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1. RESUMEN

El presente estudio trata sobre la actividad inhibitoria in vitro de los aceites
esenciales obtenidos de las especies Eucalyptus globulus, Laureliopsis philipiana y el
extracto etandlico de corteza de Laurelia Sempervirens frente a 12 cepas de Prototheca
spp., aisladas de aguas, lodos y muestras de leche de vacas con mastitis. Estas
especies vegetales han reportado poseer actividad frente a un amplio grupo de
microorganismos que causan infecciones, tanto en el hombre como en animales y

plantas.

El objetivo del trabajo fue realizar un estudio quimico y microbioldgico de estos
aceites. Para ello, la extraccion de los aceites se llevo a cabo mediante hidrodestilacion,
mientras que la determinacion de los compuestos quimicos presentes se realizd

mediante un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas.

La actividad inhibitoria de los aceites se evalu6 utilizando una versiéon modificada

del método de difusion en agar sobre las 12 cepas de Prototheca spp.

Los componentes mayoritarios identificados en los aceites correspondieron a los
monoterpenos oxigenados eucaliptol (60,54%), en el caso de E. globulus, y safrol
(63,03%) en L. sempervirens y (96,92%) en L. philippiana. Si bien, todos los aceites
presentaron actividad antifungica, el aceite de L. philippiana fue el que evidencié una

mayor actividad.



1.1  SUMMARY

The present study is about the in vitro inhibitory activity of esscencial oils
obteined from Eucalyptus globulus and Laureliopsis philipiana species, and ethyl acetate
extract Laurelia Sempervirens bark, against 12 strains of Prototheca spp. isolated from
water, mud and milk samples of cows with mastitis. These plant species have been
reported to possess activity against a wide range of microorganisms that cause

infections in both humans and animals and plants.

The objective was to conduct a chemical and microbiological study of these oils.
For this, the oil extraction is carried out by hydrodistillation, while determination of the
chemical compounds was performed using a gas chromatograph coupled to a mass

spectrometer.

The inhibitory activity of the oils was evaluated using a modified agar diffusion

method on 12 strains of Prototheca spp.

The major components identified in the oils were for oxygenated monoterpenes
eucalyptol (60.54%) in the case of E. globulus, and safrole (63.03%) in L. sempervirens
and (96.92%) in L. philippiana. While all oils showed antifungal activity, L. philippiana oil

which was evidenced increased activity.



2. INTRODUCCION

21 Generalidades

A lo largo de la historia, las distintas civilizaciones que han habitado el planeta,
han recurrido a la naturaleza para combatir diversas afecciones. A través de la
observacion del comportamiento de los animales, e incluso por medio del ensayo y
error, las diferentes culturas fueron perfeccionando el uso medicinal que daban a las
plantas, transmitiendo sus conocimientos de generacién en generacion (Fonnegra y

Jiménez, 2007).

Hoy en dia, debido al pobre desarrollo de nuevos farmacos que tengan accion
inhibitoria contra microorganismos patégenos, han cobrado gran relevancia las
investigaciones cientificas relacionadas con el estudio de especies vegetales que sean
capaces de combatir enfermedades causadas por dichos microorganismos

(Patwardhan, 2009).

Nuestro pais, gracias a su diversidad geogréfica y su amplia variedad de climas,
propicia la existencia de una flora muy rica con propiedades medicinales aun no
estudiadas en su totalidad. Segun Hoffman et al. (1992), sélo alrededor del 5 % del total

de las especies conocidas de la flora chilena han sido estudiadas quimicamente.

Las plantas sintetizan metabolitos secundarios como las fitoanticipinas y las
fitoalexinas, que son productos que utilizan para defenderse de la accion de los
microorganismos, entre ellos los hongos. Otras moléculas producidas por las plantas

son las fitodefensinas, de naturaleza peptidica y ricas en cisteina, con capacidad de



inhibir el crecimiento de los hongos al producir en ellos cambios morfoloégicos y dafio en

algunas estructuras celulares (Mesa et al., 2004).

Dentro de los metabolitos secundarios con actividad fungicida se encuentran los
provenientes de la fraccion liquida volatil que contiene las sustancias responsables del
aroma de las plantas o aceites esenciales. Generalmente son mezclas complejas de
hasta mas de 100 componentes de bajo peso molecular como compuestos alifaticos
simples, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos, que hacen parte de los

monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Alzate et al., 2009).

Los aceites esenciales de las plantas, pueden ser buenos candidatos para el
control de ciertos microorganismos, ya que constan de muchas sustancias quimicas
bioactivas. Ademas, debido a que sus componentes son muy volatiles, no persisten
cuando se les utiliza en los campos o en el agua. Muchos aceites esenciales de plantas
y sus compuestos han sido reportados por presentar propiedades antifungicas (Park y

Kim, 2012).

Las monimidceas (Monimiaceae), es una familia de Angiospermas del Orden
Laurales. Consta de 23 géneros con unas 150 especies, que se distribuyen por los
tropicos del Viejo y Nuevo Mundo, y las zonas templadas de Chile, Argentina, Nueva

Zelanda, Australia y Tasmania.

Bittner et al. (2009), evualuaron la actividad fungistatica de aceites esenciales
extraidos de diferentes especies de la familia Monimiaceae; boldo (Peumus boldus),
tepa (Laureliopsis philippiana), y laurel (Laurelia sempervirens), sobre importantes

fitopatdgenos, tales como: Rhizoctonia solani, Pythium irregulare, Ceratocystis pilifera,


http://es.cyclopaedia.net/wiki/Angiospermas
http://es.cyclopaedia.net/wiki/Genero-%28biologia%29-3
http://es.cyclopaedia.net/wiki/Especie

Phragmidium violaceum y Fusarium oxysporum, si bien todos los aceites presentaron
actividad biologica, fue el aceite esencial de L. sempervirens el que presentd la mejor
actividad fungistatica contra las cepas tratadas, con diferencias significativas tanto en

dosis como en tiempo de exposicion.

Por su parte, Montenegro (2006), reveld la actividad inhibitoria del extracto de L.
sempervirens contra bacterias nosocomiales altamente resistentes, tales como
Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcensens 'y

Staphylococcus aureus, presentando actividad contra las dos primeras principalmente.

Otra familia cuyas especies han sido estudiadas por diversos investigadores,
corresponde a la familia Myrtaceae, que contiene al menos 3000 especies con 130-150
géneros y se distribuye en varias areas tropicales con calidas temperaturas. Muchos
aceites esenciales producidos por estas especies exhiben propiedades insecticidas,

fungicidas y/o nematicidas (Park y Kim, 2012).

El género Eucalyptus, perteneciente a la familia Myrtaceae, es nativo de la
region australiana, y comprende mas de 600 especies de arboles. Dentro del género,
Eucalyptus globulus, es posiblemente la especie mas conocida y difundida en el mundo

por su facilidad de establecimiento, rapido crecimiento y multiples usos.

Si bien es una especie introducida, Eucalyptus globulus es cada vez mas
utilizado en la medicina tradicional para diversas implicaciones meédicas, debido a sus

propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y antipiréticas (Noumi et al., 2011).



Ensayos de actividad antimicrobiana realizados por Damjanovi¢-Vratnica et al.
(2011), mostraron que el aceite esencial de Eucalyptus globulus posee una fuerte
actividad antimicrobiana, especialmente contra Streptococcus pyogenes, Escherichia
coli, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii y Klebsiella

pneumoniae.

Mishra et al. (2012), en un estudio realizado para determinar la actividad
pesticida del aceite esencial de dos plantas medicinales, entre ellas, el aceite de
eucalipto, confirmaron su actividad frente a dos especies de coledpteros, siendo el

aceite esencial de eucalipto, el que presenté mayor actividad.

Con los antecedentes observados en la literatura que confirman las propiedades
medicinales atribuidas a las especies vegetales mencionadas, se realiz6 un estudio con
el fin de evaluar el efecto de los aceites esenciales presentes en estas especies sobre

el crecimiento in vitro de distintas cepas de Prototheca spp.

2.2 Prototheca spp.

El género Prototheca fue descrito por primera vez por Wilhelm Krueger, en 1894,
como un grupo de microorganismos aislados de la savia de algunos arboles. De
acuerdo con sus caracteristicas estructurales, histolégicas y reproductivas, estos
agentes fueron clasificados como algas aclorofiladas con afinidades filogenéticas a
Chlorella spp. (Camboim et al.,, 2010). Debido a su semejanza con las levaduras,

inicialmente, estos microorganismos unicelulares, fueron descritos como hongos, pero



difieren de ellos por el modo de reproduccién, que es semejante a las algas del género

Chlorella.

Las algas del género Prototheca, fueron relacionadas desde el punto de vista
nutricional, con Chlorella protothecoides, debido a que ambas requieren tiamina y no
necesitan nitrato (Costa y Gadelha, 2004). Este género consta de cinco especies: P.
zopfii, P. wickerhamii, P.ulmea, P. stagnora y P. blaschkeae (Roesler et al., 2006), de
las cuales, P. zopfii y P. wikerhamii son patégenas y han sido asociadas a infecciones
tanto en animales como en humanos en Europa, Asia, Africa, Australia y América. En la

tabla I, se presenta la taxonomia de este género.



TABLA I. Taxonomia del género Prototheca.

Clasificacion taxondmica

Reino Viridiplantae
Division Chlorophyta
Clase Trebouxiophyceae
Orden Chlorellales
Familia Chlorellaceae
Género Prototheca
Especies P. blaschkeae

P. stagnora

P. ulmea

P. wikerhamii

P. zopfii




De acuerdo con el medio de cultivo que se emplee, el crecimiento de estos
microorganismos puede variar entre dos a siete dias, en intervalos de temperatura de
25°C a 37°C. En saprofitismo, presenta crecimiento rapido en agar Sabouraud, a
temperatura ambiente con desarrollo de colonias blanco-amarillas de entre 1 a 2mm de
diametro. Después de 72 a 96 horas de incubacion las colonias presentan un diametro
variable entre 3 a 6mm y bordes irregularmente ondulados con elevacion central

(Camboim et al., 2010).

Las colonias pueden ser lisas, cremosas 0 mucoides, semejantes a las
levaduras, de las que se distinguen sélo a través de micromorfologia (Costa y Gadelha,
2004). Las células de P. wikerhamii son esféricas y miden de 2,5 a 13um de diametro,
mientras que las células de P. zopfii pueden ser esféricas u ovaladas con un tamafio

que varia de 4,5 a 25um de diametro (Camboim et al., 2010).

2.3 Epidemiologia

Las algas del género Prototheca son seres ubicuos, estan distribuidas en el
ambiente, principalmente en lugares humedos y ricos en materia organica. En estos
lugares, el alga puede ser ingerida por animales y ser diseminada por la eliminacion de

ésta a través de las heces (Camboim et al., 2010).

La patogenia de la prototecosis es en gran parte desconocida. Se cree que
infecciones de tipo cutaneo en el hombre, en perros y en gatos pueden ser el resultado

del contacto de lesiones o éareas traumatizadas con fuentes potenciales o por
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inoculacioén traumatica con las algas. Sin embargo, no ha sido descartada la posibilidad
de que exista un mecanismo de transmision por insectos (Lass Florl y Mayr, 2007). En
algunas especies animales se han descrito casos de prototecosis, asumiendo varios

aspectos clinicos, siendo la mastitis bovina la que ocurre con mayor frecuencia.

El tiempo de incubacién aun no ha sido determinado con exactitud, pero en
situaciones donde la lesion primaria es relatada, se acredita que seria de

aproximadamente dos semanas (Camboim et al.,2010).

La primera descripcion de infeccion humana atribuida a Prototheca spp. fue en
1964, por Davies y colaboradores, presentando lesiones cutaneas en los pies de un
agricultor de arroz, en Sierra Leona (Africa), cuya especie fue identificada como P. zopfii

(Costa y Gadelha, 2004).

Desde aquel primer caso de prototecosis humana, se han descrito a la fecha,
mas de una centena de casos, la mayoria de ellos en pacientes con factores de riesgo
como: diabetes mellitus, transplantes renales, dialisis peritoneal continua ambulatoria,
uso de esteroides, VIH, o defectos inmunolégicos que involucren a linfocitos o

neutroéfilos (Woolrich et al., 1994, DiPersio, 2001).

En general, una prototecosis puede ocurrir en una de las tres formas clinicas
definidas, denominadas (i) lesiones cutaneas, (ii) bursitis olecraniana e (iii) infecciones
diseminadas o sistémicas, sin embargo, se han reportado presentaciones poco
comunes de infecciones a causa de esta alga, como prototecosis del tracto urinario (van

Bezooijen, 2002).
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En un estudio de pacientes con cancer, realizado en 2003 por Torres y
colaboradores, se concluy6 que Prototheca spp. tiene un potencial patogénico bajo en

este tipo de poblacion, reportandose tan sélo 13 casos a la fecha en la literatura.

Al menos la mitad de los casos de prototecosis son infecciones cutaneas
simples, ocurriendo la mayoria de ellas en individuos que han sido comprometidos con
terapias inmunosupresoras (Lass Florl y Mayr, 2007). Por su parte, la prototecosis
diseminada, definida como la presencia de lesiones en dos o mas drganos no
contiguos, generalmente ocurre en pacientes severamente inmunocomprometidos

(Mathew et al., 2010).

Frecuentemente, P. zopfii estd mas relacionado a los procesos patolégicos en
animales y P. wikerhamii en humanos, pero aun es dificil establecer una delimitacién
estricta. La infeccion tiene, generalmente, un aspecto crénico con evolucion

granulomatosa que es muy dificil de tratar (Rapuntean et al., 2007).

Prototheca spp. es resistente al tratamiento con cloro, resistiendo también el
tratamiento de aguas residuales, la digestion intestinal, y lo mas preocupante, la
pasteurizacion de la leche, tanto lenta como rapida, lo que representa un problema para
el consumo de leche y sus derivados, aumentando el potencial zoonatico. La resistencia
de estos microorganismos se explica por la presencia de un componente de la pared
celular, llamado esporopolenina, que le confiere resistencia a diversos agentes fisicos y

guimicos (Camboim et al., 2010).

En 2009, en un estudio realizado en la ciudad de Valdivia por Valenzuela, se

aislaron por primera vez en nuestro pais, algas del género Prototheca, a partir de
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distintas fuentes hidricas de las regiones 1X3 X2 y XIV? en lodos de plantas de
tratamiento de aguas servidas de Valdivia y Osorno y en una muestra de leche de vaca

con mastitis (Valenzuela, 2009).

Debido al aumento del nimero de infecciones por algas, sobre todo en los
sujetos inmunodeprimidos, y de la aparicién de resistencia a los agentes antifungicos
(Hazen, 1995), existe un gran interés cientifico y comercial en el descubrimiento de

nuevas clases de algicidas.

2.4  Mastitis bovina causada por Prototheca spp.

Se ha descrito prototecosis en muchas especies animales, con diversas formas
de ocurrencia, pero la mastitis bovina es la forma principal. También se ha descrito
mastitis bovina subclinica, que se caracteriza principalmente por la reduccién de la
produccion de leche. Incluso si la terapia pudiese erradicar la infeccion de la glandula, el
extenso dafio sufrido por ésta, con los consecuentes tratamientos secundarios, generan
una fuerte disminucion de la produccién de leche, por lo que mantener al animal no

resulta economicamente rentable (Costa et al., 1996).

Existe un gran nimero de géneros y especies de microorganismos que estan
asociados a mastitis bovina, de los cuales, una pequefa parte se aisla de un alto
porcentaje de muestras de leche. Los agentes mas comunes son: estafilococos,
estreptococos y bacilos. En ocasiones, ocurren casos de mastitis que no responden a

los tratamientos de rutina, estos casos pudieran ser ocasionados por organismos como:
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actinomicetos, hongos, levaduras o algas incoloras, que pueden provocar casos

aislados o brotes en los hatos (Almeraya, 1994).

P. zopfii ha sido identificada como responsable de inflamacion de la
glandula mamaria de las vacas lecheras, siendo resistente a la mayoria de las terapias,

conduciendo a fuertes pérdidas en el hato infectado (Buzzini et al., 2004).

McDonald et al. (1984), realizaron ensayos in vitro, demostrando que algunos
antimicoticos como mixina y nistatina son efectivos contra este agente, pero presentan
un alto costo por lo que no son de uso frecuente para el tratamiento de mastitis, dejando
como medida de control mas practica, la eliminacion de los animales infectados

(Marques et al., 2006).

2.5 Tratamiento

Por lo general, el tratamiento de prototecosis en humanos, involucra enfoques
médicos y quirargicos y el fracaso del tratamiento no es infrecuente. Se han utilizado
varios tratamientos, entre ellos antifingicos como ketoconazol, itraconazol, fluconazol y
la anfotericina B que son los farmacos mas comunmente usados, siendo la anfotericina

B la que muestra la mejor actividad contra Prototheca spp. (Lass Florl et al., 2007).

En animales en tanto, no existe hasta ahora, ningin ompuesto efectivo. La
respuesta al tratamiento es insatisfactoria y por la posibilidad de transmision a otros
animales y/o seres humanos no se recomienda el tratamiento de animales enfermos

(Camboim et al., 2010).
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En 2007, Rapuntean y colaboradores testearon el efecto in vitro de la miel y
algunos extractos de plantas sobre dos especies del género Prototheca (P. zopfii y P.
wickerhamii), encontraron que el producto llamado polioel 3 (aceite obtenido del
extracto del ajenjo dulce (Artemisa annua), hisopo (Hyssopus officinalis), anis

(Pimpinella anisum), presentaron efecto inhibitorio sobre ambas especies.

En otro estudio realizado por Tortorano y colaboradores (2008), se comparoé la
actividad in vitro de los antifungicos convencionales utilizados contra el alga Prototheca,
versus la actividad de algunos aceites esenciales. Los resultados revelaron la
resistencia de las especies tanto a fluconazol y caspofungina. Voriconazol, anfotericina
B, itraconazol y posaconazol, si bien presentaron actividad, destacé la actividad

inhibitoria de los aceites esenciales de bergamota y del arbol del té.

La mastitis constituye un serio problema para la salud publica en la industria
lactea, ya que el uso incorrecto e indiscriminado de los antibiticos es evidente. Estos,
contaminan la leche con niveles cada dia mas elevados e inhiben la fermentacién de los

cultivos bacterianos que se utilizan en la fabricacion de productos lacteos.

La mastitis bovina es la causa mas comun para el uso de antibioticos
antibacterianos en el ganado de la industria lechera. La terapia antibacteriana de
enfermedades de tipo bacteriano en el ganado, se ha relacionado como un catalizador
para la resistencia de las bacterias aisladas de los animales tratados, y otros animales
del hato y de los alimentos derivados del ganado vacuno para consumo humano

(Erskine et al., 2002).
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2.6 Hipodtesis de trabajo:

Los aceites esenciales y/o extractos obtenidos de las especies vegetales:
Eucaliptus globulus, Laurelia sempervirens y Laureliopsis philippiana, pueden presentar

actividad algicida sobre las distintas cepas de Prototheca spp.

2.7 Objetivos generales:

Evaluar el efecto de los aceites esenciales o extractos vegetales sobre las
distintas cepas de Prototheca spp., aisladas de lodos generados en plantas de
tratamiento de aguas servidas, leche de vacas con mastitis y/o agua de diferentes

fuentes hidricas naturales.

2.8 Objetivos especificos:

- Determinar la susceptibilidad de las diferentes cepas de Prototheca spp. frente

a los aceites esenciales o extractos obtenidos de especies vegetales.

- Identificar mediante analisis quimicos, los principales compuestos de los

aceites esenciales implicados en la accion inhibitoria de los estudios de susceptibilidad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material biolégico

3.1.1.1 Especies vegetales y su clasificacion taxonémica

Para el trabajo experimental, se emplearon las siguientes especies vegetales:
Eucaliptus globulus (hojas), Laurelia sempervirens (corteza) y Laureliopsis philippiana
(hojas), las que se pueden observar a continuaciéon en las figuras 1, 2 y 3,

respectivamente.
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Figura 1. Material vegetal: Eucalyptus globulus.
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Figura 2. Material vegetal: Laurelia sempervirens.
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Figura 3. Material vegetal: Laureliopsis philippiana.
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Familia Myrtaceae: Eucalyptus globulus

Nombre comun: eucalipto blanco, gomero azul de Tasmania, arbol de la fiebre.
Descripcion:

Estos arboles pueden alcanzar hasta 60 metros de altura y tienen corteza
blanquecina que se desprende facilmente en tiras en los ejemplares adultos. Sus frutos
son como una capsula campaniforme de color blanco, cubierta de un polvo blanquecino

de 1,4 a 2,4cm de diametro.

Distribucion:

Prefiere los climas humedos y sin heladas. Es originario de Australia, algunas
especies también nacen de forma espontanea en Nueva Guinea y en algunas zonas de
Indonesia. En nuestro pais se encuentra principalmente en la zona centro-sur de la
Region del Bio Bio. Alli es frecuente encontrar eucaliptos de 20 afios con 60 metros de

altura y 50 centimetros de diametro.

En la tabla Il se presenta la jerarquia taxonémica de esta especie.



Tabla Il. Jerarquia taxonémica de Eucalyptus globulus.

Nombre cientifico:

Eucalyptus globulus

Reino

Divisién

Clase

Orden

Familia

Género

Plantae
Tracheophyta
Magnoliopsida
Myrtales
Myrtaceae

Eucalyptus

21
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Familia Monimiaceae: Laurelia sempervirens

Nombre comun: laurel, trihue, tihue, laurel chileno.
Descripcion:

Arbol siempreverde, de hasta 40 metros de altura y tronco de unos dos metros
de didmetro. La corteza es grisacea, gruesa, perfumada y se desprende en placas
redondeadas. Las hojas son duras, aromaticas y con margen dentado. En aspecto

general es similar a la tepa (Laureliopsis philippiana).
Distribucién:

Endémico de Chile. Crece entre las provincias de Cardenal Caro y Llanquihue.
Habita en ambas cordilleras, en suelos profundos y humedos, especialmente en las
quebradas, desde casi el nivel del mar hasta los 950 metros de altitud (Garcia y

Ormazabal, 2008).

La jerarquia taxonOdmica de esta especie se presenta en la tabla lll, a

continuacion.



Tabla lll. Jerarquia taxondmica de Laurelia sempervirens.

Nombre cientifico:

Laurelia sempervirens

Reino

Divisiétn

Clase

Orden

Familia

Género

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Laurales
Monimiaceae

Laurelia

23
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Familia Monimiaceae: Laureliopsis philippiana

Nombre comun: tepa, huahuan, vauvan, laurela.
Descripcion:

Arbol siempreverde, de hasta 40 metros de altura y tronco de unos dos metros
de diametro. De corteza delgada, gris clara y lisa o con protuberancias. Las hojas son
duras, muy arométicas y con margen marcadamente aserrado. En aspecto general es

similar al laurel (Laurelia sempervirens).
Distribucién:

En nuestro pais crece desde la costa de la Provincia de Talca, pero es mas
frecuente entre las provincias de Arauco y Aysén. Habita en ambas cordilleras, en
lugares humedos y suelos profundos, desde el nivel del mar hasta mas de 1.000 metros
de altitud. Es abundante en las provincias de Llanquihue, Chiloé y Palena. También

esta presente en el sur de Argentina. (Garcia y Ormazabal, 2008).

La clasificacién taxonémica de L. philippiana se presenta en la tabla IV.



Tabla IV. Jerarquia taxondémica de Laureliopsis philippiana.

Nombre cientifico:

Laureliopsis philippiana

Reino

Division

Clase

Orden

Familia

Género

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Laurales
Monimiaceae

Laureliopsis
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3.1.1.2 Cepas

Las pruebas de susceptibilidad fueron realizadas en 12 distintas cepas de
Prototheca spp. (P. stagnora, P. wickerhamii y P. zopfii), las que fueron aisladas desde
diferentes muestras obtenidas en sectores del Rio Damas (Osorno), Rio Rahue
(Osorno), lodos primarios y secundarios de plantas de tratamiento de aguas servidas
(Osorno-Valdivia), y leche de vacas con mastitis. Dichas cepas fueron conservadas bajo
refrigeracion, en el Instituto de Microbiologia Clinica, Facultad de Medicina, Universidad

Austral de Chile. En la tabla V, se sefiala la procedencia de cada muestra.



27

Tabla V. Lugar de origen de las muestras desde donde se aislaron las cepas de

Prototheca spp.
Cepa Especie Lugar origen muestra
00 P. zopfii Leche vaca con mastitis
3.1 P. stagnora Lodo primario, Osorno
3.3 P. zopfii Lodo primario, Osorno
3.4 P. zopfii Lodo primario, Osorno
4.2 P. stagnora Lodo secundario, Osorno
8.1 P. wickerhamii Rio Damas sector Los Notros, Osorno
10b P. wickerhamii Rio Rahue, Osorno
10.2b P. wickerhamii Rio Rahue, Osorno
10.4 P. wickerhamii Rio Rahue, Osorno
11.4 P. wickerhamii Lodo primario EDAS 1
12.1b P. wickerhamii Lodo primario EDAS 2
12.2a P.zopfii Lodo primario EDAS 2
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3.1.2 Equipos

Para la preparacion del extracto etandlico, se utilizd un rotavapor Hahn Shin HS-

2000NS con un bafio termorregulado Hahn Shin Water bath HS-3001.

Para la cromatografia de gases se usO6 un Cromatdgrafo de Gases Hewlett
Packard 6890 acoplado a un detector selectivo de masas Hewlett Packard 5973,
provisto de una columna capilar HP Ultra 2 de 25m de longitud y de 0.2mm de didmetro

interno, y de un sistema de analisis de datos.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacion y extraccion de los aceites esenciales

3.2.1.1 Recoleccién e identificacion de las especies vegetales

Para realizar la extraccion de los aceites esenciales de las especies vegetales en
estudio, se recolectaron tanto hojas como corteza de dichas especies, segun fue el
caso, desde distintas localidades de la ciudad de Valdivia. Para su identificacion las
muestras se compararon con material Herbario perteneciente a la Universidad de

Austral de Chile (UACH).
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3.2.1.2 Extraccion de los aceites esenciales

La obtencién de los aceites esenciales de Eucaliptus globulus y Laureliopsis
philippiana, se realiz6 mediante la técnica de hidrodestilacion o arrastre de vapor. Para
ello, se utilizaron aproximadamente 1,5 kilogramos de hojas frescas de cada especie

vegetal.

En un alambique de cobre de 10 litros, se introdujo la totalidad de las hojas,
afadiendo abundante agua y se llevé a cabo el proceso de destilacién, el que duré
alrededor de dos horas, hasta obtener la totalidad del aceite esencial de cada especie
vegetal. A continuacion, se separaron las fases, y se filtr6 el aceite obtenido con
embudo y papel filtro para eliminar impurezas. La solucion resultante se conservé

refrigerada en frascos ambar hasta su utilizacion.

3.2.1.3 Preparacion del extracto etandlico de corteza de Laurelia sempervirens.

Para extraer los compuestos bioactivos de Laurelia sempervirens, se pesaron
0,280kg de muestra (corteza) y se dejaron macerar en un frasco de vidrio con tapa
rosca, capacidad 1L, con 400mL de acetato de etilo por un lapso de 5 dias. La solucion
resultante se concentré6 en rotavapor Hahn Shin HS-2000NS con un bafio
termorregulado Hahn Shin Water bath HS-3001, se filtr6 con embudo y papel filtro para

eliminar impurezas, y el extracto obtenido se conservo refrigerado hasta su utilizacion.
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3.2.1.4 Analisis quimico de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de las especies vegetales estudiadas, se obtuvieron por
arrastre de vapor, la caracterizacion de los aceites esenciales se efectué mediante
cromatografia de gases y la identificacion de sus constituyentes quimicos se realiz6 por
espectrometria de masa. Para ello se utilizd un Cromatografo de Gases Hewlett
Packard 6890 acoplado a un detector selectivo de masas Hewlett Packard 5973,
provisto de una columna capilar HP Ultra 2 de 25m de longitud y de 0.2mm de didmetro
interno, y de un sistema de andlisis de datos, el cual identificO los compuestos

mayoritarios presentes en los aceites.

3.2.2 Pruebas de susceptibilidad de Prototheca spp.

3.2.2.1 Cultivo de muestras

Las cepas aisladas fueron repicadas con asa de metal en tubos de vidrio
utilizando caldo comin como medio de cultivo y se incubaron en estufa a 29°C hasta
observarse turbidez (aproximadamente luego de 5 dias). Al cabo de este tiempo, se
extrajo un poco de este caldo de cultivo con pipeta Pasteur de vidrio estéril, y se
deposité en tubos conteniendo agar Sabouraud, los que se incubaron en estufa a una

temperatura constante de 29°C por 3 a 5 dias.
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3.2.2.2 Preparacién de la suspension

Una vez activadas las cepas de Prototheca spp. en estudio, se prepararon
suspensiones de cada una de éstas, en tubos de vidrio conteniendo suero fisiologico
esterilizado. Para preparar dichas suspensiones, se extrajo con asa de metal estéril, un
indculo de cada alga, los que se resuspendieron en el suero fisiolégico, homogenizando
la solucion hasta lograr una turbidez comparable al patron de turbidez de 0,5

McFarland. Esta comparacion se realiz6 de manera visual.

3.2.2.3 Método de difusién en agar

Para evaluar la susceptibilidad de las cepas frente a cada aceite esencial, se
utilizé una version modificada del método de difusion en agar Mueller Hinton o método
Kirby-Bauer, en donde en lugar de utilizar discos sobre la superficie de la placa, se

utilizaron pocillos realizados con sacabocados, en los que se depositd dicho aceite.

Cada placa Petri se prepardé depositando aproximadamente 20mL de agar
Mueller Hinton previamente fundido, de tal modo de obtener una superficie con 5mm de
espesor. Posteriormente, una vez solidificado el medio, se realizaron 6 pocillos con

sacabocados de 6mm de diametro, como se esquematiza en la figura 4.



32

Figura 4. Esquema de ensayos de susceptibilidad de Prototheca spp. frente a
diferentes aceites esenciales. Placa de agar Mueller Hinton conteniendo 6 pocillos de
6mm. Pocillos: (1) 25ul de aceite esencial o extracto puro, (2) 25ul dilucién 1:10; (3)
25yl dilucion 1:100; (4) 25ul dilucion 1:1000; (5) 25ul dilucion 1:10000; (6) 25ul solvente

puro.
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Para la siembra se utilizé el método de estria sobre agar, realizando la siembra
en tres direcciones diferentes, con una térula de algodon estéril embebida con la

suspension conteniendo la cepa de Prototheca a estudiar.

A partir de cada uno de los aceites, se realizaron diluciones seriadas (1:10,
1:100, 1:1000, 1:10000), utilizando alcohol al 70% como diluyente, debido a la
insolubilidad de éstos en agua. A un primer pocillo se afadieron 25ul de aceite o
extracto puro y a los pocillos restantes, 25ul del aceite o extracto diluido. Para descartar

la actividad del solvente, se realizaron controles con el solvente puro (pocillo 6).

Una vez realizada la siembra y la posterior aplicacién de los aceites en los
pocillos correspondientes de cada placa, éstas fueron incubadas durante un periodo de

3 a 5 dias en estufa de cultivo a una temperatura constante de 29°C.

3.2.2.4 Evaluacién de la susceptibilidad

Para determinar la susceptibilidad de las diferentes cepas de Prototheca spp. en
estudio, frente a los aceites esenciales de E. globulus y L. philippiana y el extracto de
corteza de L. sempervirens, se realizaron mediciones de los halos de inhibicion

formados alrededor de cada uno de los pocillos de las placas (figura 5).
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Figura 5. Evaluacion de la susceptibilidad. Placa de agar Mueller Hinton y medida (en

milimetros) de los halos de inhibicién formados alrededor de los pocillos.
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4, RESULTADOS

4.1 Actividad inhibitoria del aceite esencial de E. globulus frente a las cepas de

Prototheca spp.

Se realizaron ensayos de inhibicion contra distintas cepas de Prototheca spp. (P.
stagnora, P. wikerhamii y P. zopfii), en placas de agar Mueller Hinton, como se describe
en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos, para evaluar la susceptibilidad de las

cepas frente a distintas concentraciones del aceite esencial de E. globulus.

A continuacién se presentan las figuras 6, 7 y 8, revelando algunos de los
resultados obtenidos. Segun es posible observar en ellas, las tres especies de
Prototheca spp., enfrentadas al aceite esencial de E. globulus, presentan
susceptibilidad frente a él, siendo P. wikerhamii la especie que presentd la mayor

susceptibilidad.



36

Figura 6. Prototheca stagnora frente al aceite esencial de Eucalyptus globulus. (A)
Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de E. globulus sobre P.

stagnora. En rojo, area de inhibicion del aceite sin diluir.
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Figura 7. Prototheca wikerhamii frente al aceite esencial de Eucalyptus globulus. (A)
Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de E. globulus sobre P.

wikerhamii. En rojo, area de inhibicion del aceite sin diluir.



38

Figura 8. Prototheca zopfii frente al aceite esencial de Eucalyptus globulus. (A) Control
positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de E. globulus sobre P. zopfii. En
rojo, area de inhibicion del aceite sin diluir. En azul, crecimiento del alga sobre el area

de inhibicion.
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4.1.1 Susceptibilidad de las cepas frente al aceite esencial de E. globulus.

Todas las placas fueron incubadas en estufa de cultivo a 29 °C por tiempo de 3 a

5 dias, como se describe en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos.

La inhibicion del crecimiento de las cepas se evalud visualmente, registrando la
medida de los halos de inhibicién. En la tabla VI se presenta la medida de los halos

(mm) formados alrededor de los pocillos de las placas de agar Mueller Hinton.



Tabla VI. Medida de los halos de inhibicion (mm) de cepas de P. stagnora, P.

wickerhamii y P. zopfii frente al extracto de Eucalyptus globulus.

Aceite esencial de Eucalyptus globulus
Cepas

Sin diluir 1:10 1:100 1:1000 1:10000 EtOH

[]: PS (P. stagnora)
O : Pz (P. zopfii)
1 : pw (P. wikerhamii)

S/C: sin crecimiento o crecimiento escaso

40



41

Segun Toda et al. (1991), la actividad de un aceite se puede clasificar a
través de la medida del diametro de los halos de inhibicion. Los rangos de la escala que
utilizaron sefiala que la actividad puede ser clasificada como: marcada (diametro >16
mm), moderada (diametro <16mm - >12mm), ligera (diametro <12mm - >8mm) o sin

actividad (diametro < 8 mm).

Tomando como referencia esta clasificacion, es posible indicar que el aceite de
E.globulus sin diluir, presentd una actividad marcada frente a las diferentes cepas. Lo
mismo sucede en el caso de la dilucion 1:10, donde so6lo en uno de los casos la

actividad fue moderada.

Si bien no siempre la actividad fue marcada, el aceite de E.globulus, present6
actividad en todas las placas, inclusive en la menor de las concentraciones empleadas,

ya que el diametro de los halos de inhibicién, en ningun caso fue menor a 8mm.

4.1.2 Analisis por cromatografia de gases y espectroscopia de masa del aceite

esencial de Eucaliptus globulus.

Para los analisis cromatograficos del aceite esencial de eucalipto, se extrajo una
alicuota del mismo, la que fue diluida con n-hexano. 1 pL de esta muestra diluida fue
analizada en un cromatégrafo HP 6890 acoplado a un detector de masas HP 5973
provisto de una columna capilar Ultra 2 de 25m de longitud y de 0.2mm de diametro

interno. Para producir la separacion cromatografica de los compuestos presentes en los
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extractos, el cromatografo de gases fue mantenido a una temperatura de 70°C por 3

minutos y luego programado para subir 10°C/min hasta 300°C.

La identificacion de los compuestos se efectué por medio de una bdsqueda en la
biblioteca de espectros de masas. Para que un compuesto se considere identificado, el
porcentaje de correlacion entre el espectro de masas del compuesto presente en la
muestra y el espectro de masas proveniente de la biblioteca de espectros de masas

debe ser superior a 95%.

En la tabla VIl se sefialan los compuestos identificados, con su nombre, tiempo
de retencion molecular, y el porcentaje (4rea) de cada compuesto presente en la
muestra de aceite esencial, mientras que en la figura 9 se presentan los compuestos
identificados encontrados en mayor proporcion. EI mismo procedimiento fue realizado

con los demas aceites.



Tabla VIl. Compuestos mayoritarios identificados en aceite esencial de EG.

Compuesto TR (min) Area (%)
a-Pineno 16,42 12.07
B-Pineno 18 0.37
B-Mirceno 18,36 0.34
a-Felandreno 18,91 0.18
D-Limoneno 19,75 3.93
Eucaliptol 19,95 60.54
4-Terpineol 24,63 0.23
a-Terpineol 25,01 0.71
a-Terpineol acetato 29,43 3.53
Aromadendreno 32,64 0.38

B-Eudesmol 37,22 0.64
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’ CH,

Figura 9. Compuestos mayoritarios identificados en aceite esencial de Eucalyptus

globulus. (A) Eucaliptol (60,54%); (B) a-Pineno (12,07%).
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4.2 Actividad inhibitoria del extracto etandlico de Laurelia sempervirens frente a

las cepas de Prototheca spp.

Se realizaron ensayos de inhibicion contra distintas cepas de Prototheca spp. (P.
stagnora, P. wikerhamii y P. zopfii), en placas de agar Muller Hinton, como se describe
en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos, para evaluar la susceptibilidad de las

cepas frente a distintas concentraciones del aceite esencial de L. sempervirens.

Las figuras 10, 11 y 12 se presentan a continuacion, revelando algunos de los
resultados obtenidos. A partir de ellas es posible afimar que el extracto etandlico de
corteza de L. sempervirens presentd actividad inhibitoria frente a las cepas de

Prototheca spp. que se emplearon en este estudio.
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Figura 10. Prototheca stagnora frente al extracto etandlico de Laurelia sempervirens.
(A) Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de L. sempervirens

sobre P. stagnora. En rojo, area de inhibicién del extracto sin diluir.
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Figura 11. Prototheca wikerhamii frente al extracto etandlico esencial de Laurelia
sempervirens. (A) Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de L.

sempervirens sobre P. wikerhamii. En rojo, area de inhibicion del extracto sin diluir.
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Figura 12. Prototheca zopfii frente al extracto etandlico de Laurelia sempervirens. (A)
Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de L. sempervirens sobre

P. zopfii. En rojo, area de inhibicion del extracto sin diluir.
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4.2.1 Susceptibilidad de las cepas frente al extracto etandlico de Laurelia

sempervirens.

Como se describe en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos, todas las
placas fueron incubadas en estufa de cultivo a 29 °C por tiempo de 3 a 5 dias. Al cabo
de este tiempo, se registro la medida de los halos de inhibicion (mm) formados
alrededor de los pocillos de las placas de agar Mueller Hinton, resultados que se

presentan en la tabla VIIl.



Tabla VIII. Medida de los halos de inhibicion (mm) de cepas de P. stagnora, P.

wickerhamii y P. zopfii frente al extracto de L.sempervirens.

Aceite esencial de L. sempervirens

Cepas
Sin diluir 1:10 1:100 1:1000 1:10000 EtOH

3.1 18 13 11 12 12 0

[]: PS (P. stagnora)
O : PZ (P. zopfii)
O : pw (P. wikerhamii)

S/C: sin crecimiento o crecimiento escaso; N/D: no determinado; halo con forma irregular

50
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A partir de los resultados presentados en la tabla anterior, es posible apreciar
una vez mas, que el extracto puro o sin diluir presenta una actividad inhibitoria marcada

frente a las 12 cepas de Prototheca spp.

Al igual como sucedié en el caso del aceite esencial de E. globulus, a la menor
concentracion del extracto etandlico de L. sempervirens (1:10000), aun es posible
encontrar actividad inhibitoria, puesto que en ningun caso el diametro de inhibicion fue

menor a 8mm.

4.2.2 Analisis por cromatografia de gases y espectroscopia de masa del extracto

etandlico de corteza de Laurelia sempervirens.

Para los analisis cromatograficos del extracto de corteza de laurel, se extrajo una
alicuota de éste, la que fue diluida con n-hexano. 1 uL de la muestra diluida fue
analizada en un cromatégrafo HP 6890 acoplado a un detector de masas HP 5973
provisto de una columna capilar Ultra 2 de 25m de longitud y de 0.2mm de didmetro

interno, tal como se describe en la secciéon 4.1.

En la tabla IX se sefalan los compuestos identificados, con su nombre, tiempo
de retencion molecular, y el porcentaje (area) de cada compuesto presente en la
muestra de aceite esencial. En la figura 13 se presentan los compuestos identificados

encontrados en mayor proporcion.
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Tabla IX. Compuestos mayoritarios identificados en el extracto etandlico de

corteza de Laurelia sempervirens.

Compuesto TR (min) Area (%)
Isosafrol 19.63 12.94
Safrol 21.54 63.03
Espatulenol 24.29 6.60
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Figura 13. Compuestos mayoritarios identificados en extracto etandlico de corteza de
Laurelia sempervirens. (A) Safrol (63,03%); (B) Isosafrol (12,94%); (C) Espatulenol

(6,60%).
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4.3 Actividad inhibitoria del aceite esencial de L. philippiana frente a las cepas

de Prototheca spp.

Se realizaron ensayos de inhibicion contra distintas cepas de Prototheca spp. (P.
stagnora, P. wikerhamii y P. zopfii), en placas de agar Mueller Hinton, como se describe
en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos, para evaluar la susceptibilidad de las

cepas frente a distintas concentraciones del aceite esencial de L. philippiana.

Las figuras 14, 15 y 16 se presentan a continuacion, revelando algunos de los
resultados obtenidos. Se observa en las figuras una inhibicion ain mas marcada que en
los casos anteriores, apreciandose halos de mayor diametro. El efecto del aceite de L.

philippiana sobre las distintas cepas de Prototheca spp. es evidente.
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Figura 14. Prototheca stagnora frente al aceite esencial de Laureliopsis philippiana. (A)
Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de L. philippiana sobre P.

stagnora. En rojo, area de inhibicién del aceite sin diluir.
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Figura 15. Prototheca wikerhamii frente al aceite esencial de Laureliopsis philippiana.
(A) Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de L. philippiana sobre

P. wikerhamii. En rojo, area de inhibicién del aceite sin diluir.
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Figura 16. Prototheca zopfii frente al aceite esencial de Laureliopsis philippiana. (A)
Control positivo de crecimiento; (B) Efecto del aceite esencial de L. philippiana sobre P.

zopfii. En rojo, area de inhibicion del aceite sin diluir.
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4.3.1 Susceptibilidad de las cepas frente al aceite esencial de Laureliopsis

philippiana.

Las placas de agar Mueller Hinton fueron incubadas en estufa de cultivo a 29 °C
por tiempo de 3 a 5 dias, como se describe en la seccién 3.2.2.3 de Materiales y
Métodos. Posteriormente, se realizé un registro de la medida de los halos de inhibicion
(mm) formados alrededor de los pocillos de dichas placas. Los resultados se presentan

en la tabla X.
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Tabla X. Medida de los halos de inhibicion (mm) de cepas de P. stagnora, P.

wickerhamii y P. zopfii frente al extracto de L.philippiana.

Aceite esencial de L. sempervirens
Cepas

Sin diluir 1:10 1:100 1:1000 1:10000 EtOH

3.1 S/C S/IC S/IC S/C S/C 0

4.2 S/C S/IC S/IC S/C S/C 0

[]: PS (P. stagnora)
O : Pz (P. zopfii)
1 : pw (P. wikerhamii)

S/C: sin crecimiento o crecimiento escaso; N/D: no determinado; halo con forma irregular
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Como ya fue mencionado, segun la clasificacion de Toda et al., una actividad
inhibitoria marcada es aquella cuyo halo de inhibicion presenta un didmetro igual o
superior a 16mm. Como es posible observar en la tabla X, en las tres placas que
presentaron crecimiento, el aceite esencial sin diluir de L. philippiana posee una
actividad inhibitoria marcada, mientras que en la mayor de las diluciones, sigue
teniendo actividad, siendo ésta moderada. En las demas placas, es decir, 9 de las 12

placas, la inhibicion fue total.

4.3.2 Analisis cromatograficos del aceite esencial de Laureliopsis philippiana.

Para los analisis cromatograficos aceite esencial de tepa, se extrajo una alicuota
de éste, la que fue diluida con n-hexano. 1 uL de la muestra diluida fue analizada en un
cromatoégrafo HP 6890 acoplado a un detector de masas HP 5973 provisto de una
columna capilar Ultra 2 de 25m de longitud y de 0.2mm de diametro interno, tal como se

describe en la seccién 4.1.

En la tabla Xl se sefialan los compuestos identificados, con su nombre, tiempo
de retencion molecular, y el porcentaje (4rea) de cada compuesto presente en la

muestra de aceite esencial.
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Tabla XI. Lista de compuestos identificados en el aceite esencial de LP.

Compuesto TR (min) Area (%)
a-Pineno 16.44 0.88
a-Felandreno 18.94 0.17
B-Felandreno 19.82 1.80
B-trans-Ocimeno 20.34 0.14
Safrol 28.03 96.92

B-Eudesmol 37.25 0.09
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5. DISCUSION

La Prototecosis es una enfermedad cronica infrecuente causada por especies de
Prothoteca spp., tradicionalmente incluida entre los hongos, es considerada un alga sin
clorofila que afecta con mas frecuencia a la piel, tejidos blandos y causa bursitis del

olecranon.

Una Prototecosis causada por P. wickerhamii o P. zopfii es una enfermedad
emergente tanto en animales como en seres humanos. En bovinos, P. zopfii es una
causa importante de mastitis ambiental. En perros y gatos, la Prototecosis es causada
principalmente por P. zopfii, mientras que en el hombre, es causada principalmente por

P. wickerhamii, donde se manifiesta de diferentes formas.

Hasta hace algunos afios, se desconocia la presencia de algas del género
Prototheca en nuestro pais como causantes de mastitis bovina. Fue recién en 2011, en
donde se dio a conocer, el primer aislamiento de Prototheca zopfii en Chile (Zaror et al.,

2011).

En el presente trabajo, se realiz6 la evaluacion de la actividad inhibitoria de los
aceites esenciales de E. globulus y L. philippiana y el extracto de L. sempervirens,
frente a 12 cepas del alga Prototheca spp. Para este efecto, se empled una version
modificada del método de difusion en agar Mueller Hinton o método Kirby-Bauer, como
se describe en la seccion 3.2.2.3 de Materiales y Métodos, determinando luego la

medida de los halos de inhibicién formados alrededor de los pocillos.
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Los resultados de la actividad inhibitoria de los aceites esenciales empleados,
pusieron de manifiesto la actividad presentada por los mismos frente a las especies P.

stagnora, P. wikerhamii y P. zopfii.

Se encontré que la actividad inhibitoria tanto del extracto como de los aceites
obtenidos de las especies vegetales en estudio, fue marcada en todos los casos (Toda
et al., 1991), cuando el aceite se encontraba sin diluir. Si bien fue ligera, a la menor
concentracion, que correspondia a la dilucion 1:10000, adun se encontré actividad

inhibitoria, por lo que no fue posible determinar la CMI de los aceites.

El aceite de L. philippiana fue el que evidencié un mayor grado de inhibicion, lo
que no sélo queda demostrado por los resultados de las tablas, sino que es posible
apreciar a simple vista, a través de la comparacién de las figuras presentadas con
anterioridad. Este aceite inhibié el crecimiento total de 9 de las 12 cepas de Prototheca
spp., es decir, en un 75% de las placas no existié ningun tipo de desarrollo de las algas,

mientras que en el 25% restante, la actividad fue entre marcada y moderada.

Si bien las placas fueron controladas entre los dias 3 y 5 de cultivo para
determinar la medida de los halos de inhibicién, se realiz6 un segundo control,
aproximadamente a la semana de cultivo, manteniendo las placas bajo las mismas
condiciones. Esto se realizé para determinar el efecto de los aceites en el tiempo, vale
decir, si presentaron actividad algicida o no. Los resultados revelaron que sélo el aceite
de L. philippiana present6 actividad algicida, ya que el efecto del aceite se mantuvo sin
variacion hasta la segunda observacion. En el caso del aceite de E. globulus y el

extracto de L. sempervirens, algunas algas fueron capaces de crecer sobre el halo de
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inhibicion (como se puede observar en la figura 8B, pagina 38), o que no les confiere a
estos aceites la propiedad algicida. Esto sucedio so6lo en algunas cepas de P. stagnora

y P.zopfii, las que parecieron ser menos susceptibles a los aceites.

Con respecto a esto ultimo, P. wikerhamii evidencié ser la especie en estudio
mas sensible a la exposicion a los aceites, lo que se demuestra por el nulo o escaso
desarrollo de casi la totalidad de las cepas frente a cualquiera de los aceites. Similares
resultados obtuvieron Cuc et al. (2010), en un estudio donde se enfrentaron cepas de P.
zopfii y P. wickerhamii provenientes de vacas con mastitis a los aceites esenciales
obtenidos del arbol del té (Maleleuca alternifolia), menta (Mentha piperita) y ajedrea
(Satureja hortensis), siendo P. wikerhamii la especie que presenté la mayor
susceptibilidad en todos los casos, presentando ademas, susceptibilidad frente al aceite

esencial del abeto blanco (Abies alba) y orégano (Oreganum compactum).

Con relacion al efecto del solvente sobre las algas, en ningln caso se observo

actividad inhibitoria, por lo que los resultados son sélo imputables a los aceites.

Los analisis quimicos realizados para determinar los principales compuestos de
los aceites esenciales implicados en la accién inhibitoria, arrojaron que en caso del
aceite esencial de E. globulus los principales compuestos fueron el monoterpeno
oxigenado 1,8-cineol (eucaliptol), con un 60,54% de abundancia relativa y el
hidrocarburo monoterpénico alfa-pineno con un 12,07% (tabla VII, pagina 43). Los
resultados obtenidos no discrepan con otros estudios de similares caracteristicas, en
donde se ha reportado la composicién quimica de los aceites esenciales de diferentes

especies de eucaliptos pertenecientes a distintas regiones del mundo, siendo en todos
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los casos, el compuesto 1,8-cineol identificado como principal constituyente de las
muestras. En Uruguay, se ha reportado una abundancia relativa del 64.5%, en Cuba de
un 77%, 86.7% en California, 58-82% en Morocco, 48.7% en Africa, y un 50-65% en

Argentina (Dethier et al., 1994, Viturro, 2003; Derwich et al., 2009; Noumi et al., 2011).

Segun Montes et al., (2001), el componente mas importante del aceite esencial
de L. sempervirens, es el monoterpeno oxigenado safrol, lo que se condice con los
resultados obtenidos en este trabajo, donde la abundancia relativa de este compuesto
fue de un 63,03% para L. sempervirens, y un 96,92% para L. philippiana, ambas
especies pertenecientes a la familia Monimiaceae (tablas IX y Xl, respectivamente). En
el caso del extracto etandlico de corteza de L. sempervirens, destaca ademas, la

presencia de isosafrol (12.94%) y espatulenol (6,60%).

Si bien ha sido posible caracterizar los componentes de los aceites esenciales
de E. globulus y L. philippiana, a través CG-EM, no sucede lo mismo en el caso del
extracto AcOet de corteza de L. sempervirens, porgue la técnica CG-EM identifica los
compuestos volatiles, mientras que los no volatiles pueden ser retenidos en la columna
y/lo ser descompuestos en la inyeccion de la muestra al equipo, por tanto, los
compuestos identificados en el extracto de LP, no corresponden a la totalidad de los
compuestos presentes en la muestra, y la actividad biolégica que presentd este
extracto, puede o no deberse en alguna medida, a algun tipo de compuesto minoritario
no volatil y por tanto, no identificado, ya que, segun Zapata et al., (2010), incluso los

compuestos minoritarios pueden tener una funcion critica.



66

Diferencias relacionadas con la composicion de los aceites, en cuanto a la
abundancia relativa de ciertos constituyentes identificados, pueden explicarse si se
consideran las variaciones en las condiciones ecolégicas, como el clima, tipo de suelo,
estacion del afio o lugar geografico en el que se desarrolla la planta; asi como las
condiciones de extraccion (método de extraccion, tiempo, condiciones de la materia
prima), factores que pueden producir en el aceite cambios cualitativos y cuantitativos

(Duran et al., 2007).

Segun diversos estudios realizados, se ha encontrado que la actividad
antimicrobiana presentada por los aceites esenciales, se debe en gran medida, a la
presencia de terpenoides; teniendo mayor actividad los terpenoides que contienen
grupos alcoholes, luego los que poseen aldehidos y por dltimo los que tienen grupos
ceténicos. Asi mismo, algunos autores plantean que los aceites con un alto porcentaje
de compuestos terpenoides del tipo fendlicos poseen notables propiedades

antimicrobianas (Sikkema et al., 1995; Maguna et al., 2006).

Becerra et al., (2002) y Solis et al., (2004) han reportado la actividad antifangica
de terpenos naturales aislados de extractos de especies de gimnospermas chilenas, de
la familia Podocarpaceae y Cupressaceae, respectivamente. Segun Solis, en general,
un grupo fendlico unido a al menos un grupo hidroxilo confiere lipofilia y acidez a una
molécula, factores importantes en la actividad antifangica. Sus resultados sefialan que
los diterpenos fendlicos con mas grupos hidroxilo, presentan mayor actividad sobre
bacterias y hongos, concluyendo que para que exista actividad antifingica, se deben

considerar factores como el grado de lipofilia y el grado de conjugacién molecular.
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Un mecanismo de accion especifico de estos compuestos aun no ha sido
claramente caracterizado, pero se propone actualmente como posible sitio de accion, la
membrana celular, donde los terpenoides surtirian efecto desencadenando una serie de

procesos que podrian arribar a la muerte celular.

Uno de los principales mecanismos de accion propuestos para los terpenoides
consiste en la disrupcién de la membrana celular mediante 3 posibles vias: aumentando
la permeabilidad de la membrana a iones pequefios, afectando la estabilidad estructural
de la membrana y desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica,

cualquiera de estos 3 efectos produce la muerte en la célula (Helander et al., 1998).

En los tres andlisis quimicos realizados, los resultados arrojaron que los
principales compuestos identificados corresponden a monoterpenos oxigenados,
eucaliptol en el caso de E. globulus, y safrol en el caso de L. sempervirens y L.

philippiana.

Segun Kubo et al., (2001), moléculas del tipo terpenoide presentes en los aceites
esenciales, estarian actuando especificamente sobre los sitios activos de algunas
enzimas, lo que se podria deber a que los oxigenos presentes en terpenos tipo aldehido
reaccionan con nucledfilos bioldgicos, posibilitando el blogueo de la sintesis de

ergosterol, el mayor componente de la membrana plasmatica.
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A patrtir de los resultados obtenidos en este estudio, es posible concluir que:

Existe actividad inhibitoria de los aceites obtenidos de las especies EG, LS y
LP, siendo esta Ultima, la especie que presentd una mas marcada inhibicion,

frente a cada una de las especies de Prototheca spp.

La especie con mayor susceptibilidad a los aceites fue P.wikerhamii, quien

fue inhibida casi en su totalidad, por cada uno de los aceites.

La flora chilena es una fuente potencial de compuestos bioactivos, incluyendo

algunas con actividad antifungica y/o microbiana.

Estos estudios preliminares son muy interesantes, ya que abren las puertas
para que nuevos estudios puedan realizarse, o que permitiria la validacion

del uso tradicional de las plantas en el tratamiento de infecciones.

Si bien los resultados in vitro fueron alentadores, es importante y necesario
analizar el efecto y toxicidad de estos compuestos in vivo, para determinar la
aplicabilidad practica de los aceites y/o sus constituyentes como nuevos

algicidas en cuadros de Prototecosis.
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7. ANEXOS

71 Medios de cultivo

7.1.1 Caldo nutriente (1 litro)

Composicion:

EXIracto A€ IS, .. 3,09
Peplona. ... 5,09
Agua destilada csp™.......ccoiiiiii 1000mL

* : cantidad suficiente para

Preparacion:

Se suspenden 8g de polvo en un litro de agua purificada. Se mezcla bien. Se
calienta, agitando frecuentemente, y se deja hervir durante un minuto. Se autoclava a

121°C durante 15 minutos. Se distribuye en tubos estériles y se conserva refrigerado.
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7.1.2 Medio Agar Sabouraud (1 litro)

Composicion:

Digerido pancreatico de CaseiNa............vcoeuieiiniiiiiiiiniiieienes 5,09
Digerido péptico de tejido animal................ccooiiiiiiiiiiii, 5,09
D11 (0 1S7- 40,09
A AT 15,09
Agua destilada CSP™.....covieiii i 1000mL
PH 56+ 0,2
Preparacion:

Se adicionan 65g de medio deshidratado a 1000ml de agua destilada y se
calientan hasta su completa disolucién. Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15
minutos y se distribuye en tubos estériles. Para mejor conservacion, almacenar

refrigerado.
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7.1.3 Medio Agar Mueller Hinton (1 litro)

Composicion:

Extracto de carne bovina..........oooueiiiii s 2,09

Hidrolisado acido de caseina............cocooiiiiiiiiiiii i 17.5¢9
AlMIAON. 1.59
o = | 15¢g

AQUA deStIlada COP..vuunie i 1000mL
PH e 7,3+0,1
Preparacion:

Se suspenden 38g de medio deshidratado en un litro de agua destilada. Se
calienta con agitacion frecuente y se deja hervir durante 1 minuto. Se esteriliza a 121°C
durante 15 minutos. A continuacion se distribuye en placas Petri, sobre una superficie

horizontal.
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