana de Concentracién minima Streptococcus  gordonii 10,5
agentes etiolégicos bactericida mg/ml
asociados Streptococcus sanguinis 10,5
mg/mi
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la enfermedad Agregregatibacter
periodontal actinomycetemcomitans
10,5 mg/ml
7 Alta Actividad eficiencia Sin Cantidad de CBM formula seleccionada gel | 100
bactericida de los antimicrobiana del informaci | producto capaz | 0.4 QTPP
geles producto (%) on de matar el 99, | Porphyromonas gingivalis 25,5
9% de la carga | mg/ml
bacteriana Streptococcus  gordonii 25,0

asociada al acné | mg/ml
Streptococcus sanguinis 20,0
mg/ml
Agregregatibacter
actinomycetemcomitans
30,0 mg/ml

5.1 Cuantificacion del avance: (Cuantifique el avance para todos los resultados esperados)
5.2. Descripcion del avance del periodo (describa s6lo aquellos que han tenido actividad durante el periodo)
N° L . . Acciones
Descripcion Avance Problemas y Desviaciones Repercusiones .
RE Correctivas
1 Formacion de nanosuspensiones de Se ensayan cinco niveles | Formula seleccionada se

i6nica, estable
(nQTPP)

quitosano-tripolifosfato por gelificacion

de carga de aceite de 0,1 a
0,5 ml de aceite/100 ml sol
quitosano. Se prueban tres
relaciones

Quitosano/Tween 1/1, 1/5,

desafia frente a
patdgenos del acné (2) y
periodontal (3).

Informe de Avance Técnico y de Difusion FIA-GORE AYSEN

11/25




1/10. Se selecciona 0,4 y
1,5

2 Formacion de una nanoemulsion por
método de emulsificacion espontanea
(nEBE), estable

La férmula desarrollada
cumple con los parametros
de encapsulacion y
especificaciones nano.

Formula seleccionada se
desafia frente a
patdgenos del acné (2) y
periodontal (3).

3 Determina CIM de gel de nQTPP frente a
patégenos del acné

Determina CIM nEBE frente a patégenos del

CIM Propionibacterium
acnes 11,5 mg/ml

CIM Staphylococcus
aureus 11,0 mg/ml

CIM Propionibacterium

Férmula nQTPP
adecuada porque CIM
de gel menor que el
aceite.

Férmula nEBE no apta

Formula de
nQTPP

seleccionada

gel

acné acnes 220 mg/ml Reformular nEBE
CIM Staphylococcus porque CIM de nEBE
aureus 100 mg/ml mayor que el aceite.
4 Determina CBM de gel de nQTPP frente a Propionibacterium acnes | Férmula nQTPP Férmula gel de
patégenos del acné 35,0 mg/ml adecuada porque CIM nQTPP
Staphylc;colccus aureus | de gel menor que el seleccionada
30,0 mg/m aceite.
Formula nEBE no apta . |
. , . . para preparar gel porque | Reformular nEBE
Determina CBM nEBE frente a patégenos CBM Propionibacterium no se evidencia una

del acné

acnes no se evidencia una
concentracion capaz de

concentracion capaz de
ejercer un efecto

ejercer un efecto bactericida.
bactericida.

CBM Staphylococcus

aureus no se evidencia

una concentracion capaz

de ejercer un efecto

bactericida.
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5 No se han realizado los ensayos de | No se ha podido realizar Queda pendiente hacer | Reparacion de
liberacion del aceite desde los nanosistemas | estudio de liberacion para | |a cinética de liberacion | HPLC
y geels nQTPP porque HPLC esta
en reparaciones
6 Determina CIM de gel de nQTPP frente a CIM Férmula nQTPP Formula gel de
patdgenos de enfermedad periodontal Porphyromonas gingivalis | adecuada porque CIM nQTPP
10,0 mg/mi . | de gel menor que el seleccionada.
Streptococcus gordonii aceite
10,5 mg/ml '
Streptococcus sanguinis
10,5 mg/ml
Agregregatibacter

Determina CIM nEBE frente a patégenos de
enfermedad periodontal

actinomycetemcomitans
10,5 mg/mi

Porphyromonas gingivalis
160 mg/ml

Streptococcus gordonii 110
mg/ml

Streptococcus sanguinis
100 mg/ml
Agregregatibacter
actinomycetemcomitans
190 mg/ml

Formula nEBE no apta
para preparar gel
porque CIM de nEBE
mayor que el aceite.

Reformular nEBE

7 Determina CBM de gel de nQTPP frente a
patdgenos de enfermedad periodontal

CBM

Porphyromonas gingivalis
25,5 mg/ml
Streptococcus
25,0 mg/ml
Streptococcus sanguinis
20,0 mg/ml
Agregregatibacter
actinomycetemcomitans

gordonii

Férmula nQTPP
adecuada porque CBM
de gel menor que el
aceite.

Formula de
nQTPP

seleccionada.

gel
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Determina CBM nEBE frente a patégenos
de enfermedad periodontal

30,0 mg/ml

Porphyromonas gingivalis
Streptococcus gordonii
Streptococcus sanguinis
Agregregatibacter
actinomycetemcomitans
No se evidencia una
concentracion capaz de
ejercer un efecto
bactericida.

Férmula nEBE no apta
para preparar gel
porque CIM de nEBE
mayor que el aceite.

Reformular nEBE

6. Actividades
6.1. Cuantificacion del avance. Cuantifiqgue el avance para todos los resultados esperados:
o o - Programado Real %
N® OE N*RE Actividades Inicio Término Inicio Término Avance
3 1 A1_Fabricacion de 1-10- 30-12-2020 | 1-10- | 30-03-2021 100
nanosuspensiones de quitosano- | 2020 2020
tripolifosfato cargadas con aceite
de ciprés.
A2 Desarrollo y validacion de
metodologia analitica para
determinacion de parametros de
encapsulacion
2 A3_Fabricacion de 1-11- 30-01-2021 | 1-11- | 30-03-2021 100
nanoemulsiones cargadas con 2020 2020
aceite de ciprés.
Formacion de geles a partir de
nano sistemas seleccionados
3 A4_Cultivo bacterias de acné 1-12- 30-01-2021 | 1-12- | 30-03-2021 100
2020 2020
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A5_Evaluacion de la
concentracion minima inhibitoria
de los geles frente a cepas
seleccionadas.

4 A6_Determinacion de la 1-12- 30-01-2021 | 30- 30-03-2021 100
capacidad bactericida de los 2020 01-
geles 2021

5 A7 _Ensayos de cinética de | 1-11- 30-01-2021 | 1-02- | 30-04-2021 0
liberacion de aceite 2020 2021

6 A8_Cultivo bacterias enfermedad | 1-12- 28-02-2021 | 1-12- | 30-03-2021 100
periodontal 2020 2020
A9 Evaluacién de la

concentracion minima inhibitoria
de los geles frente a cepas
seleccionadas.

7 A10_Determinacién de la | 1-12- 30-01-2021 | 1-02- | 30-04-2021 100
capacidad bactericida de los geles | 2020 2021
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6.2. Descripcion del avance del periodo (describa solo aquellos que han tenido actividad durante el periodo)
Actividad Descripciéon Avance Prob!emas y Repercusione Acciones Correctivas
Desviaciones S
Al Nano suspensiones | bajo nivel de cambio de surfactante
fabricadas con 3 tipos de | encapsulacion. de pluronic F127 a Tween 80.
muestras de aceite, | Resuelto con cambio
caracterizado, tamano | de surfactante, se
hidrodinamico, pudo aumentar carga
polidispersidad y potencial | de aceite. Obtencién
zeta de
nanosuspensiones
dentro de
especificaciones
A2 Método HPLC-DAD | se chequeara el | Desarrollo de | se estd cambiando el solvente
validado para terpineol método con | metodologia | de acetonitrilo a tetrahidro
humeleno, analito | analitica furano, para mejorar extraccion de
con propiedades mas | fiable de | compuestos de compuestos hidrofobicos
similares a los | producto del aceite
componentes terminado
principales del
aceite. Se mejorara
el método de
extraccion de aceite
desde nanoemulsion,
usando un solvente
mas apolar.
A3 Nano emulsiones | Cumple con
fabricadas con 3 tipos de | especificaciones
muestras de aceite, | tamano, potencial
caracterizado, tamafio | zeta y PDI, vy
hidrodinamico, parametros de

polidispersidad y potencial
zeta

encpasulacion
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A4

Propionibacterium acnes
cultivado

Cumplido

A5

determinada la
concentracion inhibitoria
minima para 3 muestras
de aceite frente a
Propionibacterium acne

cumplido

A6

determinada la
concentracion bactericida
minima para 3 muestras
de aceite frente a
Propionibacterium acne

cumplido

A7

ensayo de liberacion de
aceite desde
nanosistemas y geles -No
realizado

pendiente

atraso
cumplimiento
RE

Reparacion HPLC

A8

Porphyromonas gingivalis
y

Streptococcus gordonii
cultivado

cumplido

A9

determinada la
concentracion inhibitoria
minima para 3 muestras
de aceite frente a
Porphyromonas gingivalis
y

Streptococcus gordonii

cumplido

Al10

determinada la
concentracion bactericida
minima para 3 muestras
de aceite frente a
Porphyromonas gingivalis
y

cumplido
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Streptococcus gordonii
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7. Hitos Criticos

7.1. Indique el grado de cumplimiento de los hitos criticos fijados:

Fecha % Avance Fecha

o . "
NI IO ETHIS0S) Programado | a la fecha Real Cumplimiento

Encapsular el aceite de ciprés
de las Guaitecas mediante | 5, ;o
1 nanosuspension de quitosano- 100 30-03-2021
o e .. | 2020
tripolifosfato por gelificacion
ionica

Preparar una emulsion estable
a partir de las
nanosuspensiones, y obtener | 30-01-
geles de | 2021
hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC)

70 30-05-2021

Evaluar geles frente a 30-01-

3-4 patégenos relacionados al 2021 100 30-03-2021
acné

Evaluar geles frente a 01-02-
6-7 patégenos relacionados a la 100 30-03-2021

. 2021
enfermedad periodontal

7.2. Describa el grado de cumplimiento y posibles desviaciones (max. 200 palabras).

El OE3 tiene 7 RE y 10 actividades asociadas, y 4 hitos por cumplir. Es el objetivo
especifico de mayor demanda de trabajo experimental y que define la viabilidad de los OE
4 y 5 que estan asociados al modelo de negocios, propiedad intelectual, registro de un
producto cosmético, y la difusién de resultados en la region de Aysen. Lo avanzado hasta
ahora muestra que el aceite tiene actividad antibacteriana relevante frente a cepas
patdégenas de la enfermedad del acné y periodontal, las concentraciones a las cuales son
efectivas permite generar un producto nanoencapsulado. Hasta el momento los resultados
muestran preliminarmente que la eficiencia de encapsulacion del aceite en nanosistemas
hidréfilicos (nanosuspension de quitosano-tripolifosfato) e hidrofébicos (nanoemulsiones)
esta cercana o por sobre el 50% y la capacidad de carga es razonable considerando la
actividad antimicrobiana del aceite. Se obtuvo una forma definitiva para el gel de nQTPP
con mejor desempefio CIM, CBM que el aceite puro. La nanoemulsion presenta un menor
desempefio CIM y CBM, por lo que se esta reformulando, se espera tener una mejor
formulacion de aqui a mayo 2021. Aun persisten problemas analiticos, en método HPLC-
DAD que permitan una precisa determinacion del contenido de aceite en las
nanoemulsiones. Durante el mes de febrero el HPLC tuvo una falla importante, por lo que
se solicito presupuesto para su reparacion. Se espera que el equipo este operativo en la
primera semana de mayo.
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8. Cambios en el entorno

8.1. Tecnoldgico

Se debe analizar la situacion de la investigacion basica y aplicada, asi como los procesos,
innovaciones, patentes, royalties o publicaciones de los agentes que intervienen y ofrecen soluciones
en el sector en particular, en terceros relacionados y en toda la cadena de valor (Max. 170 palabras)

Del punto de vista tecnolégico, no hay modificaciones respecto del tltimo informe ya que
si bien hay bibliografia relacionada a las propiedades y uso de los aceites no hay
informacion de articulos sobre el aceite de ciprés dado que es una especie poco conocida
mas all4 de sus caracteristicas madereras y tampoco desarrollos similares a los propuestos
en ésta investigacion (Patentes).

8.2. Mercado

Refiérase a los ambitos de: oferta y demanda; competidores; nuevas alianzas comerciales; productos
diferenciados, sustitutos o alternativos; mercados emergentes; productividad de los recursos
humanos; pecios de mercado, liderazgo del costo de produccion; tipo de cambio, tasa de interés,
disponibilidad de materias primaras, barreras de entrada al mercado, tratados de libre comercio,
subvenciones o apoyo estatal.

La pandemia, ademas de obligar a suspender las actividades durante el periodo abril -
octubre del 2020 (fecha del ultimo Informe Técnico), también ha reducido ain més la
actividad de los productores madereros de la regién al igual que la escasa demanda por
productos madereros en base a ciprés. Cabe ademas recordar que la materia prima base
de este proyecto corresponde a madera residual que no tiene utilidad en la obtencién de
dichos productos. La aparicion de una segunda ola de la pandemia ha agudizado el
impacto en la economia global y del pais , profundizando los efectos en los precios, tasa
de cambio vy tasas de interés. Se espera que recién hacia mediados del afio 2021 la
economia comience una recuperacion.

Como ya se sefialé en el Informe anterior la actual prolongacion de la crisis sanitaria afecta
la actividad de Difusion contemplada a Nivel Internacional (presentacién en Feria de
Productos Naturales) y posiblemente obligue a retrasar la difusion a nivel nacional.

8.3. Otros

Describa cambios en leyes, regulaciones, impuestos, barreras normativas o legales, normas no
escritas, normas medio ambientales, responsabilidad social empresarial “dumping” (laboral o
ambiental), entre otros.
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Como es de conocimiento general en nuestro pais, existen regulaciones sanitarias que afectan el
tradicional comportamiento de las empresas y personas, las que si bien son temporales, no tienen
un plazo definido, afectando el desarrollo de las actividades del proyecto en el mediano plazo.

9. Difusion
9.1. Describa las actividades de difusion programadas para el préximo periodo.
Fecha Luoar Tipo de N° Perfil de los Medio de
9 Actividad participantes | participantes Invitacion
Representantes
Junio . L organizaciones Correo
2021 Coihayque Seminario 15 publicas electrénico
regionales
Recolectores
de PFNM
. Representantes
Junio Correo
Cochrane Taller 20 de .
2021 S electronico
Municipalidades
de Cochrane y
Tortel
9.2. Describa las actividades de difusion realizadas durante el periodo:

(No aplica por suspensién del proyecto debido a la pandemia)

NO

participantes* Documentacion Generada*

Fecha Lugar Tipo de Actividad

*Debe adjuntar en anexos material de difusién generado vy listas de participantes

Informe de Avance Técnico y de Difusién FIA-GORE AYSEN 22 /25



10. Auto Evaluacion

10.1. ¢Considera que su proyecto lograra insertar en el mercado el bien o servicio o mejorar la
competitividad? Explique (méx. 80 palabras)

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta el momento de la real efectividad
antimicrobiana del aceite y el desempefio del mismo al realizar las nanoemulsiones y
nanosuspensiones, el proyecto lograra al menos la formulaciéon de un producto factible de
insertar en el mercado, una vez que tengamos los resultados de las pruebas de
formulaciones mas eficaces y de las pruebas de estabilidad de las formulaciones.

10.2. ¢Cémo evalla los resultados obtenidos en funcion del objetivo general del proyecto? (max.
80 palabras)

Los resultados del proyecto indican que existe recurso suficiente para la aplicacion
propuesta (OE1), el aceite obtenido por hidrodestilacion y por CO2 supercritico fue
completamente caracterizado mediante CG-MS, no encontrdndose diferencias
significativas en su composicion (OE2). El aceite tiene actividad contra cepas de la
enfermedad del acné y periodontal y presenta buenos parametros de encapsulacién en
sistemas hidrofilicos (QTPP) e hidrofébicos (nanoemulsién). Ya se dispone de una
formulacion en gel de nQTPP con mayor actividad que el aceite. Se comenz6 un estudio
de estabilidad acelerado de tres meses, con este gel, a tres temperaturas (25-30-40°C), se
espera finalizarlo a fines del mes de mayo.

10.3. ¢Cbémo evalta el grado de cumplimiento de las actividades programadas? (max. 80
palabras)

A pesar de los multiples problemas de continuidad debido a razones ajenas a nuestra
voluntad, hemos podido cumplir en un 100% los OE1 y OE2. Del OE3 tenemos un grado
de avance del 80%, con un producto seleccionado, con el cual se ha iniciado un estudio
de estabilidad. Esperamos resolver el problema de la nanoemulsion para asi poder generar
dos productos finales. Con los resultados que ya tenemos podemos comenzar a partir de
abril el estudio del modelo de negocios, propiedad intelectual y registro cosmeético.
Esperando concluir el proyecto con la difusién de los resultados en la regién de Aysén.

10.4. ¢Como ha sido la participacion de los asociados? (méax. 80 palabras)
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La participacién del productor de Aysén ha sido permanente y de mucha colaboracion. Y
nuestro segundo socio N-Active ha estado interiorizado de los resultados, no obstante su
participacidn esta considerada una vez que se tenga la(s) formulacion(es) comercial(es),
especificamente en la Difusion del(los) producto(s) comerciales.

11. Conclusion

11.1. Concluya y explique la situacién actual de la iniciativa, considerando amenazas u
oportunidades (max. 230 palabras).

El cumplimiento del OE1 muestra que existe suficiente recurso maderero disponible para
la produccion del aceite , el cumplimiento del OE2 permitio la completa identificacion de
todos los componentes del aceite mediante destilacion y fluido supercritico. Se ha probado
la efectividad del aceite frente a patdgenos de la enfermedad del acné y periodontal, el
aceite presenta buenos pardmetros de encapsulacion en los dos sistemas propuestos
(QTPP y nanoemulsion). Se ha obtenido una formulacién en gel de nQTPP que presenta
mayor actividad antimicrobiana del aceite, que ya se encuentra en estudio de estabilidad,
mes 1 de 3 a tres diferentes temperaturas. A partir de este producto podemos comenzar
a partir de abril el OE 4. Es decir el estudio del modelo de negocios, proteccion intelectual
y registro. Con los resultados actualmente disponibles, se puede vislumbrar que el
producto es competitivo frente a otros productos actualmente disponibles en el mercado
para el tratamiento de las enfermedades sefialadas en este estudio.

Persiste la amenaza de la pandemia del corona virus, situacién de salud publica ain no
resuelta, a pesar de la restricciones de movimiento que la pandemia conlleva hemos
podido avanzar en un 80% el OE3, esperamos a la brevedad poder resolver la falla en el
equipo HPLC, para completar los estudios de liberacion, reformular la nanoemulsiéon y
verificar la metodologia HPLC-DAD para el control del producto final. La amenaza mas
grande es la imposibilidad de poder cumplir con el O5, que esta relacionado con la Difusién
de los resultados en la Region de Ayseén.

Informe de Avance Técnico y de Difusion FIA-GORE AYSEN 24125



12.  Anexos

Realice una lista de documentos adjuntados como anexos.

anexo_nanosuspension Q-TPP

anexo_nanoemulsiones

anexo_método de determinacion de aceite de ciprés de las Guaitecas mediante HPLC-DAD

anexo_CIM_CBM



Informe aceite de ciprés de las Guaitecas

Preparado por Alexander Gamboa

Revisado y editado por Cristian Tapia

Codigo de muestras

M1/ troncos de didmetro pequefio/ (DP); M2/ troncos de didmetro grueso (DG); M3 troncos de
arbol vivo (AV); M4/ Terpineol (estandar usado para el método mediante HPLC-DAD.

Desarrollo y validacion del método mediante HPLC-DAD

El desarrollo de una formulacion en base al aceite esencial (AE) de ciprés de las Guaitecas,
cconlleva un gran numero de andlisis de muestras, en la primera fase para evaluar los
procedimientos de encapsulacion, en la determinacién perfil de liberacion de los componentes
activos, luego el control de calidad del producto terminado y finalmente para el estudio de
estabilidad.

En el objetivo especifico 2 (Extraccién por hidrodestilacion, fluidos supercriticos y caracterizacién
del aceite de ciprés de las Guaitecas por areas de produccidn), se utilizé la cromatografia de gases
acoplada a masa (GC-MS) para caracterizar las moléculas constituyentes del AE de ciprés de las
Guaitecas obtenidos mediante hidrodestilacion (HD) y extraccidn con fluido supercritico (FS).

Sin embargo, esta metodologia no es costo-eficiente para cumplir con los resultados y actividades
asociados al OE3. Es por ello que se implementé un método de cromatografia liquida de alta
eficiencia con un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), tomando como referencia lo descrito
por Strack y colaboradores, (Strack et al., 1980).

Preliminarmente, se eligié terpineol (mezcla de isdmeros con densidad 0.943 g/mL) como modelo
de componente del aceite esencial para la implementacion de los procedimientos de
encapsulacion. A pesar de no ser una molécula presente en el extracto, es un alcohol terpénico
monociclico presente en 87 aceites esenciales (de Groot and Schmidt, 2016), esta disponible
facilmente de los proveedores y tiene un coeficiente de particiéon simulado de 1.8 (XLogP3-AA)
como se aprecia en la tabla 1. Por su parte, los componentes relevantes del aceite de ciprés:
&-cadinol, (+)-86- Epicubenol y (+)-8-cadineno, tienen coeficientes de particién entre 3,3 y 3,8, por
lo tanto, son moléculas de mayor hidrofobicidad que el terpineol como se ve en la misma tabla.



Tabla 1: Estructura de Terpineol y derivados relevantes identificados en el aceite por GC-MS.
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Terpineol (XLogP3-AA = 1.8) (+)-6-cadineno (XLogP3-AA = 3.8)
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/17100 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/441005
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3084311 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/12046149

Esto es relevante, ya que los procedimientos de encapsulacidon elegidos son idéneos para
encapsular compuestos activos hidrofdbicos, es decir, si se logra una carga adecuada para terpineol
(Peor caso), la esperada para el AE es mas alta.

De esta manera, se inicié el desarrollo del método analitico por HPLC-DAD en fase reversa, donde
la fase estacionaria posee similar polaridad que estos analitos, es decir, mientras mas hidréfobo es
mayor es su retencién en la fase estacionaria. La columna elegida fue una octadecilsilano (C18) de
250 mm x 4,6 mm y 5 micrones de tamafo de particula, en conformidad a lo descrito por Strack y
colaboradores (Strack et al., 1980).

Para el primer ensayo, se eligié una fase movil de 100% de acetonitrilo, con el objeto de eluir todos
los componentes posibles en el AE y compararlos con el tiempo de retencién de terpineol
(molécula modelo). La figura 1 muestra los resultados de este analisis preliminar, donde el analito
mencionado tiene un tiempo de retencién de aproximadamente 3,5 minutos (alfa y gama
isdmeros) y el ultimo componente que sale de la columna en el AE de ciprés extraido por HD, tiene
un tiempo de 13,8 minutos. Esto confirma, que las moléculas presentes en el AE son de alta
hidrofobicidad, en conformidad a los coeficientes de particidon descritos en la tabla 1 (XLogP3-AA
entre 3,3y 3,8).
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Fig. 1: Cromatogramas de Terpineol y AE, con fase movil 100% acetonitrilo.

A continuacidn, se procedid a optimizar las condiciones cromatograficas para conseguir una
adecuada separacion de los componentes, y tener al menos un pico cromatografico de un analito
bien resuelto en un tiempo de corrida aceptable. Después de varios ensayos, se consiguid la
gradiente mostrada en la tabla 2, con 35 minutos se obtuvo un cromatograma con tres
componentes, bien resuelto, y con la elusion total de los demas analitos (figura 2). De estos, se
selecciond el analito 1 con un tiempo de retencién de aproximadamente 12 minutos, debido a su
similitud espectral con terpineol (inserto de los espectros ultravioleta de la figura 2), por tener un
porcentaje relevante (11.2% referido a Terpineol) y una hidrofobicidad intermedia de acuerdo con
el perfil cromatografico obtenido. Las condiciones finales fueron: Inicial solvente C (Acetonitrilo) :
solvente D (Agua) 85:15; equilibrio por 3 minutos y luego gradiente segun tabla 2; volumen de
inyeccion 5 microlitros; flujo 1 mL/min y longitud de onda 200 nm.

Tabla 2: Gradiente para la separacion de los terpenos y derivados por HPLC-DAD en fase reversa

S'hep| Step Type | Step Time (min) | Flow (mUimin) %A %B % %D | Curve I
0 (Equi - 30 1 0o 0o 85.0 15.0 _=
1 [Run - 100 1 0o oo 85.0 15.0
2 Run - 200 1 00 0o 100.0 0.0
3 Run - 50 1 o0 | o0 | 1w0] | 0.0 .




extraido de los analitos seleccionados.

Fig. 2: Cromatogramas del AE y terpineol con gradiente optimizada y espectros UV
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Con el método implementado, se procedié a determinar la relacidn entre la concentracion del AE y
la respuesta del método, representada por el area bajo la curva del compuesto trazador con
tiempo de retencién de alrededor de 12 minutos. La figura 3, muestra que hay una relacion lineal
entre la concentracién del AE y la respuesta del trazador (Area), con un coeficiente de correlacién >
0,9999 y un intercepto que pasa por el origen (Intercepto = 0), de acuerdo con el andlisis de

varianza mostrado en la tabla 3 (p value = 0,1376).



-Concentracic')n AE ng/mL) Areal Area2 Area 3 Area promedio|Desv. St oY
0,2 791980 780502 793593| 788691,6667| 7138,16659 0,91
0,04 160345 159130 159084 159519,6667| 715,129592 0,45
0,016 67472 63598 70214] 67094,66667| 3324,10128 4,95
0,004 18776 14159 17371 16768,66667 2366,70157 14,11
Resumen |

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0,99999346

Coeficiente de determinacion R*2 0,999986921 1

R"2 ajustado 0,999980382 . i . . X
Error tipico 1588,7230%

Observaciones 4

Fig. 3 Relacién entre el area del pico con tiempo de retenciéon aproximado de 12 min vy la
concentracion del AE (Didmetro pequefio)

Cabe mencionar, que el ultimo punto presento un CV mayor que las demas concentraciones, sin
embargo, es menor de un 20%, que es lo recomendado en el limite de cuantificacion de un método
cromatografico. Debido a esto, las siguientes curvas de calibracién fueron realizadas a una
concentracion mayor. Como se puede apreciar en la figura 4 y 5, ambos aceites se ajustaron a un
modelo lineal con un buen coeficiente de correlacién (R > 0,999) y él intercepto de sus curvas no
fue significativo (resultados no mostrados).

Tabla 3: Analisis de varianza curva de calibracién AE

[
Grados de libertad 1a de cuadradio de los cua: F Valor critico de F
Regresion 1 3,8596E+11 3,8596E+11  152915,2508 6,53951E-06
Residuos 2 5048082,15 2524041,08
Total 3 3,8597E+11
Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcién 2477,835336  1028,6163 2,40890148  0,137630031 -1947,943405 6903,614076
Concentracion AE (mg/mL) 3931397,405 10053,5987 391,043797  6,53951E-06 3888140,261 3974654,549

Los datos presentados anteriormente, confirman que el método desarrollado de HPLC-DAD es
adecuado la cuantificacién del AE, con un tiempo de corrida de 35 minutos, que es menos de la
mitad de tiempo utilizado por la caracterizacién de GC-MS (82 minutos por muestra). Entonces, se
analizaron las mismas cinco muestras de AE de ciprés de la primera etapa del proyecto, que fueron
obtenidas por HD o FS.

La figura 6 muestra los perfiles superpuestos de las cinco muestras extraidas por HD, donde
podemos apreciar que todos son coincidentes. Una exacta correlacién entre las sefiales obtenidas
por GC-MS y los picos detectados por HPLC, no puede ser efectuada debido a la naturaleza de
ambas técnicas instrumentales, por lo que los resultados obtenidos por HPLC-DAD son un
complemento a la primera caracterizacién del aceite de ciprés.



r -
Concentracion AE {mg/mL)

Areal Area2 Area3 Area promedio|Desv. 5t Ccv

0,446 1165973 1164764 1167328 1166021,667 1282,692611 0,11
0,223 556092 536202 561556| 551283,3333 13343,49225 2,42
0,089 220884 218390 226560  221944,6667 4187,00195 1,89
0,022 57288 58846 57808 57980,66667 793,2221211 1,37

Resumen

Estadisticas de la regresicn

Coeficiente de correlacion multiple 0,999538522

Coeficiente de determinacion RA2 0,999077256

RA2 ajustado 0,998515885

Error tipico 18212,20072

Observaciones 4

Fig. 4 Relacién entre el drea del pico con tiempo de ret. Aprox. 12 min y la concentracién del AE

(Didmetro grande)

-Concentracic'm AE ng/mL) Areal Area2 Area3 Area promedio|Desv. St cv

0,415 1312239 1312370 1263564 1296057,667 28140,41702 2,17
0,208 616344 631433 640455 629410,6667 12182,0546 1,94
0,083 266193 268343 261664 265400 3409,383669 1,28
0,021 51384 63307 65546] 63412,33333 2082,9984 3,28

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién miultiple 0,99981202

Coeficiente de determinacion RA2 0,999624075

RA2 ajustado 0,999436112

Error tipico 12860,60396

Observaciones 4

Fig. 5 Relacién entre el drea del pico con tiempo de ret. Aprox. 12 min y la concentracién del AE

(Arbol vivo)

En GC-MS la separacion de los componentes del aceite obedece a dos fenédmenos, por un lado, la
volatilidad de las moléculas presentes y su interaccion con el relleno de la columna, que en el
analisis realizado correspondié a una columna Rtx-5MS, cuyo relleno es de baja polaridad. Con este
procedimiento, el porcentaje de compuestos identificados en el extracto de HD fue de un 92%, lo
que es bastante alto, considerando los porcentajes de otro estudio reportado para diferentes
aceites, que fue entre un 47% a 64% (de Groot and Schmidt, 2016). Por su parte, en el método de
HPLC-DAD de fase reversa la separacion de los componentes obedece a la particiéon de las




moléculas en un relleno hidrofébico de octadecilsilno (C18), por esta razén los perfiles obtenidos
en GC-MS y HPLC-DAD, no son equivalentes. Adicionalmente, ciertos compuestos con baja
volatilidad o peso molecular por sobre el rango del equipo GC-MS (400 m/z), podrian ser no
detectados por esta metodologia, pero si por cromatografia liquida y deteccion a una baja longitud
de onda (Turek and Stintzing, 2011).
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Fig 6. Perfiles cromatograficos de los aceites de cipres obtenidos por Hidrodestilacion (HD)

Con respecto al analisis por HPLC-DAD del aceite extraido por FS, la figura 7 muestra el perfil
cromatografico superpuesto de las 5 muestras caracterizadas previamente por GC-MS. Como se
puede apreciar, son todo coincidentes, existiendo solo diferencia en la intensidad de algunas
sefiales y con 35 minutos de corrida cromatografica, pudieron eluir todos los componentes.

Asimismo, la figura 8 muestra dos cromatogramas representativos del aceite correspondiente a la
muestra 1 (M1), donde estan superpuestos los perfiles de ambas extracciones (HD y FS). Los tres
analitos principales seleccionados previamente, se encuentran presente en las muestras obtenidas
por ambos procedimientos de extraccidén y en los perfiles completos solo se observan diferencias
menores en las sefales presentes. Cabe destacar, que esta informacion es coincidente con los
datos obtenidos previamente por GC-MS, sin embargo, no se puede hacer una exacta correlacion
de las dos técnicas, como se discutidé anteriormente. Para las otras cuatro muestra de aceites, el
resultado fue similar al descrito, con cromatogramas comparables entre HD y FS (no mostrado).
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Determinacion de la encapsulacion de aceite en la nanoemulsién

Basado en el método HPLC-DAD desarrollado y validado, se evalué la encapsulacion del aceite en la
nanoemulsion (NE). Para esto, se determindla carga del ingrediente a encapsular y la eficiencia del

proceso.

La tabla 4, presenta los resultados de encapsulacién de terpineol en la nanoemulsién (NE) y la
figura 9 muestra cromatogramas representativos del estdndar, sobrenadante de la didlisis y
muestra extraida con etanol para determinar la carga. La eficiencia de encapsulacion fue de un
26,3% EE y la carga obtenida de un 0.57%), lo que es un grado de encapsulacion bajo. Estos
resultados estan en conformidad con las caracteristicas del analito (terpineol) que presenta una
polaridad media (XLogP3-AA = 1.8) y por la presencia de un porcentaje relevante, 10%, de
surfactante (Tween 80) que facilita que el terpineol difunda durante la didlisis en agua. .

Tabla 4: Encapsulacién de Terpineol en la NE

Concen. Terpineol (mg/mL) Areal Area 2 Area3 Promedio
0,24 8545090 8456238 8452493 8484607
Muestras carga Nanoemulsién
Volumen {uL=microlitro) 1000| mg de Terpineol 5,70 Eficiencia
Peso muestra Nanoemulsion {mg) 1000|% carga exper. 0,57 % perdido 73,7
Se aproximo densidad a1g/mL % carga teorica 5,63 % encapsulado 26,3
Area cromatografica 20149558
Volumen extraccidn {mL) 10
Sobrenadante dializado 24 horas
Area cromatografica 16428324/ mg de Terpineol 580,875131
Volumen muestra (mL) 1
Volumen total dializado (mL} 300
Cantidad de Nanoemulsion dializada {mL) 15
Volumen total de nancemsulsién 20
Volumen de terpineol por lote (mL) 1,125
Densidad Terpineol {g/mL) 0,934
Masa de Terpineol (ma 788,063
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Fig. 9 Encapsulacion de Terpineol en Nanoemulsion

La tabla 5 presenta los resultados de encapsulaciéon del aceite de ciprés (didmetro pequefio)
mediante el procedimiento de nanoemulsificacion y la figura 10 muestra cromatogramas
representativos del sobrenadante de la didlisis (15 min y 24 horas) y de la muestra extraida con
etanol para determinar la carga. La eficiencia de encapsulacion fue de un 98,6% y la carga
obtenida fue de 2.17%. , Estos resultados, estan de acuerdo a las caracteristicas de los principales
terpenoides del aceite de ciprés, que presentan una baja polaridad (XLogP3-AA entre 3,3 y 3,8).
Con respecto a la carga tedrica (5,63%), la carga obtenida corresponde a cerca de la mitad. Es
probable que el procedimiento de extraccidén con etanol, no sea suficiente para sacar todo el aceite
encapsulado. Esto seria concordante, con la baja cantidad que difunde después de 24 horas de
didlisis. Se repetira el procedimiento de rotura de la emulsidon con mas tiempo de tratamiento y/o
cambiando a un solvente de menor polaridad como tetrahidrofurano.

Tabla 5: Encapsulacion de AE de ciprés (Diametro pequefio) en la NE



P
Concen. (mg/mL) Areal Area2 Area 3 Promedio |Desv. 5t cv
0,2] 791980 780502 793593 788691,667| 7138 166595 0,91
0,04 160345 159130 159084 159519,667| 715,129592, 0,45
0,016 67472 63598 70214 67094,6667] 3324 101282 4,95
0,004 18776 14159| 17371 16768,6667| 2366,701573] 14,11
Muestras carga Nanoemulsion
Volumen {ul=microlitro) 1000{ mg de aceite 22,00 Eficiencia
Peso muestra Nanoemulsion {mg) 1014,3(% carga exper. 2,17, % perdido 14
densidad nanoemulsion aprox. (g/mL) 0,9859|% carga teorica 5,63 % encapsuladd 98,6
Area cromatografica 867413
Volumen extraccidn (mL) 100
Sobrenadante dializado 24 horas
Area cromatografica 140770|mg de aceite 10,55
Volumen muestra (mL} 1
Volumen total dializado (mL) 300]
Cantidad de Nanoemulsidn dializada (mL) 15
Volumen total de nanoemsulsién 20
Volumen de aceite por lote (mL) 1,125
Densidad aceite (g/mL) 0,92
Masa de Terpinecl (mg) 772,950

Con respecto al AE de ciprés didmetro grande la eficiencia de encapsulacion fue de 99.1% vy se
obtuvo una carga de 2,15% y para el AE de arbol vivo los parametros fueron 99,5% y 2,32%,

respectivamente (Ver tabla 6y 7).

La figura 11 por su parte, muestra un cromatograma representativo del estandar del aceite de
ciprés (diametro pequefio) y la muestra extraida con etanol, donde podemos apreciar que los
perfiles de sefiales en ambos cromatogramas son casi idénticos a excepcidon de una sefial que
corresponde a los excipientes de la nanoemulsién, lo que se confirmd con una férmula no cargada
(no mostrado). Esto comprueba, la eficacia de la NE para encapsular el aceite. Este resultado fue

similar para el AE de didmetro grande y Arbol vivo (no mostrado).




Tabla 6: Encapsulacion de AE de ciprés (Diametro grande) en la NE

.Concentracién AE (mg/mL) Areal Area2 Area 3 |Area promeqDesv. St cv
0,446 1165973 1164764 1167328| 1166021,67 1282 692611 0,11
0,223 556092 536202 561556 551283,333 13343,49225 2,42,
0,089 220884, 218390 226560 221944667  4187,00195 1,89
0,022 57288 58846 57808| 57980,6667| 793,2221211 1,37
Muestras carga Nanoemulsion
Volumen {uL=microlitroj 1000|mg de aceite 21,64 Eficiencia
Peso muestra Nancemulsion (mg) 1008,5|% carga exper. 2,15 % perdido 0,9|
densidad nanoemulsion aprox. (g/mL) 0,9916(% carga teorica 5,63 % encapsuladq 99,1
Area cromatografica 555637
Volumen extraccidén (mL) 100
Sobrenadante dializade 24 horas
Area cromatografica 49882|ma de aceite 7,03
Volumen muestra {mL) 1
Volumen total dializado { mL}) 300
Cantidad de Nanoemulsidn dializada (mL) 15
Volumen total de nanoemsulsidn 20
Volumen de aceite por lote (mL) 1,125
Densidad aceite {g/mL) 0,92
Masa de aceite mﬁ 772,950
Tabla 7: Encapsulacion de AE de ciprés (Arbol vivo) en la NE
[
Concentracion AE (mg/ml) Area 1l Area 2 Area 3 Area promeqDesv. St Ccv
0,415 1312239 1312370 1263564| 1296057,67) 28140,41702| 2,17
0,208 616344 631433 640455 629410,667 12182,0546 1,94
0,083 266193 268343 261664 265400 3409,383669 1,28
0,021 61384 63307 65546 63412,3333] 2082,9984, 3,28
Muestras carga Nanoemulsion
Volumen (uL=microlitro) 1000|mg de aceite 23,33 Eficiencia
Peso muestra Nanoemulsién (mg) 1007,4|% carga exper. 2,32 % perdido 0,5
densidad nanoemulsion aprox. {g/mL) 0,9927|% carga teorica 5,63 % encapsuladg 99,5
Area cromatografica 724729
Volumen extraccién (mL) 100
Sobrenadante dializado 24 horas
Area cromatografica 37275|mgde aceite 3,76
Volumen muestra (mL) 1]
VYolumen total dializado (mL) 300
Cantidad de Nanoemulsién dializada (mL) 15
Volumen total de nancemsulsian 20
Volumen de aceite por lote (mL) 1,125
Densidad aceite {g/mL) 0,92

Masa de aceite mﬁ 772,950
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Determinacidn de la encapsulacién de aceite en la nanosuspension

En la tabla 8 se muestran los resultados de encapsulacién de terpineol en Q-TPP y en la tabla 9 los
resultados de encapsulacion de aceite en Q-TPP

Tabla 8: Encapsulacion de terpineol en Q-TPP

Concen. Terpineol (mg/mL) |Area 1 Area 2 Area 3 Promedio

0.24 8545090 8456238 8452493 8484607

\Volumen suspension
extraida (mL) 1

\Volumen extraccidn (mL) 10

g/100 ml de
suspension
mg de % p/v de % carga respecto al
Muestra Area terpineol suspension teorico
Qtpp Tween 1:1 417861 0.118 0.012 19.0
Qtpp Tween 1:5 469294 0.133 0.013 21.3
Qtpp Tween 1:10 636774 0.180 0.018 28.9

\Volumen suspension

dializada (mL) 5
Carga Teorica de la suspension goteada de
Sobrenadante (mL) 500 Qtpp
Cantidad Terpineol agregado % Teorico peso
(mg) 28.02 volumen 0.06
Densidad (g/mL) 0.934
Volumen Qo (mL) 30

\Volumen tpp (mL) 15




Volumen total suspension |45
Sobrenadante dializado 2 mg de
horas Area terpineol mg agregado % eficiencia
Qtpp Tween 1:1 114243 1.616 3.11 48.1
Qtpp Tween 1:5 121335 1.716 3.11 44.9
Qtpp Tween 1:10 124932 1.767 3.11 43.2
Tabla 9: Encapsulacion de aceite en Q-TPP
Concen. (mg/mL) Area 1 Area 2 Area 3 Promedio Desv. St |CV
7138.16
0.2 791980 |780502 |793593 788691.6667 [6595  [0.91
715.129
0.04 160345 |159130 |159084 159519.6667  |592 0.45
3324.10
0.016 67472 63598 70214 67094.66667 (1282  K4.95
2366.70 [14.1
0.004 18776 14159 17371 16768.66667 [1573 [1
\Volumen suspension
extraida (mL) 1
Volumen extraccién (mL)[10
g/100 ml de
suspension
% carga
mg de respecto al
Muestra Area aceite % p/v de suspensionfteorico
Qtpp Tween 1:1 117811 |0.29 0.029 48.0




Qtpp Tween 1:5 216706 |0.54 0.054 89.2

Qtpp Tween 1:10 222316 |0.56 0.056 91.6

\Volumen suspension

dializada (mL) 5

Carga Teorica de la suspension

Sobrenadante (mL) 500 goteada de Qtpp

Cantidad aceite % Teorico peso

agregado (mg) 27.48 volumen 0.06

Densidad (g/mL) 0.92

Volumen Qo (mL) 30

\Volumen tpp (mL) 15

\Volumen total

suspension 45

Sobrenadante dializado mg de

2 horas Area aceite mg agregado % eficiencia
No

Qtpp Tween 1:1 detectado [#VALOR! [3.05 100.0
No

Qtpp Tween 1:5 detectado [#VALOR! (3.05 100.0
No

Qtpp Tween 1:10 detectado [#VALOR! [3.05 100.0

Los resultados muestran que con las modificaciones introducidas al método, uso de tween 80 a
disitntas proporciones con aceite, se logra una elevada eficiencia de encapsulacion, para el aceite
en todas las proporciones cercano al 100%, ver tabla 9, y una carga creciente con el aumento de la
proporcion de tween, 48 al 92 % respecto al tedrico. En el caso de terpineol, ver tabla 8, la
eficiencia de encapsulacion es menor (43 a 48%) y disminuye con el aumento de Tween 80. Con
respecto a la carga tambien se observa un aumento con el incremento de la proporcidn de tween,
19 al 29 % respecto al tedrico, pero la encapsulacién es bastante menor respecto al aceite.



Efecto del aumento de la carga de aceite sobre la eficiencia de encapsulacion

Con el objeto de aumentar la carga de aceite en el nanosistema se aumento la carga
original 0,1 ml aceite /100 ml solucién de Qo a 0,2-0,3-0,4 y 0.5. El efecto sobre el tamafio,
PDI y potencial Zeta se muestra se muestra en el anexo nanosuspension QTPP. De acuerdo
a esos resultados, vemos que es posible realizar una carga de aceite de hasta 0,4%, sobre

este valor el PDI es >1.0.

Tabla 10: Carga de NQtpp con distintas relaciones de aceite

Muestra % p/v de suspension % Teorico % carga respecto al teorico

Qtpp Tween 1:50,2 0,067 0,12 54,6
Qtpp Tween 1:50,3 0,112 0,18 61,1
Qtpp Tween 1:50,4 0,156 0,24 63,7
Qtpp Tween 1:50,5 0,189 0,31 61,8

En relacidn con la carga, también se observa que la formulacién que presenta mayor
eficiencia de encapsulacién de aceite es la de 0,4 ml aceite/100 mo solucién de Qo
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Actividad Antimicrobiana de aceites esenciales y sus diversas formulaciones: Nanoemulsiones,
nanoencapsulados Q-TPP y geles.

Preparado por Nelson Caro
Revisado y editado por Cristian Tapia

1.- Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracidn bactericida
minima (CBM) de los aceites esenciales y sus formulaciones.

Metodologia

Las CIM y CBM de los activos contra las cepas ensayadas fue determinadas siguiendo el protocolo
del Instituto de estandares clinicos y de laboratorio (Limbago, 2011). Para el ensayo de la CIM, cada
cepa bacteriana fue inoculada en medios de cultivos y disponibilidad de oxigeno (aerobiosis o
anaerobiosis) selectivos para su crecimiento hasta alcanzar una 0.Dg, de 1.745 + 0.122,
equivalente a 1x10° UFC/mL. Posteriormente, cada cultivo fue diluido hasta obtener una 0.Dgy, de
0.05 nm en donde fueron cultivados en un volumen final de 400 uL utilizando placas de
poliestireno de 96 pocillos en donde las cepas ensayadas fueron enfrentadas a concentraciones
crecientes de cada activo y en ausencia del activo (control). Luego de 24 h de incubacién, la OD fue
medida utilizando el lector de placas TECAN Infinite PRO m200. La CIM fue determinada por
cuantificacion de la ODgy luego de la incubacidn con los activos y se establecid como la
concentracion mds baja de los activos que evidencio ODg, similar al caldo de cultivo sin inoculo
bacteriano (no turbiedad).

La CBM fue determinada mediante recuento de células viables (colonias) en placas de agar
(UFC/mL) utilizando la misma metodologia de incubacién que la CIM. Brevemente, un volumen de
1000 pL expuesto a los activos fue inoculado en 9,0 mL de suero fisioldgico (NaCl 0,9% p/v) estéril
en donde diluciones seriadas fueron realizadas hasta 100000 veces (10°). 1 mL de cultivos fueron
sembrados en placas de agar TSA y fueron incubadas a 37°C durante 24 h. Luego de la incubacion,
se realizd el recuento de colonias de cada cepa expuesta a los activos. Los resultados fueron
expresados como UFC/mL. La CBM fue determinada como la concentracion que es capaz de
eliminar el 99.9% respecto al inoculo inicial (control de viabilidad) (Orellano y cols., 2019). Cada
ensayo se realizé en quintuplicado tres veces en forma independiente.

Actividad 2.- Determinacion de la capacidad de inhibicidn de la formacion de biofilm de las cepas
ensayadas enfrentadas a las bioactivos.

Metodologia.

La capacidad de los aceites esenciales (y las respectivas formulaciones) en la inhibicidon de la
formaciéon del biofilm bacteriano fue cuantificada utilizando la estrategia del método de cristal
violeta (Rivera y cols., 2020). Brevemente, cada cepa ensayada fue inoculada en condiciones
Optimas de crecimiento (37°C y disponibilidad de oxigeno segun requerimientos metabdlicos
especificos de los géneros ensayados) hasta alcanzar una fase exponencial temprana (ODg,, de
~0,4). Una vez alcanzada la densidad dptica deseada, un volumen de 200 uL de cada cepa fue
inoculada en placas de poliestireno de 96 pocillos en ausencia (control) y presencia de diferentes


mailto:ncaro@australbiotech.cl

concentraciones de los aceites esenciales y sus diferentes formulaciones. Para la exposiciéon de las
cepas a los activos, las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h. Luego de la incubacién, las células
en estado plancténico fueron descartadas. Para la fijacion del biofilm formado, se agregd metanol
seguido de la tincidn con cristal violeta (0,2 % p/v). Las bacterias que fueron capaces de adherirse y
formar las biopeliculas en los pocillos de las placas de poliestireno, fueron lavadas 3 veces con agua
destilada estéril y fueron resuspendidas en acido acético glacial (33 % v/v) y la densidad 6ptica
(ODsy,) fue determinada en el lector de placas TECAN Infinite PRO m200, en donde la densidad
Optica de las cepas control (no expuestas a los activos) se consideréd como el 100 % en la capacidad
de formacién de biofilm y fue comparada con las OD.,, de las cepas expuestas a las diferentes
concentraciones de los activos, determinado asi la capacidad de inhibicién del biofilm. Cada ensayo
se realizd en quintuplicado tres veces en forma independiente.

Actividad 3: Determinacion de la zona de inhibicion del crecimiento.

El ensayo de difusién en agar fue realizado para determinar la zona de inhibicién del crecimiento
de todas las cepas ensayadas en este analisis con el objetivo de evaluar la eficiencia de las
diferentes formulaciones, la metodologia fue desarrollada segun lo descrito por Hudzicki y cols.,
(2009) y las recomendaciones de la NCCLS (2017). Las placas de agar Miiller-Hinton fueron
inoculadas con una suspension de bacteriana de 100 plL con ~1x10° UFC/mL. Discos blancos fueron
cargados con concentraciones determinadas de cada formulacidn ensayada y dispuesto
equidistantes en la superficie del agar sembrada con los indculos bacterianos. Las placas fueron
incubadas a 37°C por 24h y la zona de inhibicion fue estimada por medicién del didametro de las
areas en donde no se evidencié el crecimiento bacteriano. Cada experimento fue realizado en
triplicado.

Resultados.

1. Actividad del aceite

Tabla 1.1: Determinacion de la concentracion inhibitoria minima de los aceites esenciales D.G,
AVyD.P

CIM Activo (mg/mL) Capacidad de Inhibicién (%) de CIM
Cepa D.G AV D.P D.G AV D.P
Porphyromonas gingivalis 1.27 1.17 1.23 92.71+0.82 90.02 £ 92.98 +
0.47 0.81
Streptococcus gordonii 2.55 1.17 1.23 93.47 £0.35 92.78 £ 93.25 ¢
0.10 0.36
Streptococcus sanguinis 1.27 1.17 1.23 92.97£0.84 90.38 £ 92.98 +
0.41 0.81
Agregregatibacter 1.27 0.58 1.23 93.00 £ 0.81 93.03 ¢ 93.00 £
actinomycetemcomitans 1.95 0.83
Propionibacterium acnes 1.27 1.17 1.23 90.51+0.42 90.30 £ 93.99 +
0.20 0.12
Staphylococcus aureus 2.55 0.58 0.61 93.04 £ 0.37 95.37 ¢ 91.32+
0.03 1.33




De los datos obtenidos de la CIM (Tabla 1.1), para los agentes etiolégicos de enfermedad

periodontal principales P. gigivalis y A. actinomycetemcomitans , el aceite con mejor desempefio
corresponde a AV, el cual requiere 1.27 y 0,58 mg/mL para reducir el 90.02 y 93.03% de la carga
bacteriana ensayada, respectivamente. Con respecto a los agentes cariogenicos, iniciadores de la
enfermedad periodontal, S. gordonii y S. sanguinis el extracto de AV también mostré el mejor
desempefio en cuanto a la cantidad requerida para reducir sobre el 90% de la carga bacteriana,
requiriendo 1.17 mg/mL para inhibir a ambos microorganismos. Estas concentraciones son
superiores a los de los antibidticos descritos para el tratamiento de esta enfermedad. Gamboa y
cols (2014) indican que la CIM de tetraciclina y metronidazol, antibiéticos indicados para el
tratamiento periodontal, es entre 0.015 a 4 ug/mL.
Con respecto a los agentes etioldgicos del acné, el extracto con mejor desempefio corresponde a al
extracto AV en donde se requiere 1.17 y 0.58 mg/mL para inhibir el desarrollo de
Propionibacterium acnes y Staphylococcus aureus respectivamente. Seguln los reportes de Craney
cols (2013), los antibidticos gold estandar para tratar las infecciones de P. acnes corresponden a
Clindamicina y vancomicina en donde los CIM de estos antibidticos reportados para este
microorganismo es de 8.5 y 3.25 mg/mL, por lo que la actividad del extracto de AV, DG y DP es
entre 7 a 2 veces mds potentes.

Tabla 1.2: Determinacion de concentracion bactericida minima

CBM Activo (mg/mL)

Cepa D.G |AV D.P
Porphyromonas gingivalis 5.17 | 4.97 |3.70
Streptococcus gordonii 6.39 |3.51 |4.93
Streptococcus sanguinis 5.11 |4.93 |6.17
Agregregatibacter 3.83 |2.34 |6.17
actinomycetemcomitans

Propionibacterium acnes 5.17 |6.17 |4.93
Staphylococcus aureus 5.11 | 2.34 |2.45

La tabla 1.2 muestra los resultados de la concentracidn bactericida minima, que corresponde a la
concentracion del activo requerida para eliminar el 100% de la poblaciéon bacteriana. Los
resultados evidencian que el para los agentes etioldgicos de la enfermedad periodontal, el extracto
con mejor desempefio conrresponde al AV ya que requiere entre 2.34 a 4.97 mg/mL para inhibir
completamente la proliferacion de Porphyromonas gingivalis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus sanguinis y Agregregatibacter actinomycetemcomitans, siendo esta ultima las mas
susceptible a este extracto.

Respecto a los patdgenos del acné, el con mejor desempefio para inhibir completamente la
proliferacién de Propionibacterium acnes y Staphylococcus aureus corresponde a D.P en donde es
requerido entre 2.45 a 4.93 mg/mL para ejercer un efecto bactericida.



2.- Determinacion de la Concentracidn inhibitoria de nanoemulsiones (NDG, NDP y NAV)

Fueron analizas las nanoemulsiones formuladas a partir de los aceites esenciales DG, DP y AV, los
resultados de la CIM y CBM son mostrados en la Tabla 1.

Se evidencia que estas nanoemulsiones (NDG, NDP y NAV), evidencian capacidad para inhibir el
crecimiento de todas las cepas ensayadas, sin embargo, la actividad observada en estos andlisis de
estas preparaciones, resultd ser muy inferior a los resultados obtenidos y reportados en el informe
anterior de la capacidad antimicrobiana que evidencian los aceites esenciales extraidos en su
estado puro (DG, DP y AV). Estas nanoemulsiones requieren una concentracién hasta 80 veces
mayor que la concentracidn requerida de los aceites puros para lograr inhibir la proliferacion de las
cepas ensayadas. Con respecto a la CBM, estas preparaciones no evidenciaron la capacidad de
matar las bacterias determinadas por la estrategia analitica descrita la metodologia de la CBM, lo
cual se muestra también en la Tabla 1y es reportado como Actividad No Encontrada (A.N.E) en las
concentraciones ensayadas para estos preparados, en donde la maxima concentracidon ensayadas
(por la técnica utilizada), de cada uno de estas nanoemulsiones fue hasta 300 mg/mL. Por otro
lado, si bien las nanoemulsiones evaluadas en estos ensayos mostraron que poseen la capacidad
de inhibir el desarrollo bacteriano (resultados mostrados en la CIM), esta actividad es mas bien
moderada respecto a los aceites en su estado puro. La capacidad de inhibicion de estos 3
preparados (NDG, NDP y NAV) comprende entre el 39.55 + 2.21 al 62.23 * 4.15 % de actividad
antimicrobiana, es por esta razéon que no se evidencia una concentracion capaz de ejercer un
efecto bactericida.

Tabla 2.1: CIM/CBM de nanoemulsiones NDG, NDP y NAV

CIM Activo (mg/mL) CBM (mg/mL)
Cepa ensayada NDG | NDP | NAV NDG NDP NAV
Porphyromonas gingivalis 150 [ 160 | 170 AN.E | A.N.E A.N.E
Streptococcus gordonii 110 | 110 | 125 AN.E | A.N.E A.N.E
Streptococcus sanguinis 100 | 100 | 110 A.N.E A.N.E A.N.E
Agregregatibacter actinomycetemcomitans 180 | 190 | 170 A.N.E A.N.E A.N.E
Propionibacterium acnes 210 | 220 | 220 A.N.E A.N.E A.N.E
Staphylococcus aureus 120 | 100 | 110 AN.E | AN.E AN.E

A.N.E= Actividad No Encontrada

3.- Determinacion de la Concentracion inhibitoria de las nanoformulaciones NQo-TPP con el
aceite esencial DP encapsulado (NQoDP). 0.1 ml de aceite/100ml solucién de Qo

Fueron determinados los pardametros CIM y CBM para las nanoparticulas fabricadas por gelificacién
idnica utilizando quitosano de bajo peso molecular y tripolifosfato de sodio cargadas con el aceite
esencial extraido desde DP (NQoDP) y se utilizd6 como control y pardmetro de comparacién el
mismo tipo de nanoparticulas sin AE encapsulado (NQo), los resultados de ambos ensayos son



mostrados en la Tabla 2. Se evidencia que la presencia del AE DP (NQoDP) en la formulacién
incrementa la actividad de las NQo entre 2.2 y 2.4 frente a las especies de Streptococcus, de 2,2
veces para A. actinomycetesmcomitans y de 4,3 veces la efectividad frente a Porphyromonas
gingivalis evidenciando la potente actividad antimicrobiana frente a los agentes etioldgicos de la
enfermedad periodontal. Los CIM de NQoDP para el caso de los patdégenos del acné varia
significativamente entre 1.5 y 2.0 mg/mL, evidenciando una actividad significativamente mayor
gue las mostradas por NQo la cual fue de entre 2.8 a 3.6 veces mayor. Interesante resulta lo
observado en la determinacion del CBM de las NQoDP, la cual que permite incrementar la
actividad bactericida de forma sinérgica entre la matriz nanoparticulada del quitosano y el aceite
esencial, ya que las CBM del aceite puro (DP) reportados en el informe anterior fue de 3,7
(mg/mL) para P. gingivalis; 4.93 (mg/mL) para S. gordonii; 6.17 (mg/mL) para P. acnes; S.
sanginis y A. actinomycetemcomitans y de 2,45 (mg/mL) para S. aureus. Es evidenciado que la
encapsulacion incrementa la actividad antimicrobiana del activo, concordando con la literatura
gue ha reportado el incremento de los AE al ser encapsulado en diferentes matrices
nanoparticuladas (Hadidi y cols., 2020). Los microorganismos muestran susceptibilidad similar al
DP en cuanto a las concentraciones con variaciones de entre 0.5 a 1.0 mg/mL del nanoformulado.
Estos resultados concuerdan con reportes previos que determinan la efectividad antimicrobiana
del quitosano en su estado nanoparticulado frente a diversos tipos de bacterias (Divya y cols.,
2017), cuya actividad se ve potenciada con AE tales como el timol (Caro y cols., 2016). A la fecha no
ha sido reportado la actividad antimicrobiana de AE extraidos desde estas fuentes de origen, sin
embargo, se ha descrito la actividad de otros tipos de terpenos extraidos desde hojas con
excelentes desempefios y posibles aplicaciones en la industria alimentaria (Ambrosio y cols., 2017)

Tabla 3.1: Actividad AM de NQoTPP

CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Cepa NQo | NQoDP NQo NQoDP
Porphyromonas gingivalis 6.5 1.5 10.5 3.0
Streptococcus gordonii 5.5 2.5 9.5 4.0
Streptococcus sanguinis 6.0 2.5 8.0 4.0
Agregregatibacter actinomycetemcomitans 5.5 2.5 7.5 3.5
Propionibacterium acnes 5.5 2.0 8.0 4.0
Staphylococcus aureus 5.5 1.5 6.5 2.0

4.- Zona de inhibicion del Crecimiento de Nanoparticulas cargadas con DP.

Las Figuras 1 y 2, muestran la zona de inhibicidn del crecimiento (ZIC) de las 2 formulaciones de
nanoparticulas ensayadas NQo y NQoDP, en donde para el caso de los patégenos del acné (Fig. 1)
Se evidencia el potente efecto en la inhibicién tanto en S. aureus y P. acnés de las nanoparticulas
gue contienen en AE (NQoDP), siendo significativamente superior a la inhibicién generada por las
nanoparticulas control (NQo), las nanoformulaciones con aceite esencial evidenciaron un
incremento del 56% la capacidad de inhibir el desarrollo de P. acnés y de un 47% en la inhibicién de
S. aureus. En el caso de los patdgenos de la enfermedad periodontal, las formulaciones analizadas
(Fig 2) se evidencia el incremento del poder de inhibicidon de la formulacion NQoDP en todas las



cepas P. gingivalis, S. sanguinis y Agregregatibacter actinomycetemcomitans, resultando esta
formulacién entre 20 a 50% mas potente que la NQo, ratificando el efecto sinérgico AE vy
quitosano.
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Fig 1.- Determinacion de la zona de inhibicion del crecimiento de bacterias responsables
de la enfermedad del acné, Las cepas fueron enfrentadas a 8.0 mg de cada formulacian,
Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).
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Fig 2.- Determinacian de la zona de inhibicién del crecimiento de bacterias responsables
de la enfermedad periodontal. Las cepas fueron enfrentadas a 8.0 mg de cada
formulacidn, Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).
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Al comparar la eficiencia del nanoformulado (NQoDP) versus el AE DP en estado puro, se evidencié
en los analisis previos (informe 1), que para las cepas responsables de la enfermedad del acné,
utilizando las mismas concentraciones (8 mg) cargadas en el sensidisco de DP y NQoDP, la
actividad de las nanoparticulas genera una inhibicién de 16.31 + 0.56 (mm) mientras que el AE DP
en igual concentracion genera una inhibicién de 7.50 + 0.44 (mm) para el caso de S. aureus,
mientras que para el caso de P. acnés la inhibicién de DP puro fue de 8.20 £ 0.83 (mm) y 18.60
0.83 (mm), demostrando un significativo incremento de la capacidad inhibitoria del crecimiento de
~2.2 veces de esta formulacién. Similar efecto se evidencia en los microorganismos de Ia
enfermedad periodontal, en donde el aceite puro (DP) logré una inhibiciéon de 2.40 £ 0.52 (mm)
versus la inhibicién de 11.40 + 0.42 (mm) de NQoDP en S. gordonii; de 7.40 £ 0.74 (mm) versus los
14.30 + 0.8 (mm) para el caso de S. sanguinis; los 10.02 + 1.02 (mm) versus 18.9 + 0.22 (mm) para
el caso de P. gigivalis; y 6.61 + 0.72 (mm) versus los 17.4 + 0.24 (mm) generados sobre A.
actinomycetemcomitans. Resultados que evidencia un poder de inhibicién significativamente
mayor de las NQoDP que varia entre el 45 al 65% sobre la capacidad de inhibicién del DP, siendo
las bacterias P. acne y P. gigivalis las mas susceptibles a esta formulacion.

5.- Inhibicion del Biofilm de las Nanoparticulas de Quitosano y nanoparticulas de quitosano con
AE DP encapsulado sobre las bacterias Staphylococcus aureus, P. acnés, Porfiromonas gingivalis y
A. actinomycetemcomitans.

La formacién de biopeliculas bacterianas sobre superficies bidticas ha sido descrita como uno de
los principales gatillantes y elicitores de las enfermedades periodontal y acné (Eke y cols., 2012;
Holmberg y cols., 2009). Debido a que esta estructura de exopolisacarido laxo, unido débilmente a
la pared bacteriana, le permite a los microorganismos patdgenos -y potencialmente patdgenos-
colonizar y comunicarse entre si generando un microambiente que favorece la expresion de
factores de virulencia involucrado con la enfermedad propia, enfermedades sistémicas, asi como
expresar multiples genes de resistencia a los antibiéticos convencionales (Paju y cols., 2007; Wei y
cols., 2016). Es por ello la relevancia de evaluar este parametro de efectividad antimicrobiana de
nuevas moléculas bioactivas (Rivera y cols., 2020).

Se evaluaron tanto las nanoparticulas con AE nanoencapsulado (NQoDP) asi como el control NQO,
estos resultados en la inhibicién del biofilm son mostrados en las tablas 3A y 3B correspondiente a
los patdgenos de la enfermedad periodontal y acné, respectivamente.

Tabla 5A.- Efecto de nanoparticulas de quitosano cargadas con (NQoDP) y sin (NQo) aceite esencial
DP sobre la inhibicidn del biofilm de agentes etiolégicos de la enfermedad periodontal.

Porfiromonas gingivalis A. actinomycetemcomitans.

NQo Biofilm NQDP Biofilm NQo Biofilm NQDP Biofilm
(mg/mL | inhibicion (mg/mL) inhibicién (mg/mL) inhibicidn (mg/mL inhibicidn
) (%) (%) (%) ) (%)

0 0 0 0 0 0 0 0
0.5 22.21+0.15 0.5 39.11+0.51 0.5 10.10+0.12 0.5 29.21+0.11
1.0 23.28 +0.14 1.0 39.28 + 0.22 1.0 10.82 +0.14 1.0 33.28 +0.13




1.5 25.25+0.85 1.5 41.15+0.25 1.5 14.52 +0.33 1.5 35.25+1.08
3.0 38.44 +0.21 3.0 55.23+0.11 3.0 30.12+0.36 3.0 74.05+0.12
6.0 42.33£0.58 6.0 62.33+0.32 6.0 51.23+0.33 6.0 86.12 + 0.58
12 65.13+0.84 12 78.13+0.44 12 75.10 £+ 0.65 12 87.13+0.44
24 81.23+0.33 24 92.23 +0.53 24 88.96 + 0.35 24 95.44+1.12

Tabla 5B.- Efecto de nanoparticulas de quitosano cargadas con (NQoDP) y sin (NQo) aceite esencial
DP sobre la formacién de biofilm (inhibicion) del biofilm de agentes etioldgicos de la enfermedad
acné.

Staphylococcus aureus Propionibacterium acnes
NQo Biofilm NQDP Biofilm NQo Biofilm NQDP Biofilm
(mg/mL | inhibicion | (mg/mL inhibicidn (mg/mL) inhibicidn (mg/mL) | inhibicién (%)
) (%) ) (%) (%)
0 0 0 0 0 0 0 0
0.5 44.05+ 0.83 0.5 73.28 £0.18 0.5 30.05+£0.12 0.5 47.56 £ 0.27
+
1.0 (5)38'14 - 10 74.05+1.33 1.0 33.28 £ 0.84 10 53.28 £ 0.84
+
15 356';0 - 15 75.00 £ 0.98 15 42.10 £ 0.65 15 55.10 £ 0.65
+
3.0 383?6 - 3.0 88.16 £ 0.35 3.0 48.96 + 0.35 3.0 68.96 + 0.35
6.0 72.77 * 6.0 88.36 £ 0.35 6.0 52.33 £0.58 6.0 82.33+0.18
0.58
12 95.18 * 12 96.89 £ 1.18 12 65.13 £ 0.85 12 95.13+0.11
0.85
24 96.21 * 24 98.96 £ 1.92 24 78.23 £0.29 24 95.23+0.19
0.29

Respecto al biofilm de los principales patégenos de la enfermedad periodontal (Porfiromonas
gingivalis y A. actinomycetemcomitans), los resultados evidenciaron (Tabla 3A) el potente efecto de
inhibicién en la formacion de biofim que presenté la formulacidon de nanoparticulas con aceite
esencial encapsulado (NQoDP), en donde 3,0 (mg/mL) es requerido para inhibir sobre el 55.23 *
0.11 en P. gingivalis y un 74.05 + 0.12 en A. actinomycetemcomitans, mientras que a la misma
concentracién las NQo inhiben la formacién del biofilm en un 38.44 + 0.21 y 30.12 + 0.36,
respectivamente de cada cepa. Al aplicar una concentracién de 24 mg/mL de las NQoDP inhiben
sobre el 90% la formacidon del expolisacarido en ambas bacterias, siendo significativamente
superior en el orden de un ~7.5% mas potente que las nanoparticulas control (NQo).

Por otro lado, las cepas responsables de la enfermedad del acné, evidenciaron mayor sensibilidad y
la formaciéon del biofilm fue evidenciada en menores concentraciones de NQoDP, en donde se
evidencio que 0.5 mg/mL son suficientes para inhibir el 73.28 + 0.18 % en Staphylococcus aureus,
mientras que para el caso de P. acnes, al aplicar 1.5 mg/mL de la formulacién con AE encapsulado
se logra una inhibicién de 55.10 + 0.65 %. Luego de la aplicacién de la mayor concentracién
evaluada en este ensayo, ambas cepas mostraron una inhibicion en la capacidad de formacién de
exopolisacarido superior al 95.23 £ 0.19%. Lo que evidencia que el aceite esencial genera un
incremento de la actividad de las NQo por si sola.

La capacidad de inhibicion del biofilm del quitosano y en su estado nanoparticulado ha sido
descrita luego de la evaluacidon en diferentes cepas. La presencia del grupo amino protonado
(NH3+) de las unidades de N-acetylglucosamina ha sido atribuida como un disrruptor en la



formacion del glucocalix que forma estructuralmente el biofilm (Rivera y cols., 2020). Por otro lado,
la matriz de la nanoparticula de quitosano, le permite interactuar electrostaticamente con la carga
negativa del biofilm, componentes de EPS, DNA resultando en un efecto de inhibicidon de la
formacion del biofilm (Jo y cols., 2018. En este contexto, Felipe y cols., (2019), han reportado la
inhibicion del biofilm en bacterias de interés clinico hasta en un 92 %.

El efecto sinérgico del aceite esencial en la inhibicién del biofilm de las cepas ensayadas, se puede
atribuir a otro proceso descrito para el mecanismo de accién de las nanoparticulas de quitosano,
en el cual la estructura nanoparticulada del quitosano le permite ingresar a la matriz del glucocalix
bacteriano incrementando la regulacidon negativa de los genes relacionados a la formacién de
estructuras bacterianas (Khan y cols.,, 2020). Por otro lado, se ha descrito la capacidad de
disrupcién de estructuras bacterianas por parte de aceites esenciales y terpenoides, los cuales
incrementan la permeabilidad de la pared y membranas bacterianas (Orellano y cols., 2019), asi
como la inhibicidn en la sintesis de ATP, limitando la incorporacién y metabolizacién de nutrientes,
oxigeno y otros factores requeridos para la formacion del biofilm (Mellegard y cols., 2011)

6.- Actividad antimicrobiana de los geles formulados con NQo-TPP

Se determind la capacidad antimicrobiana de los geles formulados por la adicion de diferentes
proporciones de aceites esenciales nanoencapsulados en matrices de nanoparticulas elaboradas a
partir de quitosano de bajo peso molecular y tripolifosfato de sodio (NQoTPP). Fueron ensayadas
concentraciones crecientes (desde 0.5 hasta 125 mg/mL) de las diferentes formulaciones
elaboradas las cuales contenian 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 % de NQOTPP en su composicion. Estos
resultados se muestran en la Tabla 3. Se evidencia que la concentracidén requerida para inhibir el
desarrollo de las cepas bacterianas disminuye en funciéon a que incrementa la concentracién de
activos nanoencapsulados en la matriz del gel, por tanto, se evidencia una actividad antimicrobiana
directamente proporcional a la presencia del nanoformulado en la matriz (% p/v). La CIM
encontrada para la formulaciéon que contiene 0.2 % (p/v) resultd ser mas eficiente en la cepa
Porphyromonas gingivalis, en donde fue requerido 13.5 mg/mL para poder inhibir en un 82.23 *
2.25 % la carga bacteriana respecto al control de viabilidad (sin activo en el cultivo), mientras que
en esta concentracion que Agregregatibacter actinomycetemcomitans requiere 19.5 mg/mL de la
misma formulacién para inhibir al 85.22 + 1.15 % de la poblacidn inicial de los agentes etiolégicos de la
enfermedad periodontal, las cepas de Streptococcus son inhibidos al exponerlos entre 15.5y 18.5
mg/mL de esta formulacién, mostrando una leve tolerancia respecto a Porphyromonas vy
Agregregatibacter. Un comportamiento similar de efectividad antimicrobiana fue evidenciado en
los agentes etioldgicos del acné al ser enfrentadas a esta concentracion tanto para P. acnés y S.
aures es requerido 17.5 y 16.5 mg/mL de esta formulacion para inhibir sobre el 80 % de la carga
bacteriana inicial. La CIM de los geles disminuye respecto incrementa la proporcion del
nanoformualdo en todas las cepas ensayadas.

Se evidencia que la CIM del gel formulado con 0.4% (p/v) de NQo-TPP varia entre 10 a 11.5 mg/mL
dependiendo de la cepa ensayada, en donde Propionibacterium acnés requiere 11.5 mg/mL para
inhibir el crecimiento, mientras que Porphyromonas gingivalis solo requiere 10,0 mg/m para
inhibir el 81.23 £ 2.35 % de la carga bacteriana. Interesantemente los controles (C1 y C2) que no



contienen AE nanoencapsulados en Q-TPP también evidenciaron la capacidad de inhibir el
crecimiento de todas las cepas ensayadas, lo cual se atribuye a la capacidad antimicrobiana
reportada ampliamente para las matrices elaboradas a partir de quitosano utilizados para diversos
propdsitos y aplicaciones (Medina y cols., 2018). Sin embargo, la presencia de los AE
nanoencapsulados en Q-TPP evidencian el efecto antimicrobiano sinergico que permite la
combinaciéon de nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular y aceites esenciales (Caro y
cols., 2016), ya que la CIM de estas formulaciones es entre 4 a 6 veces superior. Este efecto
sinérgico de la incorporacion del nanoformulado con AE a la matriz, es evidenciado por la actividad
mostrada en la CBM (Tabla 3). Las concentraciones bactericidas requeridas para matar el 99.9 % de
la poblacién inicial de todos los cultivos bacterianos de las cepas ensayadas, tanto los agentes
etioldgicos de la enfermedad periodontal (P. gigivalis, S. gordonii, S. sanguinis y A.
actinomycetemcomitans) como los microorganismos descritos en la etiologia del acné (P. acnésy S.
aureus) disminuye la cantidad (mg/mL) requerida del gel en funcion al incremento de las
proporciones de los AE nanoencpasulados en quitosano y TPP, mientras que los geles control (C1y
C2), los cuales no tienen incorporado los activos, no evidenciaron actividad bactericida en las
condiciones ensayadas (A.N.E, actividad no encontrada). Al igual que en la CIM, la CBM de estos
geles (con 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 %p/v) requerida para ejercer el efecto bactericida es mayor que los AE
extraidos y ensayados en su estado puro frente a los microorganismos evaluados en este ensayo
(datos reportados en el informe anterior), los AE puros evidenciaron que el para los agentes
etioldgicos de la enfermedad periodontal, el extracto con mejor desempefio conrresponde al AV ya
que requiere entre 2.34 a 4.97 mg/mL para inhibir completamente la proliferacion de
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis y Agregregatibacter
actinomycetemcomitans, siendo esta ultima las mas susceptible a este extracto. Mientras que para
los geles fue requerido entre 55.5 a 20.5 mg/mL en funcidn a la cepa vy al tipo de formulacion.

Respecto a los patégenos del acné, el AE con mejor desempefio descrito en el informe anterior
para inhibir completamente la proliferacién de Propionibacterium acnes y Staphylococcus aureus
corresponde a D.P en donde es requerido entre 2.45 a 4.93 mg/mL para ejercer un efecto
bactericida mientras que las concentraciones requeridas de los geles para observar este mismo
efecto 35.5 y 25.5 mg/mL en funcién al tipo de formulacidn. Sin embargo, estas formulaciones
evidencian excelentes actividades antimicrobianadas, ya que son capaces de inhibir la proliferacién
bacteriana (CIM) con desempefios excelentes de rendimiento entre los 11.5 y 10.0 mg/mL de la
formulaciéon fisicoquimica mas estable (0.4% p/v) resultando eficiente tanto para los agentes
etioldgicos del acné y la enfermedad periodontal, cuyas concentraciones de CIM evidenciadas en
estos ensayos son muy préximas a las CIM reportadas por los antibidticos estandar para controlar
la proliferacion de P.acnés como es clindamicina y vancomicina (Crane y cols., 2013), mientras que
si bien es requerido concentraciones mayores de los que las concentraciones a los antibidticos
descritos para el tratamiento de la enfermedad periodontal, en donde Gamboa y cols (2014)
indican que la CIM de tetraciclina y metronidazol, antibidticos indicados para el tratamiento
periodontal, es entre 0.015 a 4 pg/mL, se ha evidenciado resistencia a estos antibidticos, incluido
clorhexidina de muchas de estas cepas clinicas, aisladas desde pacientes con enfermedades
recurrentes y eventuales reacciones adversas de estos antibidticos e interacciones medicamentos
en pacientes con tratamientos farmacolégicos con otros medicamentos para el tratamiento de la
diabetes o hipertensién, en donde es requerido la investigacion e innovacién en nuevos productos
naturales con actividad antimicrobiana y la capacidad de no gatillar mecanismos de resistencia en



diversos patogenos (Milovanova-Palmer y Pendry, 2018). En este contexto, la CDC (US Centers for
Disease Control and Prevention) ha estimado que la resistencia a los antibiéticos convencionales
causa sobre 2 millones de enfermedades y sobre 23000 muertes anualmente, y se proyecta que
estas cifras incrementen préoximamente (CDC, 2019), es por ello la necesidad de contar con
alternativas antimicrobianas de origen natural para el control y tratamiento de enfermedades
relevantes a nivel de salud publica como la enfermedad periodontal y el acne.

Tabla 6.1: CIM y CBM de geles con AE nanoencapsulados en matrices NQ-TPP.

CIM gel (mg/mL) CBM (mg/mL)
Cepa | Formula (%NQoTPP) [ 0.2 |03 |o0.4 0.5 ca |c 0.2 0.3 0.4 0.5 ca c2
Porphyromonas gingivalis 13.5 | 13.5 [ 10.0 | 9.5 45.0 [ 50.0 | 30.5 30.0 255 | 250 [ ANE AN.E
Streptococcus gordonii 15.5 | 125 [ 10.5 | 85 355 [ 35.0 | 405 35.5 25.0 | 205 | AN.E AN.E
Streptococcus sanguinis 18.5 | 13.,5 | 10.5 9.0 35.0 | 35.0 40.5 30.0 20.0 15.5 A.N.E A.N.E
Agregregatibacter 19.5 | 13.5 | 10.5 9.0 60.0 | 55.0 55.5 41.0 30.0 20.5 A.N.E A.N.E
actinomycetemcomitans
Propionibacterium acnes 17.5 | 155 | 11.5 9.0 40.5 | 45.0 55.5 45.5 35.0 30.5 A.N.E A.N.E
Staphylococcus aureus 16.5 | 145 | 11.0 10.5 35.0 | 40.0 40.5 35.0 30.0 25.5 A.N.E A.N.E
A.N.E= Actividad No Encontrada
7.- Actividad antimicrobiana de geles con 0.4% (p/v) en diferentes condiciones de
almacenamiento (estabilidad)
Dado las caracteristicas fisicoquimicas de la formulacion y el desempefio eficiente en la capacidad
antimicrobiana de la formulacién del gel con 0.4% (p/v) de AE nanoencapsulados en NQ-TPP fue
determinado la CIM y la CBM y la ZIC de los geles almacenados a 25 °C, 30°C y 40°C. Los resultados
se muestran en la Tabla 7.1 y Tabla 7.2, para el caso del ZIC. Los resultados evidenciaron que no
existen diferencias significativas entre las CIM y las CBM de las formulaciones almacenadas
durante 4 semanas a diferentes temperaturas al comprarlas con las formulaciones frescas (Tabla
6.1). Al igual que la preparacién de los geles frescos, independiente al tiempo y temperatura de
almacenamiento, esta mantiene la capacidad bacteriostdtica y bactericida para todas las cepas
ensayadas.
Tabla 7.1.- Actividad antimicrobiana de la formulacién 0.4% en diferentes temperaturas de
almacenamiento. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).

CIM Activo (mg/mL) CBM (mg/mL)

Cepa/Temperatura almacenamiento gel 25°C 30°C 40°C 25°C 30°C 40°C
Porphyromonas gingivalis 10.0° 10.0° 10.0° 25.5° 25.5° | 25.5°
Streptococcus gordonii 10.5° 10.5° 10.5° 25.0° 25.0° | 25.0°
Streptococcus sanguinis 10.5° 10.5° 10.5° 20.0° 20.0° | 20.0°
Agregregatibacter actinomycetemcomitans 10.5° 10.5° 10.5° 30.0° 30.0° | 30.0°
Propionibacterium acnes 11.5° 11.5° 11.5° 35.0° 35.0° | 35.0°
Staphylococcus aureus 11.0° 11.0° 11.0° 30.0° 30.0° | 30.0°




La Tabla 7.2 muestra los resultados obtenidos desde el andlisis de inhibicién de la zona de
crecimiento, tanto de la formulacién almacenada a diferentes temperaturas (25, 30 y 40°C) durante
un mes, asi como la ZIC de la formulacidn fresca. Los resultados evidenciaN que, al igual que los
resultados obtenidos en la CIM y CBM, la capacidad inhibitoria del gel, no se ve afectada por la
temperatura y el almacenamiento, todos los ensayos fueron realizados mediante la carga en
sensidisco blanco de 8,0 mg sobre la superficie del agar.

Estos resultados evidencian que la cepa mas susceptible al desarrollo durante la exposicién directa
de la formulacion corresponde a Propionibacterium acnés seguido por Porphyromonas gingivalis lo
gue promete ser util en el control y modulacion negativa de la proliferacion de estos patagones,
principales microorganismos de la enfermedad el acné y periodontal, respectivamente.

Tabla 7.2: Determinacion de la Zona de Inhibicion del crecimiento de la formulacién 0.4% en
diferentes temperaturas de almacenamiento. Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0.05).

Zona de Inhibicidn del Crecimiento (mm)

Fresco Almacenamiento (30 dias)
Cepa/Temperatura 25°C 30°C 40°C
almacenamiento gel
Porphyromonas gingivalis 5.25+0.12° 5.18 £+ 0.22° 5.12+0.13* | 5.31+0.44°
Streptococcus gordonii 2.12+£0.33° | 2.22+0.44° | 2.18+0.52° | 2.17+0.44°
Streptococcus sanguinis 4.18+0.16° | 4.13+0.12° | 4.21+£0.11° | 4.23£0.16°
Agregregatibacter 3.75+0.44° | 3.72+0.26" | 3.80+0.36° | 3.69+0.39°
actinomycetemcomitans
Propionibacterium acnes 6.23 £ 0.89° 6.18% 0.65°¢ 6.35+0.32° | 6.44 +0.36°
Staphylococcus aureus 4.23+0.55° | 420+£0.45° | 4.25+0.21° | 4.23+£0.18°

Respecto a la evaluacion de la formacion del biofilm de las cepas ensayadas en este estudio, la
técnica de cristal violeta, ampliamente descrita como la mejor estrategia analitica in vitro para
cuantificar el biofilm (Orellano y cols., 2019 y Rivera y cols., 2020), no fue posible determinar la
capacidad de inhibicidn del biofilm de los geles formulados, debido a que la sensibilidad del ensayo
no permite distinguir entra la sefial medida (ODs,,) en el equipo TECAN Infinite PRO m200, la
interaccién entre el expololisacarido bacteriano (capa mucoide o slime) de la matriz del gel
formulado. Se propone evaluar por la técnica en placa utilizando el agar rojo Congo modificado
(CRA)

Conclusiones
Los resultados obtenidos en estos analisis han evidenciado.

1.- Las nanoemulsiones fabricadas con los 3 tipos de aceites DP, DG y AV poseen una actividad
bactericida relativamente baja (39.55 + 2.21 al 62.23 + 4.15 %) utilizando concentraciones casi 10 a
20 veces superiores respecto a sus respectivos aceites en estado puro y estas nanoemulciones
carecen de actividad bactericida bajo las condiciones ensayadas.



2.- Las nanopaticulas de quitosano de bajo peso molecular fabricadas por gelificacion idnica con
TPP las cuales contenian el aceite DP encapsulado (NQoDP) evidencian un potente efecto
bactericida y bacteriostatico, incrementando la actividad del AE en estado puro, mostrando un
importante efecto sinergico tanto en la inhibicidn del crecimiento, proliferacién y desarrollo de los
principales agentes etiolégicos de la enfermedad periodontal y el acné.

3.- Las nanoparticulas de quitosano con DP encapsulado (NgoDP) son exhiben una excelente
habilidad para inhibir sobre el 90% la formacidn del biofilm de las cepas de Staphylococcus aureus,
Propionibacterium acnés, Agregregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis
al aplicar entre 12 y 24 mg/mL del nanoformulado, actividad determinada mediante la técnica de
cristal violeta.

4.- Por la técnica de cristal violeta, ampliamente descrita como la mejor estrategia analitica in vitro
para cuantificar el biofilm (Orellano y cols., 2019 y Rivera y cols., 2020) , no fue posible determinar
la capacidad de inhibicidn del biofilm de los geles formulados, debido a que la sensibilidad del
ensayo no permite distinguir entra la sefial medida (OD.,) en el equipo TECAN Infinite PRO m200,
la interaccién entre el expololisacarido bacteriano (capa mucoide o slime) de la matriz del gel
formulado. Se propone evaluar por la técnica en placa utilizando el agar rojo Congo modificado
(CRA)

5.- Los geles formulados con 4% (p/v) del nanoformulado exhiben una excelente capacidad
bacteriostatica y bactericida y de inhibicién del crecimiento, independiente de la temperatura de
almacenamiento y el tiempo de preparacién, indicando una adecuada estabilidad de los activos
gue permiten el control de la proliferacidn de los patogenos relevantes en el acné y la enfermedad
periodontal.
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1.- RESUMEN

Se fabricaron nanoemulsiones de aceite esencial del ciprés de las Guaitecas (CdG) por el método
de emulsificacién espontanea y se caracterizaron de acuerdo a su tamafio hidrodinamico, indice
de polidispersidad y potencial Z.

2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Materiales

- Miglyol 812

- Agua ultra purificada Milli-Q

- Tween 80°

- Muestras de aceite (CdG) obtenidas por hidrodestilacion, cddigo de muestras

M1/ troncos de didmetro pequefio/ (DP); M2/ troncos de didmetro grueso (DG); M3 troncos de
arbol vivo (AV); M4/ Terpineol (estdndar usado para el método mediante HPLC-DAD.

2.2.- Elaboracién de nanoemulsiones de aceite esencial del ciprés de las guaitecas (CdG)
2.2.1.- Método de emulsificacion espontanea.
El método descrito (Chang et al; 2013) se aplicé con algunas modificaciones.

Se prepard la fase oleosa, mezclando 1,375 mL de Miglyol 812 y 1,125 mL de aceite esencial CdG
(por categoria: AV/DP/DG) con agitacién constante (500 rpm por 15 min), posteriormente se
incorporé 2,5 mL del agente surfactante Tween 80 por 30 minutos a 500 rpm. Luego se adiciond
esta mezcla por goteo a la fase acuosa (agua ultrapura Milli-Q) a través de una bomba de infusidon
(modelo KDS200, KD Scientific) con un flujo de 0,5 mL/min en agitacion constante (1200 rpm) y
temperatura ambiente. Finalmente las muestras se dializaron y almacenaron en refrigeracién a



4°C. Del mismo modo se elaboraron nanoemulsiones control (sin aceite esencial CdG) en iguales
condiciones.

La razon del agente surfactante y la fase oleosa (SOR) de las formulaciones con aceite esencial CdG
se ajustd a 1, obteniéndose la proporcionalidad de 10% (v/v) de fase oleosa (Miglyol 812 y Aceite
esencial CdG), 10% (v/v) de surfactante (Tween 80) y 80% (v/v) de fase acuosa (agua ultrapura
Milli-Q), considerandose esta por el volumen final a gotear y un volumen aproximado de pérdida
de 0,4 a 0,9 mL de la fase oleosa. Las formulaciones finales se presentan en la siguiente tabla:

Tabla N°1. Formulaciones Nanoemulsiones de Aceite CdG por Categoria y control

Componentes Nanoemulsiéon = Nanoemulsién Nanoemulsién Nanoemulsion
control (Ne) AV (NAV) DP (NDP) DG (NDG)

Miglyol 812 1,375 mL 1,375 mL 1,375 mL 1,375 mL

Aceite CdG 0 1,125 mL 1,125 mL 1,125 mL

Tween 80 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL

Agua Milli-Q 13,9 mL 16 mL 16 mL 16 mL

Pérdida Aprox. 0,5+ 0,1 0,71+0,2 0,6+0,2 0,7+0,2

Vol. Final 17,3 mL 20 mL 20 mL 20 mL

2.3.- Caracterizacion de nanoemulsiones de aceite esencial CdG.

2.3.1.- Determinacion del tamaiio hidrodinamico, indice de polidispersidad (PDI) y potencial Z de
nanoemulsiones de aceite esencial CdG.

Se establecieron los valores de estos parametros mediante la técnica de dispersiéon de luz dinamica
(DLS), a través del equipo Zetasizer Nano ZS-90 (Malvern Instruments). Las muestras fueron
diluidas en agua ultrapura Milli-Q a 1/10 de su concentracidn inicial, después fueron cargadas en
celdas capilares plegadas (modelo DTS1070) de 1 mL. Se tomaron 3 mediciones por muestra en
tiempos diferentes por triplicado (dia 1, 15, 30). Las condiciones fueron a 25°C, dispersante: agua y
longitud de onda de laser: 633 nm. Los resultados se indican en la tabla N°2.

3.- Resultados

Tabla N°2. Tamafio, indice de polidispersidad (PDI) y potencial Z de nanoemulsiones de aceite
esencial CdG (Por categorias) obtenidas por emulsificacion espontanea.



Formulacién Dia Tamaiio (Nm) PDI Potencial Z (mV)
Ne 1 41,68 +1,1* 0.27 £ 0,0* -11,98 +2,5
15 39,80 +0,6* 0,21 +0,0* -16,67 +1,8
30 43,43 +0,4* 0,19 + 0,0** -14,73 £2,1
NAV 1 44,63+0,9 0,21+0,0 -14,93+0,2
15 48,10+ 0,6 0,16 + 0,6 -13,53+1,1
30 51,59 +0,7 0,17 +0,7 -13,50+2,5
NDP 1 39,89 +0,6* 0,21+0,0 -17,40+ 1,4
15 43,73 +0,4* 0,18 + 0,0 -14,17 + 3,2
30 46,63 +0,1* 0,19 + 0,0** -14,77 +0,6
NDG 1 53,98 +0,5 0,20+0,0 -14,40+1,0
15 56,15 +0,9 0,17 +0,0 -13,20+0,5
30 60,25 +0,2 0,16 +0,0 -15,00 + 2,0

* indica diferencias significativas intergrupos (p<0.05)

Los resultados obtenidos muestran que todas las formulaciones presentaron un tamafio
hidrodinamico en el rango de 40 a 60 nm, un PDI en el rango de 0,16 a 0,27, y un potencial zeta
negativo en el rango de -17 a -12 mV. De acuerdo a lo descrito en la secciéon 5 del informe
resultados especificos (RE), OE 3 RE 2, se cumple con la meta propuesta alli descrita (Tamafio de
particula de menor a 300 nm, PDI (indice de polidispersidad) entre 0,1-0,3 ).

Se estudié la estabilidad de las nanoemulsiones a los dias 1, 15 y 30. Existieron diferencias
significativas (ANOVA) del tamafio en relacidn con el tiempo - intragrupos, indicando un moderado
aumento de tamafio de las nanogotas con el transcurso del tiempo. Por otro lado, las
nanoemulsiones control (Ne) y la nanoemulsién categoria DP (NDP) no presentaron diferencias en
el tamafo de las nanogotas entre si, y éstas fueron significativamente menores comparadas con las
nanoemulsiones categorias AV (NAV) y DG (NDG).

Respecto al indice de polidispersidad (PDI), hubo diferencias significativas en relacion con el
tiempo, mostrando una disminucién del indice con el transcurso del tiempo — intragrupos.
Observandose esta tendencia en la nanoemulsion control (Ne), que presentd valores
significativamente menores por dia; NAV y NDG mostraron indices significativamente menores
entre los dias 1 a 15y 1 a 30; NDP obtuvo valores significativamente menores del dia 1 a 15. En
cuanto a la comparacion de los indices intergrupos, solo la nanoemulsion control (Ne) obtuvo
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valores significativamente mayores respecto a las demds nanoemulsiones, exceptuando en el dia
30, donde muestra similar indice con el obtenido por NDP.

No hubo diferencias significativas en referencia al potencial Z intergrupos. Del mismo modo,
intragrupos, solo la nanoemulsién control (Ne) presento valores significativamente menores del dia
1a15.

En general se puede concluir que las nanoemulsiones tienen un tamafio y polidispersidad
adecuada, si bien el valor absoluto del potencial zeta (17-12 mV) es bajo lo que puede llevar a
pensar en problemas de estabilidad, el estudio de estabilidad realizado por 30 dias, muestra que
los cambios de tamafio, PDI y potencial zeta son moderados, y que permite un tiempo razonable
(30 dias), para la fabricacién del producto final que corresponde a un gel de la nano suspension.

Los resultados de los parametros de encapsulaciéon se describen en el anexo método de
determinacion de aceite de ciprés de las Guaitecas mediante HPLC-DAD, seccién determinacion de
la encapsulacion de aceite en la nanoemulsién.

Referencia Bibliografica

1. Chang Y, Mclandsborough L, McClements DJ. Physicochemical Properties and
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Preparacion y caracterizacion de nanosuspension de QTPP
realizado por Leonor Salamanca

revisado y editado por Cristian Tapia

Cddigos de muestras

M1/ troncos de didmetro pequeino/ (DP); M2/ troncos de didmetro grueso
(DG); M3 troncos de arbol vivo (AV); M4/ Terpineol (estandar usado para el
método mediante HPLC-DAD.

Muestras de aceite obtenidas por hidrodestilacion

Muestras fecha de peso viruta | volumen de aceite %
extraccion (g) extraido (ml)
tronco diametro 2-oct 925 30 3,2
grueso (M2, DG)
tronco diametro 7-oct 1895 45 2,4
pequeiio (M1,
DP)
tronco arbol 8-oct 1570 75 4,8
vivo (M3, AV)
tronco diametro 9-oct 400 13 3,3
pequeno (M1,
DP)

Encapsulacion de aceite esencial de ciprés en Q-TPP

La formaciéon de una nanosuspension acuosa de quitosano/TPP mediante gelificacion
ionotrdpica ocurre por la interaccidn electrostatica entre los grupos —NH," del quitosano y
los grupos P;0,,°y HP;0,,*) provenientes de la disociacién del TPP en solucién acuosa. Las
nanoparticulas presentan un tamafo hidrodinamico en el rango de 100 a 350 nm y una
morfologia esférica de acuerdo a evidencia de microscopia de transmision electrénica y de
fuerza atdmica. (Goycoolea y cols., 2009., Caro, 2015, Gan y cols., 2005). Diversos
compuestos han logrado ser encapsulados mediante este método, entre ellos figuran
agentes antidiabéticos, drogas antiinflamatorias, antibidticos, proteinas y enzimas,
probidticos, metales, antioxidantes, aceites esenciales (Racovita y cols., 2009)
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Metodologia
Basado en el método de Calvo y cols., (1997) con modificaciones. Se prepard una solucion

de quitosano de bajo peso molecular al 0,3% (p/v) en acido acético 1% (p/v) a esta
solucién se le incorpora el aceite esencial luego se deja agitando durante 24 horas a
temperatura ambiente y posteriormente se filtra. De forma paralela, se prepara una
solucidn de tripolifosfato sddico al 0,1% (p/v).

Se mezcla la solucidén de quitosano con la de TPP en una relacidon de 2:1 mediante goteo
(1,8 mL/min) por medio de una bomba de infusidn en agitacion constante. La dispersion
obtenida se centrifuga a 21.000 x g a 14°C por 30 min y se conserva el sobrenadante. El
sobrenadante, para eliminar los componentes que no reaccionaron, fue dializado en agua
a tres tiempos (1, 2y 24 h).

Resultados

Se evalué el tamafio hidrodinamico, PDI y potencial Zeta de nanosuspensién QTPP,
cargadas con aceite (muestras M1 a M3) y terpineol (M4), Los resultados se muestran en
tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién de tamafio hidrodindmico, PDI y potencial Zeta de nanosuspensién
QTPP.

Z-avera Potencial
ge PDI Zeta
M1 361,6 0,458 47,2
299,7 0,458 44,7
316,9 0,354 46
promedio 326,1 0,4 46,0
DS 32,0 0,1 1,3
M2 311,3 0,499 47,6
329,7 0,364 46,9
306,6 0,473 48,1
promedio 315,9 0,445 47,5
DS 12,2 0,1 0,6




M3 278,2 0,444 43,7
273,5 0,492 47,3
2715 0,506 48,8
274,4 0,481 46,6
DS 34 0,033 2,6
M4 358 0,493 45,5
344,2 0,579 46,6
343,8 0,544 48,6
promedio 348,7 0,539 46,9
DS 8,1 0,043 1,6

Los resultados indican que el rango de tamano hidrodinamico varia entre 274-349 nm, el
PDI entre 0,40 y 0,54, y el potencial zeta entre +46,0 y +47,5. Dichos valores estédn de
acuerdo a lo descrito en la literatura (Goycoolea y cols., 2009., Caro, 2015, Gan y cols.,
2005). También de acuerdo a lo descrito en la seccion 5 del informe resultados especificos
(RE), OE 3 RE 1, se cumple con la meta propuesta alli descrita (Tamafo de particula de
alrededor de 300 nm PDI (indice de polidispersidad) entre 0,4-0,6 y potencial zeta de +30-
+50 mV).

La eficiencia de encapsulacién y la carga fue muy baja, cuando se agregd directamente el
aceite a la solucién de quitosano (resultados no mostrados). Para mejorar este resultado,
se modifico el procedimiento original de la siguiente manera. Se mezcla el aceite o
terpineol con Tween 80 en las siguientes relaciones 1:0.5 - 1:1 —1:5-1:10 (v/), se agrega
al agua destilada y se deja agitando de un dia para otro, luego se le agrega acido acético al
1% y quitosano al 0.3% p/v. En forma paralela se elabora una solucidn de tripolifosfato de
sodio al 0.1% p/v. Las soluciones se mezclan en una relacién Qo/Tpp 2:1 (v/v) mediante
goteo (1,8 mL/min) por medio de una bomba de infusidon en agitacién constante. La
dispersion obtenida se centrifugd a 21.000 x g a 14°C por 30 min y se conserva el
sobrenadante.



Los resultados obtenidos de tamaino hidrodinamico, PDI y potencial zeta de sobrenadante
sin dializar y dializado por 2 horas se muestran en la tabla 2.

Tabla 2 Tamaiio hidrodindmico, PDI y potencial zeta de sobrenadante sin dializar y
dializado por 2 horas aceite o terpineol/tween 80a 1/1,1/5 y 1/10 (v/v)

Aceite diametro

pequeiio
Sin 2 hrsde Potencial
Dializar Z-average PDI Potencial Zeta dialisis Z-average PDI Zeta
M11:1 1954 0.326 55.1 M11:1 306.7 0.51 55.5
187.2 0.406 54.9 297.8 0.52 49.3
185.7 0.419 54.8 284.1 0.498 47.8
promedio 189.4 04 54.9 promedio 296.2 0.5 50.9
DS 5.2 0.1 0.2 DS 11.4 0.0 4.1
M2 1:5 209.8 0.521 46.5 M2 1:5 233.6 0.514 58.8
195 0.581 52.5 2154 0.572 56.3
200.2 0.514 50 214.6 0.554 54.4
promedio 201.7 0.539 49.7 promedio 221.2 0.547 56.5
DS 7.5 0.0 3.0 DS 10.7 0.0 2.2
M3 1:10 122.2 0.678 52.6 1:10 178.4 0.646 52.8
120 0.666 56.3 186.1 0.558 41.8
117.1 0.661 57.3 182.3 0.552 41.2
promedio 119.8 0.668 55.4 promedio 182.3 0.585 45.3
DS 2.6 0.009 2.5 DS 3.9 0.053 6.5




Muestra de

terpineol
Sin
Dializar Z-average PDI Potencial Zeta
1:1 288 0.506 42.6
266.4 0.459 46.1
261.2 0.461 43.4
promedio 271.9 0.5 44.0
DS 14.2 0.0 1.8
1:5 188.2 0.534 55
175.7 0.588 54.8
170.1 0.577 55.7
promedio 178.0 0.566 55.2
DS 9.3 0.0 0.5
1:10 140.7 0.626 50.4
131.1 0.697 50.2
146.1 0.654 51.1
promedio 139.3 0.659 50.6
DS 7.6 0.036 0.5

2 hrs de Potencial
dialisis Z-average PDI Zeta
1:1 254.1 0.424 56.1
271.1 0.455 52
283.9 0.475 55.6
promedio 269.7 0.5 54.6
DS 14.9 0.0 2.2
1:5 227.2 0.558 51.6
230.3 0.493 53
231.2 0.496 53.2
promedio 229.6 0.516 52.6
DS 21 0.0 0.9
1:10 245.8 0.532 54.5
221.7 0.549 55.7
220.1 0.559 54.6
promedio 229.2 0.547 54.9
DS 14.4 0.014 0.7

Los resultados muestran en general que la didlisis produce un incremento del tamafio
hidrodindmico en todas las muestras y a todas las proporciones aceite o terpineol/tween
80. Se recomienda dializar para eliminar el tripolifosfato que no reacciona. Este efecto se




observa en general, en el aumento positivo del potencial zeta de las muestras dializadas. Si
consideramos los resultados de las muestras dializadas, vemos que para las muestras que
contienen aceite el tamafo hidrodinamico medio varia entre 182 y 296 nm, el PDI entre
0,50y 0,59, y el potencial zeta entre +45 y +57, cumpliendo con la muestra propuesta.

En el caso de las muestras con el estandar usado en el método HPLC-DAD, terpineol. Se
obtuvo para las muestras dializadas. Tamafio hidrodindmico medio entre 230y 270 nm,
PDI entre 0,50y 0,55, y potencial zeta entre +53 y +55.

Los resultados de los parametros de encapsulacion se describen en el anexo método de
determinacién de aceite de ciprés de las Guaitecas mediante HPLC-DAD, seccién
determinacidn de la encapsulacidon de aceite en la nanosuspension.

De acuerdo a los resultados de eficiencia de encapsulacidn se decide utilizar en la
formulacion una relacion aceite/Tween 80 de 1/5. Con el objeto de aumentar la carga de
aceite en el nanosistema se aumento la carga original 0,1 ml aceite /100 ml solucién de Qo
a 0,2-0,3-0,4 y 0.5. El efecto del aumento de aceite en el tamaio, PDI, y potencial Z se
muestra en la tabla siguiente:

Muestra Z-Average PDI Potencial Z
Qtpp aceite 0.1% 233,6 0,514 58,8
215,4 0,572 56,3
214,6 0,554 54,4
promedio 221,2 0,547 56,5
DS 10,7 0,030 2,2
Qtpp aceite 0.2% 187,6 0,537 54,7
198,0 0,573 55,9
217,7 0,533 55,8
promedio 201,1 0,548 55,5
DS 15,29 0,02 0,67
Qtpp aceite 0.3% 148,6 0,610 50,9
152,0 0,636 50,9
153,6 0,641 52,7
promedio 151,4 0,629 51,5
DS 2,55 0,02 1,04




Qtpp aceite 0.4% 132,9 0,721 48,2
129,6 0,705 49,7

130,8 0,716 51,8

promedio 131,1 0,714 49,9
DS 1,67 0,01 1,81
Qtpp aceite 0.5% 85,6 1,000 49,6
95,4 1,000 53,9

86,2 1,000 54,2

promedio 89,1 1,000 52,6
DS 5,49 0,00 2,57

Se puede ver claramente que con el incremento de aceite se reduce el tamafio
hidrodindmico y aumenta la polidispersidad, el potencial Z no se afecta significativamente.
De acuerdo a estos resultados, vemos que es posible realizar una carga de aceite de hasta
0,4%, sobre este valor el PDI es >1.0.





