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Resumen

Se investigd la presencia de promotores del crecimiento celular en matas algales
seleccionadas y cosechadas en el Arrovo Aguas Calientes, en el area del Domuyo
(Neuquén, Argentina). Los analisis cromatograficos demostraron la presencia de
péptidos intracelulares, aminodcidos, derivados indélicos y acidos nucleicos. Estas
sustancias, potencialmente inductoras y aisladas de matas algales frescas, serian
responsables de los rapidos efectos curativos al aplicarse directamente sobre |a epider-
mis de pacientes con dolencias dermatolégicas. El ecotipo mas activo correspondio al
definido como “verde-azulado™ que incluye diferentes especies del género Phormidium
y Mastigocladus laminosus. Los andlisis comparativos entre los extractos de hidrolisis
moderada y los de hidrolisis drastica demostraron que los péptidos detectados son de
relativo bajo peso molecular y de estructura dimérica y bioldgicamente inactivos,
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2. Potential growth promoters in algae from Domuyo (Neuquen Province,
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Summary

Chromatographic screening of celullar growth stimuiants were performed on selected
cyanobacterial algal mats collected in the Aguas Calientes stream at the Domuyo area
(Neuquén, Argentina). The analysis showed the presence of intracellular peptides,
aminoacids, indol and nucleic acid derivatives. These potentially inductive substances
would be responsible for the fast curative effects, previously obtained with fresh algal
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mats, directly applied on damaged human skin. The most active ecotypes analyzed were
the those called “biuish-green” which included different Phormidium species and
Mastigocladus laminosus. The comparative analysis between moderately and drastically
hydrolized products showed that the detected peptides probably have a dymeric molecu-
lar structure and biologically inactive.

Introduccion

Los efectos curativos obtenidos con matas algales frescas aplicadas sobre la piel
enferma de pacientes con distintas dolencias fueron sefialados por Alvarez(1.2.3) y se-
rian debidos a un posible efecto antibidtico y a las propiedades simultaneas regenera-
tivas de las matas algales de cianobacterias “verde azuladas®. Los ejemplares de ma-
tas “rosadas”, derivadas del anterior por exposicion natural a temperaturas mas eleva-
das, evidenciaron un efecto biolégico menor. Estas propiedades antimicrobianas de los
diferentes ecotipos de las matas algales fueron demostradas en los resultados de un
trabajo anterior(4),

La actividad antibidtica fue detectada frente a Staphylococcus aureus y Candida
albicans, luego de extraer respectivamente los hidrolizados de los extractos de las
matas algales con metanol, acetato de etilo y éter etilico. Las propiedades antibacteria-
nas se relacionaron con el posible efecto sinérgico de acidos organicos y fendlicos,
mientras que los antifingicos, muy activos, se atribuyeron a moléculas volatiles no
saturadas.

Los extractos mas activos de las matas algales normaies incluyen cinco especies

de Phormidium : P. tenue (Menegh.) Gom; P. treleasei Gom., P subuliforme Gom., F.
fragile (Menegh.) Gom. y P. laminosum (Ag.) Gom. y Mastigocladus laminosus Cohn en
interaccidn con otras cianobacterias menos abundantes.
La existencia de un tercer ecotipo “blanco”, sobreviviente en el habitat bajo condiciones
de temperatura extrema, sugiere la gradual destruccion de los pigmentos fotosinteticos
y el empobrecimiento del contenido algal. La temperatura (65 °C) y el pH (7,7) alcalino
del agua del arroyo produciria la lixiviacion “in situ” de las sustancias activas.

La bibliografia refiere diferentes metabolitos obtenidos de cianoficeas continenta-
les que podrian actuar como posibles promotores de crecimiento, tales como el 1-
aminopropano de Microcystis sp.(5); la excrecion de aminoacidos en Calothrix brevissima
West(6), en Aulosira fertilissima y Anacystis nidulans (Richt.) Dr.{7); aminoacidos, pép-
tidos y amidas, purinas y pirimidinas de células hidrolizadas de Nostoc muscorum (AQ)
ex Bornet & Flah(8.9), Se indica la produccién de vitamina B4, en cultivos de Anabaena
flos-aquae (Lyngbye) Brebisson(10).

Por otro lado, Gupta & Shukla(1!) y Gupta & Argwal(12) refieren en sus bioensayos,
la presencia de sustancias similares a la giberelina en los extractos de Phormidium
faveolarum Gom. También otros autores citan la posible presencia de acido indol-ace-
tico en Nostoc muscorum n® 79 al13),

Ademas, otros trabajos consideran los efectos promotores de! crecimiento, ya sea
como morfogenéticos en Nostoc muscorumi14}, o como inductores en diferentes espe-
cies de algas azules(15, 16, 17, 18),
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Las Unicas referencias de promocion de crecimiento por cianoficeas termales son
las que citan Tassigny & Lefévre(19) quienes consideran la excrecion de “cianoestimu-
linas” como inductoras de la division celular en plantas y animales.

Luego de los trabajos de Feller(20), los posibles usos de las cianobacterias terma-
les se han extendido a la terapéutica veterinaria, y los efectos promotores de creci-
miento se ensayaron sobre fibroblastos de ratas y cobayos. Otros procesos, como los
efectos balsamicos y sedantes sobre procesos curativos uicerosos, también han sido
citados por Feller.

Ei objetivo de este trabajo es comparar el contenido de aminoacidos y péptidos de
los diferentes ecotipos de matas algales. Se detectaron, ademas, otros derivados indé-
licos y nucleicos; se supone que representan potenciales inductores bioterapéuticos,
ya sean nutricionales, hormonoidales o de naturaleza mas especifica. Por esta razdn,
no solo se explicarian los efectos antibioticos sino también los resultados preliminares
obtenidos por Alvarez(1) sobre la regeneracion de tejidos epidérmicos (ficoterapia).

Materiales y métodos

Las muestras de matas algales fueron recolectadas en el Arroyo Aguas Calientes
en marzo de 1990 y preservadas en metanol. Posteriormente se trataron siguiendo las
secuencias de extraccion descriptas por Accorinti & Wenzel(4) (Tabla 1).

Muestras algales | Temperatura Volumen Agregado Extracto Extracto crudo
ecotipos Arroyo 2C mata metanol flitrado
mi mi/pH mi metanol | ac. etlig|

1. verde-azulado

mucilaginoso 40 - 45 100 100 90/5.5 im 1 ae
2. verde-azulado

desflecado 59 - 60 50 50 45/6.0 2m 2 ae
3. rosado 60 - 65 30 30 25/5.5 3m 3 ae
4. blanco 60 - 65 30 30 25/5.5 4m 4 ae
5. mezcla

(1+3+4) 40 - 45 30 30 25/5.5 5m S ae

Tabla 1. Extracciones de las matas algales (1-5)

Las cromatografias de los exiractos “crudos” extraidos con metanol o con acetato
de etilo se realizaron segun las técnicas de Smith(21) para las sustancias solubles en
agua. Las resoluciones de péptidos y aminoacidos se obtuvieron de los extractos cru-
dos y de sus subfracciones gradualmente hidrolizadas.

La hidrélisis suave se obtuvo agregando gotas de HCI 2N hasta un valor de pH:2-
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3, en tubos de ensayo “abiertos” y calentando en bano de agua a 100 2C durante 15
minutos o 5 horas.

La hidrdélisis drastica se llevo a cabo agregando HCI 6N y calentando las muestras
en ampollas cerradas durante 22 hs. El hidrolizado de este tratamiento drastico permi-
tio la deteccién individual de los aminoacidos que se analizaron por cromatografia ga-
seosa (GLC) en un aparato Beckmann 119 CL corriendo muestras de 10 pl.

Las muestras hidrolizadas (10 y 30 ul) se corrieron sobre papel Whatman 1 o 3MM
con el sistema de solventes butanol: acido acético: agua (120:30:50).

Para la separacion de péptidos y aminoacidos se sembraron 300 pl del extracto
crudo 5 ae a lo largo de la linea de partida sobre papel Whatman 3MM. Tomando como
testigo de revelado una fraccion representativa del total del cromatograma el resto fue
fraccionado a distintos Rf, y eluido con metanol. Posteriormente, los extractos corres-
pondientes a distintos Rf fueron concentrados sobre pequenos volumenes de agua
destilada y finalmente evaluados en antibiogramas frente a S. aureus y C. albicans.

Se utilizaron reactivos reveladores: ninhidrina (N), ninhidrina-pirimidina (NP) y
ninhidrina-acido acético glacial (NA), ensayados a 80 °C,

Se ust el reactivo de Ehrlich (E) para la deteccién preliminar de los productos
inddlicos, azul de bromofenol-nitrato de plata (ABF-NP) para los derivados de acidos
nucleicos (purinas y pirimidinas, nucleosidos y nucleotidos), complementando con ex-
posicion a lamparas de U.V. (250 ym, tipo chromatolite).

Resultados

Las figuras 1 y 2 sefalan los resultados obtenidos.

Ecotipos de matas algales
A
m 2m 3m 4m 5m
1.00
|
.90 89 p .zg 90
85 87 pr ' a6
B2 Az-p .82
.80 79 79
77 Mr 78 !
A5 Y

Condiclones: W1, BAA, 26 hs., 10 ul, H2, N. - Ref promed|o: .76; .80; .86; .90 (3 corridas, 12 lecturas)

Fig. 1: Analisis comparativo de los diferentes extractos de Jos ecotipos (1m-5m) con hidrolisis suave {{ *)
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Analisis comparativo del extracto "crudo” 5 ae (ecotipos1; 1+3+4) gradualmente hidrolizados

hasta el tratamiento drastico. ( *)

Fig. 2:

20



Domingueria - Voi. 12 - N1 - 1995

{(*) Referencias y abreviaturas

Ecotipos de matas algales (1-5): 1. verde-azulado mucilaginoso; 2. verde-azulado desflecado, 3. rosados: 4. blancos;
5. mezcla ([ +3+4},

Extractos: ecotipos metandlicos (1m a 5m): ecotipos con acetato de etilo (1 ae a 5 ae)

Condiciones de hidrolisis: extracto crudo, |- crudo -; H2 - hidrolisis suave (2N HCULS/100°C) -, H3 - adrdlisis suave
(SN HCI/15'/100°C)-; H4 - hidrélisis drastica (SN HC1/Shs/100°C, NP)-;, H6 - hidrolisis drastica (6N HC/22 hs/100°C.,
GLC)

Condiciones cromatogaficas: - W 1: Whatmann (10-30 ul);, 3MM: Whatmann (15-30 ul): BAA: butanol: acido acéti-
co-agua: (120:30:50); tiempo de corrida ascendente: hs.

Reactivos de revelado: N: ninhidrina {péptidos ¥ aminoacidos); NA: minhidrina - dcido acético glacial - agua; NFP:
ninhidrina pirimidina; GLC: cromatografia liquida - gaseosa. E: Ehrlich (denivados indolicos). ABE/NP: azul de
bromofencl / nitrato de plata {derivados de acidos nucleicos).

Reacciones de color: Az; azul; M: marron: Ve: verde; g; gris; p; purpura, 1 rosado; R rojo; C: celeste; Vi: violeta;
Am: amarillo.

Al comparar los diferentes extractos de los ecotipos 1m, 2m y 5m de las matas
algales, luego de aplicar hidrdlisis suave (H2), mostraron manchas nitidas ninhidrina
positivas. Los extractos de los ecotipos “rosado” 3my “blanco” 4m no reaccionaron(Fig.1).

El extracto crudo 5ae rindié manchas ninhidrina positiva (Fig.2). Alicuotas de los
extractos sometidos a hidrdlisis graduales mostraron resultados similares con excep-
cion de las areas centrales H3, H4 y H5, que fueron negativas debido al acido clorhidri-
co residual adsorbido en ia zona. Este acido residual causo la excesiva digestion
de los productos correspondientes, previamente detectados como derivados e la proxi-
midad del frente del solvente (cromatogramas H4 y H5).

Ademas, el extracto crudo 5 ae permitio, en forma preliminar, poner en evidencia
varios compuestos indolicos (Rf 0.43, 0.52, 0.74, 0.94 y 0.98) que se identificaron con
el reactivo de Ehrlich.

Alicuotas de los extractos 1m, 3m y 4m, luego de la hidrolisis suave (H2) aplicando
ABF/NP, dieron reaccion positiva (azul “real’-"royal-blue”- del complejo de plata) para
derivados de acidos nucleicos (Rf 0.40).

La elucion metandlica de un cromatograma preparativo del extracto crudo 5 ae
rindi® 8 bandas de reaccion positiva a la ninhidrina (N). Todas resultaron inocuas frente
a S. aureus y C. albicans

Se comprobd que el acetato de etilo resultd mas efectivo que el metanol para el
aislamiento de los péptidos.

Discusion

Las reacciones negativas de ninhidrina para las muestras 3m y 4m (Fig.1) confir-
man la hipétesis previa de que los ecotipos rosados y blanco derivarian del normal
“verde-azulado” y se hallan en un proceso destructivo gradual.

Ademas, se comprobé que las matas algales rosadas presentan un menor efecto
antibidtico gue el ecotipo normall4). La ausencia de aminoacidos y péptidos sugiere
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que esas matas no resultan convenientes como inductoras de crecimiento de tejidos
epiteliales.

Los ecotipos azul-verdosos resultan los mas adecuados para utilizar en ficoterapia,
ya sea por aplicacion directa de los especimenes frescos, o por el uso de los respecti-
vos extractos “crudos” hidrolizados debido a sus efectos antibidticos e inductivos.

El contenido total de péptidos de la mata normal verde-azulada, detectada en los
diferentes extractos hidrolizados y analizados por cromatografia en papel, parecen
mantener una relacion constante 1:2 respecto del nimero total de unidades de aminoa-
cidos del analisis por GLC. Estas relaciones permiten asumir que la deteccién peptidica
corresponderia a productos de bajo peso molecular (probablemente dipéptidos). Este
aspecto se esta analizando mediante el aislamiento del tamafo molecular y los corres-
pondientes bicensayos.
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