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ES 2441549 T3

DESCRIPCION
Antisépticos
Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a composiciones antisépticas que son particularmente Utiles para la antisepsis de la
piel.

Antecedentes de la Invencion

La incision de la piel humana es practica comdn en el entorno clinico, por ejemplo durante cirugia, extraccion de
sangre o insercién de dispositivos intravasculares tales como catéteres. Las infecciones adquiridas en el hospital son
complicaciones frecuentes después de la incision de la piel, particularmente cuando se insertan dispositivos
intravasculares, y estan asociadas comunmente con microorganismos de la piel, por ejemplo Staphylococcus
epidermidis (Richards, et al., 2000; Pfaller et al., 1999; Rupp y Archer 1994).

Varios factores contribuyen al establecimiento de la infeccion, por ejemplo desinfeccion inadecuada de la piel antes
de la penetracién de la piel (Lafforgue, et al., 1997; Traore, et al., 2000; Langgartner, et al., 2004) y la aparicién de
microorganismos resistentes dentro del escenario clinico, debido a menudo al uso generalizado de agentes
antimicrobianos que incluyen antibidticos, antisépticos, y otros biocidas (Koljalg, et al., 2002; Fraise, 2002; Block y
Furman, 2002).

Los microorganismos pueden existir como microcolonias en el interior de la piel o como biofilms in situ en
dispositivos intravasculares, por ejemplo en la superficie de un catéter, y son por tanto mas resistentes a
concentraciones mayores de antimicrobianos comparados con los microorganismos en suspension (Rupp y Archer,
19994; Gristina, et al., 1989; Saginur, et al., 2006).

Se conocen muchos antimicrobianos para el tratamiento de infecciones de la piel. Por ejemplo, es sabido que la
clorhexidina tiene una amplia gama de actividad antimicrobiana, con accion rapida, adecuada para preparacion de
piel antes de procedimientos invasivos tales como inserciéon de CVC (McDonnell y Russell, 1999).

Se ha demostrado también que algunos aceites esenciales tienen actividad antimicrobiana con eficacia contra
bacterias, levaduras y virus (Cowan, 1999; Karpanen, et al., 2006). Se ha demostrado también que el aceite del
arbol del té (TTO) es eficaz en la erradicacion de la colonizacién por MRSA (Al-Shuneigat, et al., 2005; Dryven, et
al., 2004; Caelli, et al., 2000) y la reduccion de la contaminacidon microbiana de las manos (Messager et al., 2005).
Otros aceites esenciales que incluyen eucalipto y timol han sido investigados también por sus aplicaciones clinicas
potenciales; se ha demostrado que el timol tiene propiedades anti-inflamatorias y aumenta la curacién de las heridas
en las quemaduras (Dursun, et al., 2003) y se encontr6 que el eucalipto mejora la curacion de las Ulceras necréticas
(Warnke, et al., 2006).

La combinacion de un aceite esencial con digluconato de clorhexidina es conocida. Los efectos antimicrobianos de
combinaciones de aceites esenciales con digluconato de clorhexidina contra los patégenos orales Streptococcus
mutans y Lactobacillus plantarum han sido estudiadas (Flioche, et al., 2005), con vistas al desarrollo de nuevos
tratamientos anticaries. US 2006/0105000 describe composiciones para el tratamiento de la piel y las membranas
mucosas infectadas que comprenden un agente anti-microbiano y un aceite esencial. El gluconato de clorhexidina
ha sido utilizado como el agente anti-microbiano en un elixir bucal para la mucositis, un gel para fisuras anales y un
lavado de llagas de presion.

A pesar de la amplia gama de antimicrobianos disponibles, se sabe que numerosos antimicrobianos, con inclusion
de clorhexidina, exhiben una permeabilidad deficiente en la piel, por lo que las bacterias mas profundas en la piel o
por debajo de la superficie de la piel y en los foliculos capilares permanecen a menudo inafectadas por los métodos
actuales de desinfeccién de la piel. Por tanto, las infecciones, en particular las que residen en el interior de la piel,
siguen siendo un problema, dado que el antimicrobiano no puede atravesar la piel.

Nuevos métodos para suministro de antisépticos de la piel han sido explorados, tales como liposomas,
microparticulas y nanoparticulas, que podrian proporcionar liberacion direccionada y controlada de agentes
antimicrobianos (Constant, et al.,, 2006). Se han estudiado también aceites esenciales como mejoradores de la
permeacion de la piel (Biruss, et al., 2007; Reichlich, et al., 2006; Fang, et al., 2004). Sin embargo, la eficacia de los
aceites esenciales como mejoradores de la permeacion es limitada debido a que la capacidad de un aceite esencial
para aumentar la permeacion a través de la piel es especifica del farmaco. Por tanto, persiste una necesidad general
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ES 2441549 T3

de antimicrobianos mejorados, en particular de métodos y productos para prevenir y tratar las infecciones sub-
cutaneas.

Sumario de la Invencién

La presente invencién esta basada en el descubrimiento de que la clorhexidina, cuando se utiliza en combinacién
con al menos un aceite esencial, exhibe propiedades antimicrobianas y permeacion de la piel mejoradas, con un
aumento sorprendente en la permeacién de la piel. La combinacién especifica de un aceite esencial y clorhexidina
es por tanto Util para la prevencion y/o el tratamiento de infecciones dentro de la capa de piel (por ejemplo la
dermis), en particular las resultantes de procedimientos médicos invasivos, v.g., la insercion de catéteres.

La presente invencién estd basada también en el descubrimiento de que la clorhexidina, cuando se utiliza en
combinacién con aceite de eucalipto, exhibe una actividad antimicrobiana sorprendentemente satisfactoria contra S.
epidermidis y biofilms de S. epidermidis. Esta combinacion es por tanto Gtil para la prevencion y/o el tratamiento de
infecciones de S. epidermidis, en particular debidas a procedimientos médicos invasivos, v.g. la insercién de
catéteres.

De acuerdo con ello, un primer aspecto de la presente invencion proporciona el uso de clorhexidina en combinacion
con un aceite esencial en la fabricacion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de una infeccién en
la piel intacta por debajo del Stratum Corneum.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una combinacion de clorhexidina y un aceite esencial para uso en
la prevencién y/o el tratamiento de una infeccion en la piel intacta por debajo del Stratum Corneum.

Breve descripcion de las figuras
La invencion se describe con referencia a las figuras siguientes, en las cuales:

La figura 1 es un grafico que muestra la concentracién de CHG (ug) extraido de la piel a diversas profundidades
después de estudios de permeacion de la piel de CHG al 2% (p/v) de aceite de eucalipto en piel humana de espesor
total (los resultados estan ajustados al peso de la muestra de piel); y

La figura 2 ilustra la concentracion de CHG (ug) extraido por mg de piel a diversas profundidades de piel humana de
espesor total, después de exposicion a CHG al 2% (p/v) cuando se combina con IPA al 70% (v/v), con o sin aceite
de eucalipto al 10% (v/v), durante 2 minutos (Panel A) y 30 minutos (Panel B), n = 15 para todas las condiciones
excepto exposicion durante 2 minutos a 2% CHG/70% IPA/10% aceite de eucalipto, donde n = 10.

Descripcion Detallada de la Invencién
Las preferencias siguientes pueden combinarse unas con otras, en caso apropiado.
Aceite Esencial

Los aceites esenciales son conocidos en la técnica y debe asignarse al término "aceite esencial" su significado
usual. Para evitacién de dudas, los aceites esenciales son mixturas volatiles de terpenos y compuestos oxigenados
tales como alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y éteres, que se derivan de material de plantas. Estos se
describen, por ejemplo, en Williams, et al., 2004. Los aceites esenciales pueden producirse de acuerdo con
cualquier método conocido en la técnica; los métodos mas comunes implican destilacion, prensado en frio o
extraccion con disolvente del aceite esencial a partir del material crudo de la planta.

En realizaciones de la presente invencién que implican el uso de clorhexidina y al menos un aceite esencial, puede
utilizarse un solo aceite esencial, 0 una combinacion de aceites esenciales diferentes. En una realizacion preferida,
se utiliza un solo aceite esencial. Muy preferiblemente, este es aceite de eucalipto.

Ejemplos de aceites esenciales incluyen, pero sin caracter limitante, aceite de eucalipto, timol, aceite del arbol del té,
quenopodio, ylang-ylang, aceite de canelo, aceite de manuka, mentol, aceite de pomelo, aceite de arnica, aceite de
hinojo, aceite de geranio, aceite de lavanda, aceite de limdn, aceite de hierbabuena, aceite de pino, aceite de menta,
aceite de albahaca, y aceite de romero.

Preferiblemente, el aceite esencial es timol, aceite de eucalipto o aceite del arbol del té.
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Con respecto a las propiedades antimicrobianas, cuando se utiliza en combinacién con clorhexidina, el aceite
esencial es muy preferiblemente aceite de eucalipto.

La combinacién mas preferida de acuerdo con la invencién es gluconato de clorhexidina (CHG) y aceite de eucalipto.
Clorhexidina

La clorhexidina (numero CAS 55-56-1) es un antiséptico quimico que es bien conocido en la técnica. La clorhexidina
puede utilizarse en su forma de base libre o en forma de sal. La sal es preferiblemente una sal farmacéuticamente
aceptable, varias de las cuales son bien conocidas en la técnica, muy preferiblemente digluconato de clorhexidina
(nimero CAS 18472-51-0), a la que se hace referencia en esta memoria como "CHG".

Infeccion

Se ha encontrado que una combinacién de clorhexidina y un aceite esencial es sorprendentemente eficaz en lo que
respecta a penetracion en la piel, proporcionando con ello un efecto antimicrobiano en el interior de la piel. Por tanto,
un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de clorhexidina en combinacion con un aceite esencial
en la fabricacién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de infecciones en la piel. La expresion "en
la piel" hace referencia a una infeccién que no se encuentra en la superficie de la piel, sino que esta en el interior del
drgano de la piel, es decir por debajo de la capa superficial. La infeccion puede ser por tanto cualquier forma de
infeccion que ocurra en la piel por debajo de la capa superior de la piel, conocida como el Stratum Corneum.

Preferiblemente, la infeccidn en la piel esta causada por uno 0 mas microorganismos que se presentan sobre y en
el interior de la piel y que se introducen en las capas mas profundas de la piel por debajo del Stratum Corneum por
un procedimiento médico invasivo, por ejemplo, por introduccion de un catéter en el cuerpo.

Ejemplos de infecciones en la piel que pueden ser direccionadas por (el primer aspecto de) la presente invencion
incluyen, pero sin caracter limitante, infecciones localizadas en la piel (v.g., infecciéon asociada con insercion de un
dispositivo intravascular, por ejemplo catéter venoso central, catéter periférico, catéter PD, derivaciones), acné,
foranculos en la piel, carbunclos, manchas, infecciones de dermatofitas, infeccion en el sitio de cirugia, Ulceras y
quemaduras. Preferiblemente, la infeccién es una asociada con la insercién de un dispositivo intravascular. Estas
infecciones pueden originarse en la superficie de la piel, pero pueden extenderse hasta causar dafio en las capas
mas profundas de la piel.

Microorganismos que causan infecciones en la piel, y pueden ser direccionados por la presente invencion incluyen,
pero sin caracter limitante, cocos Gram-positivos aerobios y anaerobios (por ejemplo estafilococos, estreptococos,
enterococos), bacilos Gram-positivos aerobios y anaerobios (por ejemplo clostridios, bacilos, propionibacterias),
cocos Gram-negativos aerobios y anaerobios (por ejemplo neisseria, veillonella), cocos Gram-negativos aerobios y
anaerobios (por ejemplo, enterobacterias, pseudomoénadas, bacteroides), hongos, levaduras y mohos (por ejemplo
candida, dermatofitas).

Preferiblemente, la infeccion en la piel, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion es una infeccién por
estafilococos. Mas preferiblemente, la infeccién es una causada por S. epidermidis.

Se ha encontrado también que una combinacion de clorhexidina y aceite de eucalipto es sorprendentemente eficaz
como agente antimicrobiano contra S. epidermidis, especificamente. Por tanto, un segundo aspecto de la presente
invencion se refiere al uso de una combinacién de clorhexidina y aceite de eucalipto en la fabricacion de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de una infeccién de Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis).
S. epidermidis es una bacteria Gram-positiva que se presenta frecuentemente sobre y en el interior de la piel de
humanos y animales. Varias cepas de S. epidermidis forman microcolonias en la piel y biofilms protectores sobre
dispositivos tales como catéteres intravenosos. Una combinacion de clorhexidina y aceite de eucalipto es eficaz por
tanto para prevencion y tratamiento de biofiims de S. epidermidis. El término "biofilm" es bien conocido en la técnica
y debe asignarsele su significado usual. Para evitacién de dudas, un biofilm es una comunidad estructurada de
microorganismos (en este caso, S. epidermidis) dentro de una matriz polimera autodesarrollada, sobre una
superficie abidtica viva o inerte. Preferiblemente, la superficie es abidtica, tratandose mas preferiblemente de una
superficie sélida. Muy preferiblemente, la superficie sélida es un catéter, mas preferiblemente un catéter intravenoso
tal como un Catéter Venoso Central. La prevencion o reduccion de un biofilm en un catéter evitara o tratard una
infeccion en un paciente que esta causada por las bacterias del biofilm.

La combinacion de clorhexidina y aceite de eucalipto descrita en esta memoria puede utilizarse para prevenir y/o
tratar la infeccion de S. epidermidis, poniendo en contacto el S. epidermidis con la clorhexidina y el aceite de
eucalipto. Preferiblemente, la combinacion clorhexidina/aceite de eucalipto se utiliza para prevenir y/o tratar cepas
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de S. epidermidis encontradas sobre y en el interior de la piel y que puede causar infeccion. Preferiblemente, la cepa
de S. epidermidis es una cepa formadora de biofilm, por ejemplo, RP62A. Preferiblemente, la infeccion causada por
S. epidermidis es una infeccion de la piel. Los autores de la presente invencion han encontrado que la combinacion
de clorhexidina y aceite de eucalipto tiene actividad antimicrobiana sinérgica contra biofilms de S. epidermidis que es
sorprendentemente mejor cuando se compara con las actividades antimicrobianas de clorhexidina y aceite de
eucalipto solos.

Una infeccion de la piel, de acuerdo con cualquiera del primer aspecto o una realizacion preferida del segundo
aspecto de la invencion, es una que ocurre en piel que esta expuesta para formar la superficie exterior del cuerpo.
Esta piel externa no incluye, por ejemplo, membranas internas tales como membranas de la piel o mucosas que
pueden existir, por ejemplo, en la boca o los conductos nasales, por ejemplo las membranas bucales, la lengua y las
encias. Para evitacion de dudas, el término piel no incluye las membranas epiteliales orales.

La piel que esta en contacto con una composicién de la invencion es piel intacta, es decir no agrietada, cortada,
hendida, desgarrada, quemada o lesionada de otro modo. Para evitacién de dudas, piel intacta se refiere a un
Stratum Corneum intacto, es decir donde esté sellada la piel. Debe indicarse que la piel que se encuentra en
proceso de curacion por una herida o corte se considera que esta "intacta" una vez que las células de la piel han
sellado el lecho de la herida, proporcionando con ello un Stratum Corneum intacto nuevo. Adicionalmente, debe
tenerse en cuenta que, cuando se inserta un catéter a través de la piel, la piel crecera a menudo para sellar el
catéter en su lugar. La piel esta por tanto sellada y ello est4 dentro del alcance del término "piel intacta".

Una composicién de la invencion puede penetrar a través de la capa superior de la piel para tratar o prevenir una
infeccion en el interior de la piel. Por tanto, en una realizacién preferida, una composicion de la invencion es para
uso topico externo Unicamente.

Las personas expertas comprenderan que la prevencion o el tratamiento de una infeccion en un &rea, por ejemplo la
piel, puede prevenir una infeccion mas grave, o una infeccién en un area diferente (causada por la infeccion de la
piel). A tales infecciones secundarias se hace referencia a menudo como infecciones adquiridas en hospital, o
infecciones nosocomiales. Por ejemplo, la prevencion o el tratamiento de una infeccién localizada tal como una
infeccion de la piel reducira la probabilidad de que ocurra una infeccion sistémica. Una infeccion sistémica comun
que puede estar causada por una infeccion localizada inicial es una infeccion de la sangre, a la que se hace
referencia a menudo como envenenamiento de la sangre o septicemia. Por tanto, la prevencién de una infeccion
localizada de acuerdo con la invencion llevara consigo el beneficio adicional de reducir la incidencia de una infeccion
mas grave tal como una infeccidn sistémica. Un ejemplo es la insercidon de un catéter en un paciente; una infeccion
inicial es a menudo una infeccion de la piel, pero a no ser que se trate, esta infeccion puede volverse rdpidamente
mas grave y puede causar envenenamiento de la sangre. Las composiciones de la presente invencion son eficaces
para reducir la aparicion de estas infecciones secundarias.

Estructura de la piel

La piel tiene dos capas principales, la epidermis y la dermis. El espesor de estas capas varia entre los diferentes
sitios del cuerpo.

La epidermis es la capa mas externa y la barrera principal para absorcion de farmacos. Tiene un espesor
aproximado de 50 a 100 ym, del cual el Stratum Corneum (la capa de barrera principal) es aproximadamente 100
um de espesor. La epidermis no contiene vasos sanguineos y esta constituida principalmente por queratinocitos.
Existen cinco capas distintivas: Stratum Corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum, y
stratum basale.

La dermis es la capa situada bajo la epidermis y tiene un espesor aproximado de 1000 ym, pero puede variar entre
100 pm y 3000 uym de espesor dependiendo del sitio del cuerpo. La dermis esta constituida principalmente por tejido
conectivo y contiene sangre, vasos linfaticos y receptores sensoriales. La misma contiene también foliculos pilosos,
glandulas sebaceas y glandulas sudoriferas. Existen dos tipos de glandulas productoras de sudor: apocrinas, que se
abren al canal del foliculo capilar, y ecrinas, que se abren directamente a la superficie de la piel.

Bajo la dermis se encuentra la hipodermis o capa subcutanea que contiene tejido adiposo.

Las combinaciones de clorhexidina y aceite esencial descritas en esta memoria que tienen propiedades
satisfactorias de permeacion tienen que ser capaces de atravesar el Stratum Corneum, la barrera principal para la
permeacion antiséptica de la piel, y/o ser capaces de permear al interior de los foliculos pilosos. Los foliculos pilosos
pueden albergar bacterias que no se erradican por los procedimientos corrientes de antisepsis de la piel, y pueden
causar infeccién durante procedimientos invasivos.
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Los autores de la presente invencion han descubierto que combinaciones de clorhexidina, preferiblemente CHG y al
menos un aceite esencial, preferiblemente aceite de eucalipto, exhiben propiedades excelentes de permeaciéon no
observadas o estudiadas con anterioridad. De acuerdo con ello, como se ha descrito arriba, el primer aspecto de la
presente invencion se refiere al uso de clorhexidina en combinacién con al menos un aceite esencial en la
fabricacion del medicamento para la prevencion de una infeccion de la piel a ciertas profundidades en la capa de
piel.

La infeccién a prevenir y/o tratar de acuerdo con el primer aspecto de la invencién ocurre por debajo del Stratum
Corneum.

En una realizacién, la infeccidon a prevenir y/o tratar ocurre a una profundidad de hasta 3000 um en la capa de piel,
preferiblemente a una profundidad de hasta 2000 um, y mas preferiblemente a una profundidad de hasta 1000 pm.

En ofra realizacion, la infeccidon a prevenir y/o tratar ocurre a una profundidad mayor que 100 um en la capa de piel,
preferiblemente a una profundidad mayor que 480 pum.

La infeccidn a prevenir y/o tratar ocurre preferiblemente a una profundidad de entre 100 um y 3000 uym de la capa de
piel. En una realizacién, la infeccién a prevenir y/o tratar ocurre a una profundidad comprendida entre 480 um y 3000
um de la capa de piel. En una realizacion, la infeccidon a prevenir y/o tratar ocurre a una profundidad comprendida
entre 480 um y 1000 ym de la capa de piel. Los autores de la presente invencion han encontrado adicionalmente
que, de modo inesperado, la concentracion de CHG de la combinacién de CHG y al menos un aceite esencial
aumenta con la profundidad creciente mas alla de una profundidad de 480 ym en la capa de piel. La permeacion de
la combinaciéon de CHG y al menos un aceite esencial a una profundidad mas alla de 480 um es sorprendentemente
satisfactoria.

En otra realizacion, la infeccion a prevenir y/o tratar ocurre en la dermis.
En otra realizacion, la infeccion a prevenir y/o tratar ocurre en el foliculo piloso.
Combinaciones

En el primer aspecto de la invencion puede utilizarse clorhexidina en combinacion con cualquier aceite esencial. El
aceite esencial puede ser cualquiera de los arriba descritos, preferiblemente timol, aceite de eucalipto, o aceite del
arbol del té, y muy preferiblemente aceite de eucalipto. La clorhexidina puede combinarse con cualquier aceite
esencial, o con una combinacion de diferentes aceites esenciales. En una realizacion preferida, la clorhexidina esta
combinada con un solo aceite esencial. Muy preferiblemente, éste es aceite de eucalipto.

En el segundo aspecto de la invencién, la clorhexidina se combina especificamente con aceite de eucalipto. En
ambos aspectos de la invencion, la combinacién de clorhexidina con aceite esencial puede combinarse
adicionalmente con otros ingredientes farmacéuticamente aceptables, como se describe mas adelante. Un
ingrediente adicional preferido es alcohol isopropilico (IPA).

En una realizacion preferida, la clorhexidina y el aceite esencial, y opcionalmente IPA, son los Unicos agentes
antimicrobianos que se utilizan, es decir no se requiere ningln otro agente antimicrobiano en una composiciéon de
acuerdo con la invencién. Preferiblemente, los Unicos ingredientes activos, es decir los Unicos ingredientes
antimicrobianos, en una composicién de acuerdo con el primer aspecto de la invencion son clorhexidina, un aceite
esencial y, opcionalmente, IPA. Andlogamente, de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién, una realizacion
preferida proporciona una composicién en la cual los Unicos ingredientes activos, es decir antimicrobianos, son
clorhexidina, aceite de eucalipto y, opcionalmente, IPA.

Tratamiento y Prevencién

El primer aspecto de la invencion proporciona la combinacion de clorhexidina y un aceite esencial, preferiblemente
aceite de eucalipto, que puede utilizarse en la fabricacion de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento
de una infeccién en la piel, preferiblemente prevencién.

El segundo aspecto de la descripcion proporciona el uso de clorhexidina y aceite de eucalipto en la prevencion y/o el
tratamiento de una infeccion de S. epidermidis.

El término "prevencion”, como se utiliza en esta memoria en el contexto de la prevencion de una infeccion, se refiere
al uso con pacientes que no han desarrollado todavia la afeccién, pero que se encuentran en riesgo de desarrollar la
afeccion, para prevenir que ocurra una afeccion. Por ejemplo, la prevencién incluye la profilaxis de una infeccion de
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la piel, reduccién de la incidencia de infeccion de la piel, etc. La prevencion de la infeccion incluye también
esterilizacion. Esta implica preferiblemente aplicacion de la combinacion de clorhexidina y el aceite esencial a un
area de la piel a fin de eliminar microorganismos de dicha area de la piel; en el primer aspecto de la invencién, se
eliminaran los microorganismos en la piel (por debajo del Stratum Corneum), mientras que en el segundo aspecto de
la invencion, se eliminara S. epidermidis, tanto en el interior de la piel como sobre la misma.

Preferiblemente, la combinacién de acuerdo con el primer o segundo aspecto de la descripcién se utiliza antes de
cirugia invasiva a fin de prevenir una infecciéon potencial por microorganismos que se encuentran encima de la
superficie de la piel, con inclusion de microorganismos presentes en los aparatos quirlirgicos, que se introducen bajo
la superficie de la piel durante la cirugia.

El término "tratamiento" como se utiliza en esta memoria en el contexto de tratar una afeccion, se refiere
generalmente a tratamiento y terapia, sea de un humano o un animal (v.g., en aplicaciones veterinarias), en la cual
se consigue algun efecto deseado, por ejemplo, la inhibicién del progreso de la afeccién, que incluye una reduccién
en la tasa de progreso, una detencion en la tasa de progreso, alivio de los sintomas de la afeccién, mejora de la
afeccion, y curado de la afeccion.

Preferiblemente, la combinacion de clorhexidina y un aceite esencial se aplica a la superficie exterior de la piel y se
deja permear al interior de la capa de piel. Preferiblemente, la combinaciéon de clorhexidina y un aceite esencial
permea al interior de la dermis y/o los foliculos pilosos. Si la combinacién de clorhexidina y un aceite esencial se
utiliza para prevenir una infeccién de la piel en un paciente que estd proximo a sufrir un procedimiento médico
invasivo, v.g., insercion de un catéter, la combinacién deberia aplicarse a la piel del paciente antes del
procedimiento.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", como se utiliza en esta memorial, se refiere a aquella cantidad de
un compuesto activo, o una forma de material, composicion o dosificacion que comprende un compuesto activo, que
es eficaz para producir cierto efecto terapéutico deseado, con inclusion de prevencion, conmensurable con una ratio
razonable beneficio/riesgo, cuando se administra de acuerdo con un régimen de tratamiento deseado.

Para evitacion de dudas, en una realizacion de la invencion, un método de prevencién o tratamiento de una infeccién
en la piel comprende poner en contacto la piel con clorhexidina y un aceite esencial, preferiblemente aceite de
eucalipto. En una realizacion, la clorhexidina y el aceite esencial se aplican simultaneamente. En esta realizacion, la
clorhexidina y el aceite de eucalipto pueden aplicarse en el interior o sobre un material tejido o no tejido. Por
ejemplo, un apdsito, esponja, vendaje, emplasto o material similar, que comprende a la vez la clorhexidina y el aceite
esencial, puede utilizarse para prevenir o tratar una infeccion de la piel. Preferiblemente, la composicién se aplica
utilizando un dispositivo aplicador. Un dispositivo aplicador adecuado comprende tipicamente medios para retener la
composicion (hasta que se desea la aplicacion) y medios para aplicar la composicion a la piel. El medio para retener
la composicion es preferiblemente un receptaculo tal como un tubo o ampolla. El medio para aplicar la composicién
a la piel es preferiblemente una esponja, mas preferiblemente una esponja de espuma. Dispositivos aplicadores
adecuados estan disponibles comercialmente de Insight Health Limited, Reino Unido.

En una descripcion alternativa, la clorhexidina y el aceite esencial se aplican secuencialmente. Con preferencia,
cuando se aplican secuencialmente, se aplica la clorhexidina a la piel y subsiguientemente se aplica el aceite
esencial. En esta descripcion, el aceite esencial se aplica preferiblemente por medio de un material que comprende
el aceite esencial, por ejemplo un parche tejido o no tejido, tal como un apésito, esponja, vendaje, emplasto o
similar. Puede utilizarse un dispositivo aplicador, como se ha descrito arriba, para aplicar la clorhexidina y/o el aceite
esencial.

El segundo aspecto de la descripcion se refiere al uso de clorhexidina y aceite de eucalipto como un biocida contra
S. epidermidis. Una realizacion preferida comprende un material tejido o no tejido, por ejemplo una esponja, toalla,
toallita, gasa, pafio o similar, que comprende clorhexidina y aceite de eucalipto. Este material puede utilizarse para
poner en contacto el S. epidermidis con la clorhexidina y el aceite de eucalipto y proporcionar el efecto biocida.
Preferiblemente, el material tejido o no tejido es una gasa de superficie dura, mas preferiblemente una gasa de
superficie dura tejida.

Dosificacion

Sera apreciado por un experto en la técnica que las dosis apropiadas de los componentes clorhexidina y aceite
esencial pueden variar de un paciente a otro. La determinacién de la dosificacion éptima implicara generalmente el
equilibrio del nivel de beneficio terapéutico contra cualquier riesgo de efectos secundarios deletéreos. El nivel de
dosificacion seleccionado dependera de una diversidad de factores que incluyen, pero sin caracter limitante, la
actividad de la composicion particular, la ruta de administracion, la tasa de excreciéon del compuesto, la duracion del
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tratamiento, otros farmacos, compuestos, y/o materiales utilizados en combinacién, la gravedad de la afeccion, y la
especie, sexo, edad, peso, condicién, estado general de salud, e historia médica previa del paciente. La cantidad de
los compuestos y la ruta de administracion estaran finalmente a discrecion del médico, veterinario, o clinico, aunque
generalmente la dosificacion se seleccionara para alcanzar concentraciones locales en el sitio de acciéon que
consigan el efecto deseado sin causar dafio sustancial o efectos secundarios deletéreos.

La administracién puede efectuarse en una sola dosis, continua o intermitente (v.g., en dosis dividas a intervalos
apropiados) a todo lo largo del curso del tratamiento o la prevencién. Los métodos de determinacion de los medios
mas eficaces y la dosificacion de la administracién son bien conocidos para los expertos en la técnica y variaran con
la formulacion utilizada para terapia, el proposito de la terapia, la infeccion diana que se esté tratando, y el individuo
a tratar. Pueden realizarse administraciones simples o multiples, siendo seleccionados el nivel y patrén de dosis por
el médico, veterinario o clinico que dirija el tratamiento.

La combinacion de clorhexidina y aceite esencial se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz. La cantidad
de clorhexidina, preferiblemente CHG, estd comprendida preferiblemente en el intervalo que va desde 0,1% a 5% en
peso (p/v), méas preferiblemente 0,5% a 4% en peso, todavia mas preferiblemente 0,5% a 2,5% en peso, y muy
preferiblemente 2% en peso. La cantidad del aceite esencial estd comprendida preferiblemente en el intervalo que
va desde 5% a 60% en volumen (v/v) de la composicion, mas preferiblemente 10% a 50% en volumen, todavia méas
preferiblemente 10% a 30% en volumen, y muy preferiblemente 10% a 16% en volumen, por ejemplo 10% en
volumen. Experimentos realizados han indicado que 10% (v/v) de aceite de eucalipto es comparable a 50% (v/v) de
aceite de eucalipto en la capacidad de mejorar el suministro de CHG a través de la piel. Una dosis adecuada de la
combinacion de clorhexidina y aceite esencial es preferiblemente 2% en peso de clorhexidina y 50% en volumen de
aceite esencial, mas preferiblemente 2% en peso de clorhexidina y 30% en volumen de aceite esencial, y
preferiblemente 2% en peso de clorhexidina 'y 10% o 16% en volumen de aceite esencial.

Cuando se utiliza digluconato de clorhexidina en forma de sal, éster, amida, profarmaco, o andlogo, la cantidad
administrada se calcula sobre la base del compuesto parental y por tanto el peso real a utilizar se incrementa
proporcionalmente.

De acuerdo con esta exposicion, los componentes de la combinaciéon pueden afiadirse de modo simultaneo o
secuencialmente. En una realizacion, la combinacién de compuestos se aplica en una sola formulacion. Una
composicion preferida de una sola formulacion comprende CHG, aceite de eucalipto y alcohol isopropilico.

En una realizacién separada, la clorhexidina y el aceite esencial se administran por separado. Mas preferiblemente,
la clorhexidina se aplica directamente a la piel y un material que comprende un aceite esencial se pone luego en
contacto con la piel recubierta de clorhexidina. El material que comprende el aceite esencial puede ser tejido o no
tejido, por ejemplo un parche, emplasto, vendaje o apésito. Opcionalmente se puede afiadir alcohol isopropilico a la
piel antes, después, o simultdneamente con la clorhexidina.

Para evitacion de dudas, un método de prevencion o tratamiento de una infeccion de acuerdo con cualquier aspecto
de la descripcion comprende poner en contacto la piel de un paciente con una combinacion de clorhexidina y un
aceite esencial. La puesta en contacto de la piel con la clorhexidina y el aceite esencial tratar4 o prevendra una
infeccion, como se detalla en esta memoria. En una realizacion, la piel se pone en contacto simultaneamente con la
clorhexidina y el aceite esencial, preferiblemente aceite de eucalipto. Mas preferiblemente, se aplica una sola
formulacion que comprende la clorhexidina y el aceite esencial. En una realizacion separada, el método de
prevencion o tratamiento de la infeccion comprende poner en contacto la piel de un paciente con clorhexidina y, por
separado, poner en contacto la piel recubierta de clorhexidina con el aceite esencial, preferiblemente aceite de
eucalipto. En esta realizacion, la clorhexidina se aplica preferiblemente a la piel en forma liquida y el aceite esencial
se aplica preferiblemente sobre un material tejido o no tejido que comprende el aceite esencial, por ejemplo un
parche, emplasto, vendaje o apésito de herida. Una aplicacion en dos etapas de clorhexidina seguida por aceite
esencial es por consiguiente una realizacion preferida de la invencion.

Formulaciones

Si bien es posible que la combinacion de clorhexidina y aceite esencial se administre sola, es preferible presentarla
como una formulacion farmacéutica (v.g., composicion, preparacion, medicamento) que comprende al menos la
combinacion de clorhexidina con al menos un aceite esencial, como se ha definido arriba, junto con uno o mas
ingredientes farmacéuticamente aceptables distintos bien conocidos por los expertos en la técnica, que incluyen,
pero sin caracter limitante, portadores, diluyentes, excipientes, adyuvantes, cargas, tampones, conservantes,
antioxidantes, lubricantes, estabilizadores, solubilizadores, agentes tensioactivos (v.g., agentes humectantes),
agentes de enmascaramiento, agentes colorantes, agentes saborizantes, y agentes edulcorantes farmacéuticamente
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aceptables. La formulacion puede comprender ademas otros agentes activos como por ejemplo otros agentes
terapéuticos o profilacticos.

Un agente activo preferido para inclusion en una composicién de acuerdo con el primer y el segundo aspectos de la
invencion es alcohol isopropilico (nombre IUPAC: propan-2-ol). Una composicién muy preferida comprende por
tanto, y opcionalmente esta constituida en esencia sélo por CHG, aceite de eucalipto y alcohol isopropilico. El IPA
puede estar presente a cualquier nivel eficaz, es decir, a cualquier nivel que sea eficaz como antimicrobiano. Una
cantidad preferida es 50% a 90% (v/v), mas preferiblemente 60% a 80% (v/v) y muy preferiblemente 70% (v/v) de
IPA en la composicién. Una composicién preferida comprende por tanto 2% (p/v) CHG, 70% (v/v) IPA y 10% (v/v)
aceite de eucalipto. Una composicion que comprende alcohol isopropilico es particularmente ventajosa dado que
proporciona un efecto antimicrobiano de accién rapida (debido al alcohol isopropilico) y un efecto antimicrobiano
prolongado y sostenido (debido a la clorhexidina y el aceite esencial). Se ha encontrado que esta combinacion es
eficaz; esto es particularmente sorprendente, dado que previamente se habia sugerido que el alcohol isopropilico
inhibe la permeacion de la clorhexidina, en particular CHG, en la piel. El autor de la presente invencion ha
encontrado que la presencia de un aceite esencial, en particular aceite de eucalipto, anula esta inhibicién de la
penetracion, como se detalle en los Ejemplos y la figura 2.

La expresién "farmacéuticamente aceptable”, como se utiliza en esta memoria, se refiere a compuestos,
ingredientes, materiales, composiciones, formas de dosificacion, etc., que son, dentro del alcance de un criterio
médico sano, adecuados para uso en contacto con los tejidos del individuo en cuestion (v.g., humano) sin toxicidad,
irritacion o respuesta alérgica excesivas, u otro problema o complicacion, conmensurable con una ratio razonable
beneficio/riesgo. Cada portador, diluyente, excipiente, etc., tiene que ser también "aceptable" en el sentido de ser
compatible con los otros ingredientes de la formulacion.

Portadores, diluyentes, excipientes, etc. adecuados pueden encontrarse en textos farmacéuticos estandar, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1990; y
Handbook of Pharmaceutical Excipients, 22 edicion, 1994.

Las formulaciones se pueden preparar por cualesquiera métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Tales
métodos incluyen el paso de poner en asociacién el compuesto activo con un portador que constituye uno o mas
ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacién uniforme e intimamente
el compuesto activo con portadores (v.g., portadores liquidos, portadores sélidos finamente divididos, etc.), seguido
por conformacion del producto, en caso necesario.

La formulacion se puede preparar para proporcionar liberacion rapida o lenta; liberacién inmediata, retardada,
temporizada, o sostenida; o una combinacion de las mismas.

Una formulacion de acuerdo con la invencién es preferiblemente una formulacion topica. Las formulaciones pueden
encontrarse adecuadamente en forma de liquidos, soluciones (v.g., acuosas, no acuosas), suspensiones (v.g.,
acuosas, no acuosas), emulsiones (v.g., de aceite en agua, de agua en aceite), geles, pastas, ungientos, cremas,
lociones, aceites, espumas, sprays, nebulizaciones o aerosoles. Preferiblemente, la formulacién es una emulsion.
Mas preferiblemente, la formulacion es una emulsion y se suministra en una sola formulacion.

Las formulaciones pueden proporcionarse adecuadamente como parche, emplasto adhesivo, vendaje, apésito, o
andlogo que esta impregnado con uno o mMAs compuestos activos y opcionalmente uno o mas ingredientes
farmacéuticamente aceptables distintos, que incluyen, por ejemplo, mejoradores de la penetracion, permeacion, y
absorcion distintos de un aceite esencial. Las formulaciones pueden proporcionarse también adecuadamente en la
forma de un depésito o reservorio. Preferiblemente, la clorhexidina se aplica a la piel topicamente, seguida por un
material, preferiblemente un parche y mas preferiblemente un parche biolégico, que comprende el al menos un
aceite esencial.

La combinacion de clorhexidina y aceite esencial puede disolverse en, suspenderse en, 0 mezclarse con uno 0 mas
ingredientes farmacéuticamente aceptables distintos.

Las formulaciones adecuadas para administracion transdérmica incluyen geles, pastas, unglientos, cremas,
lociones, y aceites, asi como parches, emplastos adhesivos, vendajes, apdsitos, depositos, y reservorios.

Los ungiientos se preparan tipicamente a partir de la combinacion de clorhexidina y aceite esencial y una base de
unglento parafinica o miscible con el agua.

Las cremas se preparan tipicamente a partir de la combinacion de clorhexidina y aceite esencial y una base de
crema de aceite en agua. En caso deseado, la fase acuosa de la base de crema puede incluir, por ejemplo, al
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menos aproximadamente 30% p/p de un alcohol polivalente, es decir, un alcohol que tiene dos o mas grupos
hidroxilo tal como propilenglicol, butano-1,3-diol, manitol, sorbitol, glicerol y polietilenglicol y mixturas de los mismos.
Las formulaciones tépicas pueden incluir deseablemente un compuesto que mejora la absorcién o penetracion del
compuesto activo a través de la piel u otras areas afectadas, distinto de un aceite esencial. Ejemplos de tales
mejoradores de la penetracién dérmica incluyen dimetilsulfoxido y compuestos afines analogos.

Las emulsiones se preparan tipicamente a partir de clorhexidina, preferiblemente CHG, y una fase aceitosa, que
puede comprender opcionalmente un simple emulsionante (conocido de otro modo como emulgente), o puede
comprender una mixtura de al menos un emulsionante con una grasa 0 aceite 0 con una grasa y un aceite a la vez.
Preferiblemente, la fase aceitosa comprende al menos un aceite esencial. Preferiblemente, se incluye un
emulsionante hidrdéfilo junto con un emulsionante lipéfilo que actlia como estabilizador. Se prefiere también incluir a
la vez un aceite y una grasa. Juntos, el o los emulsionantes con o sin estabilizador(es) constituyen la denominada
cera emulsionante, y la cera junto con el aceite y/o la grasa constituyen la denominada base de unguento
emulsionante, que forma la fase aceitosa dispersada de las formulaciones de crema.

Emulgentes y estabilizadores de emulsion adecuados incluyen Tween 60, Span 80, alcohol cetoestearilico, alcohol
miristilico, monoestearato de glicerilo y laurilsulfato de sodio. La eleccion de aceites o grasas adecuados para la
formulacion esta basada en la consecucion de las propiedades cosméticas deseadas, dado que la solubilidad del
compuesto activo en la mayoria de los aceites que se utilizaran probablemente en las formulaciones de emulsion
farmacéuticas puede ser muy baja. Asi, la crema deberia ser preferiblemente un producto no grasiento, sin mancha
y lavable con consistencia adecuada para evitar la fuga de los tubos u otros recipientes. Pueden utilizarse alquil-
ésteres mono- o dibésicos de cadena lineal o ramificada tales como di-isoadipato, estearato de isocetilo,
propilenglicol-diésteres de &cidos grasos de coco, miristato de isopropilo, oleato de decilo, palmitato de isopropilo,
estearato de butilo, palmitato de 2-etilhexilo o una mezcla de ésteres de cadena ramificada conocida como Crodamol
CAP, siendo preferidos los tres ultimos ésteres. Estos pueden utilizarse solos o en combinacion dependiendo de las
propiedades requeridas. Alternativamente, pueden utilizarse lipidos de punto de fusién elevado tales como parafina
blanda blanca y/o aceite de parafina u otros aceites minerales.

La invencion se describir4 a continuacion con los ejemplos no limitantes siguientes.
Ejemplos Bioldgicos

(1) Estudios antimicrobianos

Organismo y preparacion del biofilm bacteriano

Se utilizé S. epidermidis RP62A por su capacidad para producir un biofilm (Sadovskaya, et al., 2005). Las bacterias
se almacenaron en cuentas (MicroBank, Pro-Lab Diagnostics, Cheshire, Reino Unido) a -70°C hasta que fueron
necesarias. La capacidad de la cepa para producir limo se confirmé por cultivo de las bacterias en agar de Rojo
Congo (Freeman, et al., 1989). Para producir los biofilms microbianos, las cepas se inocularon primeramente en
agar Muller-Hinton (MHA) (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) y se incubaron al aire a 37°C durante 18-20 horas. Se
suspendieron diez colonias de la placa de cultivo en solucién salina esterll tamponada con fosfato (PBS, Sigma,
Dorset, Reino Unido). La concentracion de bacterias se ajusto a 1 x 108 cfu (unidades formadoras de colonias)/ml
por dilucién del cultivo con PBS estéril y medicion de la DO a 570 nm (se realizaron curvas de calibracién para cfu
de S. epidermidis contra la DO a 570 nm antes del estudio, datos no presentados). La suspension se diluyd
ulteriormente con caldo Muller-Hinton (MHB) suplementado con 2% (p/v) de glucosa (Fisher Scientific Leicester,
Reino Unido) para obtener indculos que contenian 1 x 10° cfu/ml). Se distribuyeron 200 ul de la suspensién de
bacterias en partes alicuotas en pocillos de placas de microtitulacion de 96 pocillos con paredes blancas y fondo
claro, tratadas con cultivo de tejido (Corning Incorporated, NY, EE.UU.). Los pocillos en la Gltima columna de la placa
servian como control, y contenian 200 yl de MHB suplementado con 2% (p/v) de glucosa solo. Las placas de
microtitulacion se incubaron en el aire a 37°C durante 48 horas.

Preparacién del inéculo de test para evaluacion de la eficacia antimicrobiana por ensayo en suspension

Se prepararon inoculos de test para el ensayo en suspension suspendiendo 10 colonias de S. epldermldls RP62A a
partir de un cultivo nocturno sobre MHA en PBS estéril. La concentracion de bacterias se ajusté a 1 x 10° cfu/ml por
dilucién del cultivo con PBS estéril y medicion de la DO a 570 nm (se realizaron curvas de calibracién para cfu de S.
epidermidis contra DO a 570 nm, antes del estudio, datos no presentados). La suspension se dlluyo ulteriormente
con MHB para obtener in6culos que contenian 1 x 10" cfu/ml para ensayos de sinergia 0 1 x 10° cfu/ml para testado
de la actividad antimicrobiana de CHG y aceites solos en suspension.
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Preparacién de los agentes antimicrobianos

Se diluyeron digluconato de clorhexidina acuoso (CHG), aceite del arbol del té¢ (TTO), aceite de eucalipto (EO) y
timol (todos ellos de Sigma-Aldrich) con MHB para obtener una solucion stock de 512 mg/ml para los aceites
esenciales y 512 pg/ml para CHG. Se afiadié 5% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) a los stock
esenciales para mejorar la solubilidad de los aceites en la suspension.

Curva de calibracién para bioluminiscencia de ATP y recuento de colonias bacterianas

Antes de los estudios de susceptibilidad antimicrobiana, se construy6 una curva estandar para unidades relativas de
luz (RLU) frente a cfu/ml bacterianas. Se cultivd S. epidermidis con MHB suplementado con 2% (p/v) de glucosa en
una placa de microtitulacion de 96 pocillos como se ha descrito anteriormente para obtener biofilms de bacterias.
Los pocillos de la placa de microtitulacion con biofilms bacterianos establecidos se lavaron 3 veces con PBS estéril y
se retiraron los biofilms de los pocillos utilizando un método de "raspado y lavado" (Adams, 2006). Resumidamente,
se llen6 cada pocillo con 200 pl de PBS estéril y, con una punta de pipeta estéril, se rasp6 la pared de cada pocillo
aproximadamente 10 veces y se raspoé el fondo en direccion horizontal, vertical y transversal 10 veces en cada
direccion. La suspension se retir6 y se recogié en un tubo Eppendorf estéril y el procedimiento se repitié 4 veces
mas para obtener un volumen final de 1000 pl por tubo. El procedimiento se realizé por separado sobre 3 pocillos.
Las suspensiones se mezclaron por agitacion enérgica y se realizaron diluciones seriadas en PBS estéril. Se
distribuyeron 100 pl de la suspension neta y diluciones de 10" a10®en partes alicuotas sobre pocillos de una placa
de microtitulacién de paredes blancas y fondo claro. Se afiadieron 100 microlitros de Bactolyse a cada pocillo. La
placa se dej6 flotar luego en un sonicador de bafio acuoso, y se tratd luego por ultrasonidos a 50 Hz durante 30
minutos para lisar las células y liberar el ATP bacteriano. Se afiadieron 20 pl de luciferasa a cada pocillo y se ley6 la
luminiscencia mediante un luminémetro. Las cfu bacterianas en cada suspension y dilucion se comprobaron por el
método de recuento de gotas. Los resultados se expresaron como cfu contra RLU.

Actividad antimicrobiana de TTO, EO, timol y CHG contra S. epidermidis en suspension

Se determinaron la concentracion inhibidora minima (MIC) y la concentracidon bacteriana minima (MBC) de CHG,
TTO, EO y timol acuosos por ensayo de dilucion en microcaldo (NCCLS, 1997). De modo resumido, los agentes
antimicrobianos se distribuyeron en partes alicuotas en la primera columna en placas de microtitulacion de 96
pocillos claras y de fondo redondo (Serowell Bibby-Sterlin, Staffordshire, Reino Unido) y se realizaron diluciones
dobles seriadas con MHB en las columnas sucesivas. La uUltima columna servia como control que contenia MHB y
no contenia agente antimicrobiano alguno. La actividad antimicrobiana de 5% (v/v) a 0,6% (v/v) de DMSO se testo
en placas de microtitulacién separadas a todo lo largo del ensayo. Se inocularon todos los pocillos con 100 pl de
suspension de S. epidermidis que contenia 1 x 10° cfu/ml, y las placas se incubaron al aire a 37°C durante 20 horas.
Se determinaron las concentraciones bactericidas minimas por retirada de la suspension de los pocillos claros en
MHA, se aplicaron con un aplicador estéril y las placas se incubaron al aire a 37°C durante 18-20 horas. El ensayo
se realizo por triplicado.

Actividad antimicrobiana de CHG, TTO, DO y timol contra el biofilm de S. epidermidis

Placas de microtitulacion que contenian biofilm de S. epidermidis RP62A se lavaron una sola vez con PBS estéril
para retirar cualesquiera bacterias no fijadas. Los agentes antimicrobianos se diluyeron con MHB para obtener
concentraciones de CHG de 128 ug/ml a 0,25 yg/ml, y concentraciones de aceite esencial de 256 mg/ml a 0,5
mg/ml. Se afiadieron a los pocillos 250 microlitros del compuesto antimicrobiano por triplicado. Las columnas 11y 12
servian como controles con biofilm con solucién salina sola y pocillos claros con MHB solo sin biofilm bacteriano. La
actividad antimicrobiana de 5% (v/v) DMSO contra el biofilm bacteriano se test6 a todo lo largo del test en una placa
separada. Después de la incubacion de los biofilms bacterianos con agente antimicrobiano a 37°C en aire durante 20
horas, se lavaron los pocillos una sola vez con PBS estéril y se determiné la destruccién de los microbios por
bioluminiscencia de ATP (ViaLight MDA Bioassay Kit, Cambrex, Berkshire, Reino Unido); resumidamente, se
afiadieron 100 pl de Bactolyse (ViaLight MDA) con 100 pl de soluciéon salina en cada pocillo y las placas se trataron
por ultrasonidos a 50 Hz durante 30 minutos para liberar y lisar las células en el biofilm bacteriano. Se afiadieron a
cada pocillo 50 pl de reactivo de monitorizacion de ATP (ViaLight MDA Bioassay Kit) y se midi6 la luminiscencia. El
ensayo se realiz6 por duplicado.

Susceptibilidad antimicrobiana de TTO, EO y timol en combinacién con CHG contra la suspension de S.
epidermidis

La actividad antimicrobiana de TTO, EO y timol en combinacién con CHG acuosa se evalué en un ensayo de
suspension por el método del tablero de ajedrez (Shin y Lim, 2004). Resumidamente, se prepararon diluciones
dobles seriadas de los compuestos antimicrobianos (128 mg/ml a 1 mg/ml para los aceites esenciales y 64 ug/ml a
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0,15 pg/ml para CHG). Se pipetearon 50 microlitros de las diluciones de CHG en las columnas de una placa de
microtitulacién de 96 pocillos en concentraciones decrecientes y se distribuyeron en partes alicuotas 50 microlitros
del aceite esencial en las filas en concentracién decreciente. Los pocillos se inocularon luego con 10 pl de
suspension bacteriana que contenia 10° cfu. Las columnas 10, 11 y 12 servian como controles que contenian caldo
nutriente e inéculo solo, y compuestos antimicrobianos separadamente con el inéculo, respectivamente. Las placas
de microtitulacién se incubaron al aire a 37°C durante 24 horas y las placas se inspeccionaron respecto a
crecimiento microbiano a fin de determinar la MIC de los compuestos solos y en combinacién. Para determinar la
actividad sinérgica o antagonista de las combinaciones antimicrobianas, se determind la concentracion inhibidora
fraccionada (FIC) y el indice FIC (FICI) utilizando las formulas:

MIC minima de la combinacién de agentes antimicrobianos

FIC=
MIC del agente antimicrobiano solo

FICI = FIC de ACEITE + FIC de CHG

Los valores FICI inferiores a 0,5 se consideraron como efecto sinérgico, los valores entre 0,5 y 4,0 como efecto
indiferente, y los valores superiores a 4,0 como actividad antagonista. El ensayo se realizé por duplicado.

Susceptibilidad antimicrobiana de TTO, OE y timol en combinacidén con CHG contra biofilm de S. epidermidis

Se lavaron placas de microtitulacion que contenian biofilm de S. epidermidis RP62A una sola vez con PBS estéril
para eliminar cualesquiera bacterias no fijadas. Los agentes antimicrobianos se diluyeron con MHB como se ha
descrito arriba y se distribuyeron en partes alicuotas 125 yl de cada una de las diluciones en pocillos de placas de
microtitulacion en concentraciones decrecientes como en el ensayo de tablero de ajedrez descrito anteriormente,
con un volumen total de 250 pl por pocillo para asegurar que los biofilms bacterianos se cubrian por completo. Las
columnas 10, 11 y 12 servian como controles y contenian compuestos antimicrobianos solos, y biofilm solo con
solucion salina. Las placas se incubaron luego al aire a 37°C durante 24 horas, después de lo cual los pocillos se
vaciaron y los valores FIC y FICI se determinaron por bioluminiscencia de ATP como se ha descrito previamente. El
ensayo se realiz6 por duplicado.

Resultados

Se confirmé que S. epidermidis RP62A era la cepa productora de limo por produccién de colonias caracteristicas
negras con bordes duros en agar de Rojo Congo. Después de 48 horas de incubacion de S. epidermidis RP62A en
MI—6|B suplementado con 2% (p/v) de glucosa, el biofilm bacteriano en cada pocillo contenia un promedio de 5,53 x
10° cfu.

Las concentraciones inhibidoras minimas para CHG eran 2 veces, para aceite del arbol del té 3 veces y para aceite
de eucalipto 5 veces mayores contra las bacterias que crecian en biofilm (MIC 8 pg/ml, 16 mg/ml y 128 mg/ml,
respectivamente) comparadas con las células plancténicas (MIC 2 pg/ml, 2 mg/ml, y 4 mg/ml, respectivamente). Los
valores MIC de timol eran 2 veces menores contra los biofilms comparados con las células plancténicas (4 mg/mly 1
mg/ml, respectivamente). El biofilm bacteriano era erradicado por CHG y los 3 aceites esenciales, con concentracion
erradicante de MBC/biofilm de CHG, timol, TTO y eucalipto 32 pg/ml, 2 mg/ml, 64 mg/ml, y 256 mg/ml,
respectivamente (Tablas 1y 2).

Se ha encontrado que la combinacién de CHG con TTO, aceite de eucalipto o timol no interfiere con la actividad
antimicrobiana de CHG o el aceite. Adicionalmente, se ha encontrado que CHG combinado con EO mejoraba
sinérgicamente su actividad contra S. epidermidis que crecia en biofim (Tabla 2). Adicionalmente, las
concentraciones de TTO y CHG requeridas para inhibir el crecimiento de biofilm se reducian en dos veces y una vez
respectivamente, cuando se utilizaron en combinacion (16 mg/ml a 4 mg/ml de TTO, 8 ug/ml, a 4 yg/ml de CHG),
pero el timol en combinacién con CHG no afectaba a las concentraciones requeridas para inhibir el crecimiento
bacteriano en biofilm o suspensiéon (TTO 0,5 mg/ml y CHG 8 ug/ml). Cinco por ciento de DMSO (v/v), que se utilizd
como emulsionante en suspensiones de aceite, no exhibia actividad antimicrobiana contra S. epidermidis en biofilm
0 suspension.

La Tabla 1 y la Tabla 2 exhiben la actividad antimicrobiana del aceite de eucalipto, el aceite del arbol del té y timol en

combinacién con digluconato de clorhexidina acuoso contra S. epidermidis RP62A que crecia en suspension y en
biofilm.
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Tabla 1: Suspensién

Combinacién MIC de aceite FIC MIC de CHG FIC de FICI Resultado
de suspensién (mg/ml) del (ng/ml) en CHG
en combinacién/ | aceite combinacion/
solo solo
CHG+ 4/4 1 212 1 2 Indiferencia
Eucalipto
CHG+ Aceite 2/2 1 2/2 1 2 Indiferencia
del arbol del té
CHG+ 1/4 0,25 2/2 1 1,25 Indiferencia
Timol
Tabla 2: Biofilm
Combinacion | MIC de aceite FIC MIC de CHG FIC de FICI Resultado
de biofilm (mg/ml) en del (ng/ml) en CHG
combinacién/ aceite combinacién/
solo solo
CHG+ 4/32 0,125 0,25/8 0,03125 0,15625 Sinergia
Eucalipto
CHG +Aceite 4/16 0,25 4/8 0,5 0,75 Indiferencia
del arbol del té
CHG+ Timol 0,5/0,5 1 8/8 1 2 Indiferencia

(2) Estudios de Permeacién de la Piel - CHG + Aceite de Eucalipto

Muestras de piel humana

Se obtuvieron muestras de piel humana de espesor total de pacientes sometidas a cirugia de reduccién de mama
(The Stephen Kirby Skin Bank, Queen Mary's Hospital, Londres, Reino Unido). Antes del estudio, se obtuvo aproba-
cion total del estudio por el comité ético y consentimiento escrito de las pacientes donantes del tejido. La piel huma-
na de espesor total se congel6 el dia de escision y se guard6 a -70°C hasta el dia de la investigacion.

Celdas de difusion de Franz.

Se utilizaron para los estudios de permeacion de la piel celdas de difusion verticales (celdas de difusion de Franz)
con un area media de superficie de difusion de 1,65 cm?. Se utilizé como fluido receptor solucion salina tamponada
con fosfato (PBS), y se dej6 durante una noche en un compartimiento receptor (aproximadamente 29 ml de
volumen) con camisa de agua circulante a 37°C. El dia de la investigacion, la piel escindida se descongel6 en PBS 'y
se cortd al tamafio requerido para ajustarse a las celdas de difusion de Franz (2,9 centimetros de anchura de
circulo). Las muestras de piel se montaron en celdas de difusion de Franz y se dejaron durante una hora en las
celdas de difusién para alcanzar el equilibrio con el fluido receptor antes de comenzar el estudio.

Agentes antimicrobianos
Se preparé solucion de digluconato de clorhexidina (CHG) al 2% (p/v) por dilucién del CHG al 20% (p/v) con agua
destilada estéril y 0,001% (v/v) de Tween 80. Se preparé una suspension de aceite de eucalipto con CHG por

dilucién de los agentes con agua destilada para obtener una concentracion final de aceite de eucalipto al 50% (v/v),
2% (p/v) de CHG y 0,001% (v/v) de Tween 80.
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Estudios de permeacion de la piel

Se distribuy6 en partes alicuotas 1 mililitro de solucion en CHG de suspension CHG/aceite de eucalipto por triplicado
en la superficie de la piel humana escindida del compartimiento donante en celdas de difusiébn de Franz. La
temperatura se mantuvo constante por medio de una camisa de agua circulante ajustada a 37°C, y el fluido receptor
se agitdé continuamente mediante una varilla de agitacion magnética. Los fluidos receptores se muestrearon por
extraccion de 1 ml del fluido cada 10 minutos durante la primera hora, cada 30 minutos durante las 7 horas
siguientes y después de 12 y 24 horas. Los fluidos receptores se repusieron después de cada muestra. Las
muestras se filtraron y se analizaron por HPLC.

Seccidn de las muestras de piel

Las pieles humanas escindidas se retiraron de las celdas de difusion de Franz después de los estudios de
permeacion de la piel y se lavaron con PBS. Las pieles se secaron con toallas de papel, se cortaron en circulos de
muestra de 0,5 cm de ancho y por triplicado, se congelaron y se guardaron a -70°C hasta investigaciones ulteriores.
Las muestras de piel congeladas se dividieron en secciones de 20 ym de superficie de piel hasta 600 um de
profundidad y secciones de 30 um desde 600 um a 1050 ym de profundidad utilizando un microtomo.

Anédlisis de CHG en las capas de piel

Se utilizé la solucién de la fase mévil para andlisis por HPLC como medio de extraccion de CHG de las capas de
piel. Se pusieron cada una de las secciones de piel de 20 ym o 30 ym en tubos Eppendorf por separado y se
determiné el peso de las secciones de piel por pesada de los tubos antes y después de la adicion de la muestra de
piel. La CHG se extrajo de las muestras de piel por division en partes alicuotas de 1 ml del medio de extraccion en
los tubos con seccion de piel y se calenté en bafio de agua a 60°C durante 1 hora, se mezcld por agitacién enérgica
y se centrifugd durante 10 minutos a 6000 g. Las muestras se filtraron y se analizaron por HPLC.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se analizé cuantitativamente digluconato de clorhexidina por HPLC. La solucion de fase mévil para andlisis HPLC
contenia 75:25 metanol:agua bidestilada, heptanosulfonato de sodio 0,005 M, 0,1% (v/v) dietilamina y se ajusté a pH
4 con acido acético glacial. Las muestras se filtraron y se analizaron por HPLC (Agilent 1100) con columna Hypersil
ODS-2 (tamafio de particula 5 p) (Thermo Electron Corporation, Reino Unido) con un caudal de 1,2 mi/min, y
longitud de onda del detector 254 nm.

Resultados

Después de 24 horas de estudios de permeacion de piel de 2% (p/v) CHG con o sin 50% (v/v) aceite de eucalipto, y
utilizando piel humana de espesor total, no exhibian niveles detectables de CHG en el fluido receptor. El aceite de
eucalipto penetraba mas profundamente en la piel y a mayores concentraciones, comparado con CHG sola (figura
1).

Mas alla de una profundidad de aproximadamente 480 um de la capa de piel, la figura 1 muestra un aumento
sorprendente en la concentracion de CHG con la profundidad creciente hasta una profundidad de piel de
aproximadamente 1000 um cuando se utilizaba en combinacion con aceite de eucalipto.

Permeacién de la piel de CHG con aceite de eucalipto vy alcohol

La finalidad de este estudio fue evaluar la permeacion de la piel de CHG vy la retencion de CHG a las profundidades
crecientes de piel humana escindida después de exposicion a 2% (p/v) CHG en 70% (v/v) IPA y en combinacién con
aceite de eucalipto ("EO").

Materiales

Productos quimicos

Heptano-sulfonato de sodio, dietilamina (ambos de grado HPLC), solucién salina tamponada con fosfato (PBS),
CHG acuoso al 20% (p/v), aceite de eucalipto (EO) (cineol de 82,9%) y alcohol isopropilico (IPA) se adquirieron de

Sigma-Aldrich (Dorset, Reino Unido). Metanol y acido acético glacial (ambos de grado HPLC) se adquirieron de
Fisher Scientific (Leicestershire, Reino Unido).
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Equipo

Se adquirié Agilent 1200 series High Performance Liquid Chromatography (HPLC) de Agilent Technologies (Reino
Unido) y la columna cromatografica de fase inversa Hypersil CPS-2 (150 x 4,6 mm, tamafio de particula 5 p) de
Thermo Electron Corporation (Reino Unido). El criotomo se adquirié de Bright Instruments (Cambs, Reino Unido).

Muestras de piel

Se obtuvieron muestras de piel humana de espesor total de pacientes sometidas a cirugia de reduccién de mama
(The Stephen Kirby Skin Bank, Queen Mary's Hospital, Londres, Reino Unido) y se obtuvo aprobacién total del
comité ético antes de este estudio (REC 2002/169). La piel humana de espesor total se congel6 el dia de la escision
y se guardd a -70°C hasta que fue necesaria.

Métodos
Permeacion de la piel de CHG con EO e IPA

Se realizaron estudios de permeacion de la piel con celdas verticales de difusion de Franz. El compartimiento
receptor se llené con 29 ml de PBS, se mantuvo a 37°C con una camisa de agua circulante y se agité por removido
con una barra magnética. Las muestras de piel se descongelaron en PBS a la temperatura ambiente, se secaron
con una toalla absorbente y se montaron en celdas de difusion de Franz con el Stratum Corneum (SC) hacia arriba
orientado al compartimiento donante. El area de la superficie expuesta al compuesto de test era 3,14 cm? (2 cm de
didmetro). Todo el aire atrapado se retir6 entre la piel y el fluido receptor y se dejé que la piel alcanzara el equilibrio
durante 30 min hasta alcanzar la temperatura de la superficie de la piel de 32°C.

Se diluyé CHG acuoso al 20% (p/v) con agua destilada, IPA y EO para obtener las concentraciones finales de 2%
(p/v) CHG en 70% (v/v) IPA'y 2% (p/v) CHG con 5%, 10%, 20% y 50% (v/v) EO. Se afiadi6 Tween 80 [0,1% (v/v)] a
las soluciones de test para mejorar la solubilidad de EO en el vehiculo. Se aplicd 1 mililitro de solucion de test sobre
la superficie de la piel en el compartimiento donante y se sellé el compartimiento con un film resistente a la humedad
a fin de prevenir la evaporacion. Se retiré 1 mililitro de fluido receptor cada 30 min durante 2 horas, cada hora entre
las 2 y las 6 horas y a las 8 horas, 12 horas y 24 horas. El fluido retirado del compartimiento receptor se reemplazé
inmediatamente con un volumen igual de solucién reciente de PBS. Todas las muestras se filtraron a través de un
filtro de nailon de 0,45 um (Kinesis, Reino Unido) y se analizaron por HPLC. El ensayo se realizd por triplicado.

Cuantificacion de CHG por HPLC

Las muestras se pasaron a la temperatura ambiente a través de una columna cromatografica de fase inversa
(Hypersil CPS-2) a un caudal de 1,2 ml/min durante 9 min, con deteccién ultravioleta a 254 nm. La fase movil
isocratica estaba constituida por una mixtura metanol:agua (75:25) con heptanosulfonato de sodio 0,005 M y
dietilamina al 0,1% (v/v) ajustada a pH 4 con acido acético glacial. (Se valid6 el método para cuantificaciéon de CHG
por HPLC y los niveles de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se determinaron antes del estudio - datos no
presentados).

Estudios del perfil de penetracion de CHG con EO e IPA

Las muestras escindidas de piel humana de espesor total montadas en las celdas de difusion de Franz se
expusieron a 2% (p/v) CHG en 70% (v/v) IPA 'y 2% (p/v) CHG con 50% (v/v) EO (ambos con 0,1% (v/v) Tween 80)
durante 2 min, 30 min y 24 h. Se evaluaron CHG al 2% (p/v) con 20%, 10% y 5% (v/v) EO con 0,1% (p/v) Tween 80
respecto a penetracion de CHG después de 24 horas de exposicion. Después de la exposicion, se retiraron las
muestras de piel, se lavaron con PBS y se secaron con una toalla absorbente. Las muestras de piel se pulverizaron
inmediatamente con un CryoSpray (Bright Instruments) y se congelaron a -20°C. Se cortaron biopsias de punzén (7
mm de diametro) por triplicado de cada muestra congelada y se pusieron sobre un disco de corcho en composicion
de imbibicién (Bright Instruments, Cambs, Reino Unido). Las muestras congeladas se seccionaron horizontalmente
con un microtomo (Bright Instruments) en secciones de 20 um (desde la superficie hasta una profundidad de 600
um) y 30 um (profundidades de 600 a 1500 um). Cada seccioén se puso en un tubo Eppendorf y se determiné el peso
total de cada muestra de piel. Se extrajo la clorhexidina de la piel por distribucion de partes alicuotas de 1 ml de la
solucién de fase movil (75% metanol, 25% agua destilada, 0,1% heptano-sulfato de sodio, 0,1% dietilamina, pH 4)
en muestras de piel y se incub6 en bafio de agua a 60°C durante 1 hora. Las muestras se mezclaron por agitacion
enérgica y se filtraron antes del analisis por HPLC. Los resultados se calcularon como ug de CHG por mg de piel. Se
analizo una piel de control (piel sin tratamiento) paralelamente a las muestras de test. El ensayo se realizd por
triplicado.
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Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron por un test t de Student utilizando software INSTAT3 (version del software Graph
Pad 3.06) con un nivel de significacion p < 0,05.

Resultados
Estudios de permeacion de la piel

La clorhexidina no se detectaba en el compartimiento receptor (LOD 0,0157 pg/ml) durante el estudio de permeacion
de 24 horas cuando se utilizé piel de dos donantes. Se detectaron niveles insignificantes de CHG (menores que
0,0016% de la dosis aplicada) durante los estudios de permeacion sobre piel de un tercer donante después de 24
horas de exposicion a 2% (p/v) CHG en 70% (v/v) IPA'y 2% (p/v) CHG con 50% (v/v) EO.

Estudios del perfil de penetracién de la piel de CHG
Penetracion de la piel de CHG después de exposicion durante 2 min y 30 min

La cantidad de CHG que atravesaba y se retenia en la piel era significativamente mayor después de tratamiento con
CHG en combinacién con 50% (p/v) EO comparada con CHG en solucién acuosa o CHG con 70% (v/v) IPA;
después de 2 min de exposicion habia una diferencia significativa en las concentraciones medias de CHG a los
niveles mas profundos de la piel cuando se expusieron a CHG con 50% (v/v) EO comparada con CHG acuosa
(profundidades de 300 a 1500 ym; p < 0,05) con una concentracion media de CHG (y SEM) en el interior de los
tejidos a esta profundidad de 0,0270 pg/mg (+ 0,0021 pg/mg) de tejido después de antisepsis combinada con
CHG/EO y 0,0048 pg/mg (+ 0,0008 ug/mg) de tejido después de antisepsis con CHG solo. Las diferencias entre
CHG/EO y CHG en 70% (v/v) IPA eran significativas para todas las profundidades de la piel con una concentracion
media de CHG (y SEM) en los 100 pm superiores de 0,1167 (+ 0,0313) y 0,0226 (+ 0,007) para CHG/EO y CHG/IPA
respectivamente.

A los 30 min, las concentraciones de CHG para todas las profundidades de la piel eran significativamente mayores
(p < 0,05) con CHG/EO comparadas con CHG solo o CHG/IPA; a las profundidades de 300 ym a 1500 um, la
concentracion de CHG aumentaba > 9,5 veces entre CHG/EO y CHG o CHG/IPA, con una concentracion media de
CHG (y SEM) de 0,0190 (+ 0,0015) pg/mg de tejido, 0,0021 (+ 0,0004) ug/mm de tejido y 0,0022 pg/mg (+ 0,0018)
de tejido para CHG/EO, CHG y CHG/IPA, respectivamente. En las capas superiores (0-300 um) las concentraciones
medias de CHG eran 4,8 a 6,4 veces mayores con CHG/EO comparadas con CHG solo y 2,7 a 20 veces mayores
con CHG/EO comparadas con CHG/IPA.

Penetracion de la piel de CHG después de 24 horas de exposicion

La concentracion de CHG extraido de todas las capas de la piel (0-1500 um) era significativamente mayor en
presencia de 50% (v/v) EO comparada con CHG solo después de 24 horas de permeacion (p < 0,05). La capa de
100 um superior tenia un aumento > 2 veces (7,880 pg a 16,841 ug por mg de tejido para tratamientos con CHG y
CHGI/EO respectivamente) en la concentracion de CHG y la diferencia aumentaba > 5 veces en las capas mas
profundas de la piel a profundidades de 300 a 1500 um [0,581 (+ 0,0466) ug a 3,123 (+ 0,16470) ug por mg de tejido
para CHG y CHG/EO respectivamente]. Los datos de este estudio de retencidn se obtuvieron por agrupacion de los
datos de cinco secciones de piel consecutivas de 20 um y 30 um (es decir secciones de 100 um desde arriba hasta
600 pm de profundidad y secciones de 150 pm desde 600 a 1500 uym de profundidad).

Penetracion de la piel de CHG después de 24 horas de exposicion a IPA y diversas concentraciones de EO

Se evalué la concentracion éptima de EO que mejora la penetracion de CHG en la piel. Cinco por ciento (v/v) EO
hacia posible una penetracion de CHG en la piel significativamente mayor en las capas mas profundas de la piel (por
debajo de 300 ym p < 0,05), y 10% (v/v) de EO mejoraba significativamente la penetracion de CHG en la piel (p <
0,05) dentro de los 900 um superiores comparado con CHG solo. No habia diferencias significativas (p > 0,05) en la
penetracion de la piel de CHG por 2% (p/v) CHG acuoso y 2% (p/v) CHG con 70% (v/v) IPA.

La concentracién 6ptima de EO, que mejoraba la penetracién de CHG en la piel humana de espesor total, se evalué
ulteriormente en combinacién con 2% (p/v) en CHG en 70% (v/v) IPA. Diez por ciento (v/v) EO en comparacién con
2% (p/v) CHG en 70% (v/v) IPA demostraba una penetracién mejorada de CHG en la piel después de 2 min y 30 min
de exposicién comparada con 2% (p/v) CHG/70% (v/v) IPA solo (p < 0,05; figura 2).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de clorhexidina en combinacién con un aceite esencial en la fabricacién de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de infeccion en piel intacta por debajo del Stratum Corneum.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la clorhexidina es digluconato de clorhexidina.

3. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2, en donde el medicamento comprende alcohol
isopropilico.

4. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la infeccion es de S. epidermidis.
5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para prevencién y/o tratamiento de una

infeccion de la piel a la profundidad de hasta 1000 ym en la capa de piel.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para prevencion y/o tratamiento de una
infeccion de la piel a una profundidad mayor que 100 um en la capa de piel.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, para prevencion y/o tratamiento de una infeccién de la piel a una
profundidad superior a 480 um en la capa de piel.

8. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para prevencion y/o tratamiento de una
infeccion de la piel a una profundidad comprendida entre 100 y 3000 um en la capa de piel.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacién 8, para prevencion y/o tratamiento de una infeccién de la piel a una
profundidad comprendida entre 480 y 1000 pm en la capa de piel.

10. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para prevencion y/o tratamiento de una
infeccion de la dermis.

11. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para prevencion y/o tratamiento de una
infeccion de un foliculo piloso.

12. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el aceite esencial es aceite de
eucalipto.

13. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el aceite esencial es timol.

14. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el aceite esencial es aceite del arbol
del té.

15. Una composicién que comprende clorhexidina y un aceite esencial para uso en la prevenciéon y/o el
tratamiento de una infeccion en piel intacta por debajo del Stratum Corneum.

16.  La composicion de la reivindicacion 15, como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.
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