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Valoraciones biologicas de algas
termales argentinas

I. Propiedades antibacterianas y antifungicas de
algas termales del Domuyo
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Resumen: Matas algales y pelides, termominerales y vegetales, del
arroyo Aguas Calientes contiencen principios antimicrobianos.

Se definicron tres ecotipos en correlacién al aumento de la
temperatura del agua; el normal (verde-azulado) incluia
ctanobacterias con predominancia de Phormidium sp. ¥y
Mastigocladus laminosus.

Los extractos, seguidos de hidrélisis dcida, se evaluaron frente a
Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Los andlisis cromatogrificos seflalaron actividad rclacionada con
4cidos grasos vy fendlicos (antibacterianos) y con radicales voldtiles
no saturados (antifingicos).

El pH alcalino y el gradiente térmico, in situ, producirian la
lixiviacién natural de los principios activos.

Los resultados se relacionan con la primera ficoterapia.

Algal mats and thermomineral and thermovegetable
-peloides from Aguas Calientes stream, contain
antimicrobial principles.

Summary: Three ecotypes were defined, correlated with water
temperature increment; the normal (bluish-green) included
cyancbacteria, with Phormidium sp. and Mastigocladus laminosus
predominance.

Extracts followed by acid hydrolysis, were evaluated facing

PALABRAS CLAVES: Matas algales termofilicas - cianobacterias - antibacterianos -
antifingicos - ficoterapia.

KEY WORDS: Thermuphlhc algal mats. Cyanobacteria. Antibacterial. Anhfungal
Phycotherapy.
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Staphylococcus aureus and Candida albicans.

Chromatographic analysis showed activity related to fatty and
phenolic acids (antibacterial) and to non satured volatile radicals
(antifungal).

The in situ alkaline pH and the thermal gradient, would be the
ecological factores producing the natural lixiviation of those active
principles.

Results are related with primary phycotherapy.

Introduccion

La bibliografia registra numerosas evaluaciones in vitro de principios
bioactivos con efectos antibacterianos y antifiingicos producidos por algas verde-
azuladas o cianobacterias (1-12).

Las referencias incluyen principalmente estudios realizados con especies
mesotermales, continentales y marinas. En los tltimos diez afios de revision sobre
el tema no hemos hallado ensayos de antibiosis procedentes de algas termales
procariotas. .

Las cianobacterias de fuentes termales de altos registros térmicos, son
herramientas adecuadas para la investigacion del origen de la vida en nuestro
planeta (13, 14).

Los productos bioactivos de cianobacterias termales se generarian a través de
similares vias metabdlicas a las de las mesotermales (aunque evolutivamente éstas
tltimas serian derivadas de las primeras).

Se sugiere que debido a su hdbitat tan particular, las especies de altas
temperaturas producirian metabolitos poco comunes. Estas especies podrian
exhibir estructuras quimicas diferentes debido a sus distintivas biomoléculas
fundamentales. |

Por otra parte, la adaptacion al termalismo se relaciona, a nivel molecular de
estructura-funcién, con el primitivismo organico como el originado durante la
biogénesis.

En general, existen pocas referencias puntuales sobre el uso de algas termales
en terapéutica (15, 16).

En la década del 70 el doctor Gregorio Alvarez, pionero cn nuestro pais en
aplicar la ficoterapia con especimenes similares a los empleados en este trabajo,
comprobd efectos curativos en diversas afecciones epidérmicas.

A partir de los resultados preliminares obtenidos por el doctor Alvarez nos
propusimos realizar la evaluacién in vitro de los efectos curativos de las matas
algales objeto de nuestro estudio, suponiendo que podrian corresponder, entre
otros, a principios anatibacterianos y antifingicos.
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Materiales y métodos

Las matas algales se cosecharon en el arroyo Aguas Calientes y las
consideradas normales o verde-azuladas, incluyeron las siguicntes especices
referidas de acuerdo con su gradiente de abundancia: Phormidium tenue, Ph.
trelasei, Ph. subulivorme, Ph. fragile, Ph. laminosum (+++); scguidos por Mastigocladus
laminosus (++), Aphanocapsa sesciasensis (+); Lyngbya allorgei y con menor
representatividad Plectonema dangeardii, Microchate bulbosa, Nostoc nuscorum y N.
calcicola (Wenzel y Halperin, com. pers.).

Dichas matas formaban una estructura mucilaginosa que incluia una red
heterogénea de filamentos de las diversas especies, aunque limitadas en su parte
externa por las especies predominantes en creciminto laminar superpuesto. Las
matas crecian sobre rocas o fijadas al suelo fangoso del arroyo, siendo
constantemente lavadas por la corriente.

Las mucstras se cosecharon a lo largo de 2 kilémetros del gradiente térmico,
entre 40 y 65°C. Los diferentes ecotipos se clasificaron en correlacion con la
temperatura del agua. Ademas de los especimenes fijados para el estudio de
clasificacion sistematica, se obtuvieron duplicados para las extracciones quimicas,
fijindolas en metanol.

Los ecotipos fueron primariamente clasificados por su coloracion natural. Las
muestras verde-azuladas crecian entre 40 y 45°C; las rosadas y las decoloradas o
blanquecinas, entre 60 y 65°C.

Las extracciones de los metabolitos solubles en agua, con metanol y acetato de
ctilo sc programaron de acucrdo con Stahl y Schorn (19). Las secuencias de
extracciones se indican en la Tabla 1.

Los extractos se obtuvieron moliendo las muestras en un mortero, usando el
mismo solvente en que fueron preservadas.

Luego de filtrar y medir el pH, los extractos sc concentraron por evaporacion
del solvente.

Los distintos extractos crudos dieron voliimenes diferentes, de acuerdo con el
contenido acuoso de la masa algal original. Cada muestra residual de la extraccion
alcoholica fue reextraida con acetato de etilo como segundo solvente y ensayada
por separado.

Los cfectos antibibticos se evaluaron usando la técnica de antibiogramas de
discos en cajas de Petri, contra la bacteria Staphylococcus aureus sembrada en
superficie sobre medio sélido Oxoid-agar y contra el hongo Candida albicans sobre
medio sélido Sabouraud-agar. En todos los ensayos se usé 0,05 ml de extracto
crudo y/o hidrolizado y los resultados se leyeron a las 24 horas de incubacion a
35°C. La actividad se refirié a milimetros de halo de inhibicién.

Las biocromatografias se hicieron con el papel cromatografico desarrollado,
cortando areas del mismo y aplicandoselas segtin la técnica de antibiogramas,
previa deteccién quimica de una zona estandar del papel usada como guia
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FIGURA 1: Referencias y abreviaturas:
Reactivos de revelado: 1. Purinas, pirimidinas, nucleétidos/nucledsidos (nitrato de plata-azul de bromofenol). IL.
Acidos organicos (verde de bromocresol). I11. (1) Acidos fendlicos (nitrato de plata); 2} azdcares (AY) (nitrato de plata-
hidréxido de amonio/90°C). IV. Fenoles (clorure férmico acidulado con dcido clorhidrico). V. Aminodddos y/o péptidos
(ninhidrina).¥: Sustancias no saturadas (vapores de iodo en cdmara saturada). Reacciones de color: A {reaccidn dddal;
B (reaccién basica); az (azul); pa (pardo); g/o (gris oscuro); calcastafio); ce (celeste); g/c (gris claro); pu (pirpura); r
(rosado); am (amarillo); AF (acidos fendlicos)
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comparativa. La hidrolisis acida suave se realizé con HCI 2N, hasta ajustar a pH 2-
3, en tubos de vidrio abiertos, calentando en bafio de agua a 100°C durante 15
minutos y procediendo luego a la extraccion con éter sulfarico.

Los andlisis cromatograficos se hicieron siguiendo las técnicas de Smith (20),
sobre papel Whatman N®1, usando (BAA): butanol-acido acético-agua (120:30:50)
como solvente de corrida ascendente, sembrando 10 pl de extracto crudo y/o
hidrolizado. L.as cromatografias preparativas se corrieron con papel Whatman N3
MM, sembrando 300 ul a lo largo de la linea de partida.

Luego de la correspondiente deteccién quimica, realizada sobre un sector
estandar del cromatograma desarrollado, las zonas a usar en las evaluaciones se
eluyeron con metanol.

Los extractos eluidos se concentraron sobre pequefios volimenes de agua
destilada. | . | |

Los reactivos de revelado para sustancias hidrosolubles correspondieron
también a las técnicas indicadas en Smith (20) y los resultados se registran en la
figural.

Resultados

Los antibiogramas preliminares, realizados con alicuotas de los extractos
crudos (0,05ml) y procedentes de las extracciones con sendos solventes (Tabla 1),
rindieron resultados inocuos frente a los microorganismos patrones.

Alicuotas de 1 ml de los extractos metandlicos crudos (Im, 3m y 4m) se
transfirieron respectivamtne a 1 ml de agua destilada. Luego de provocar la
hidrélisis dcida suave, cada extracto acuoso fue reextraido con éter sulfirico (Sml) y
las respectivas fases etéreas de nuevo transferidas a 1 ml de agua destilada hasta la
total evaporacion del solvente.

Los antibiogramas evidenciaron importante inhibicién contra S. aureus y
mayor efecto antibiético contra el crecimiento de C. albicans (Tabla 2).

Similares resultados se obtuvieron con los peloides termovegetales (barros
maés algas) luego de tratarlos con el mismo procedimiento de extracciones de
- hidrélisis. |

Ensayos cromatograficos

Aplicando las téenicas indicadas en Smith (20), la investigacion de metabolitos
hidrosolubles en los extractos activos permitieron la deteccién positiva de
aminoacidos, derivados del metabolismo nucleico, azucares, fenoles, acidos
fendlicos, como también varias reacciones positivas de areas no saturadas (Figura
i g}
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TABLA 2
Antibiogramas realizados con extractos etéreos (ecotipos 1, 2 y 4), previa transfer-
encia en agua ¢ hidroélisis acida suave

Antibiogramas (mm de halo
de inhibicion), B: bactericida

extractos b: bacteriostatico
ctéreos pH
(ecotipos) S. aureus C. albicanas
1 ‘ 6.0 -~ 20B 35B
3 6.0 - 258
4 50 17 b -

Ensayos biocromatograficos

Los eluidos de cromatografias preparativas corridos con extractos
hidrolizados de matas algales que resultaron activas en las valoraciones
demostraron antibiosis coincidentes con acidos organicos y fenolicos alejados de las
zonas basicas, que fueron inocuas.

Discusion

Aunque los principios antibacterianos y antifiingicos fueron hidrosolubles,
resultaron inocuos cuando se les ensayé como extractos crudos.

La liberacién de los metabolitos activos, luego de provocar la hidrélisis acida
de los extractos crudos, sefialan, junto con los andlisis cromatograficos, la posible
liberacion de agliconas solubles en éter. Se trataria de sustancias alelopaticas de
bajo peso molecular que incluyen moléculas volatiles no saturadas. Estas tltimas
explicarian el efecto antibitico total, repetidas veces obtenido contra el hongo C.
albicans.

De los tres ecotipos estudiados y correlativos al aumento de la temperatura
del habitat, la mata verde-azulada fue la mas activa. Estas muestras estaban
integradas por la completa flora de cianobacterias con su pigmentacion
fotosintética normal.
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En cambio, los ecotipos rosado y blanquecino serian derivativos del normal y
se hallarian en paulatino proceso de degradacion (verde-azulada->rosada->
decolorada), mostrando anormalidades en sus contenidos de pigmentos. La
anormalidad podria scr debida a la interrupcion de la sintesis de porfirinas, quiza
por inactivacion enzimatica, a nivel del ecotipo rosado (de 40-45°C a 60-65°C).

El color de las muestras rosadas sugieren que la biosintesis de clorofilas
podria interrumpirse al llegar a la etapa de protoporfirina IX rosada.

Las valoraciones biocromatogréficas indican que la actividad seria debida al
efecto sinérgico de los dcidos orgénicos y fenélicos (antibacterianos) y a radicales
volatiles no saturados {(antifungicos).

El gradiente térmico registrado in situ, junto al pH levemente alcalino del
agua del arroyo (7, 7), permiten suponer la produccién de una hidrélisis natural
constante que liberaria los metabolitos activos de todos los ecotipos estudiados, en
forma paulatina.

La completa lixiviacion coincidente con la mixima temperatura del agua
terminaria con la muerte de la flora incluida en la mata algal vy se alcanzaria con el
ecotipo blanquecino.

Las matas algales mas activas y utiles en ficoterapia serian, por sus efectos
antibidticos, los ejemplares verde-azulados y rosados. Los extractos de ambos tipos,
en particular los procedentes del normal, podrian ser muy activos al aplicarlos
contra difcrentes micosis epidérmicas y de mucosas, particularmente titiles en
tratamientos de candidiasis.

Se han iniciado los cultivos unialgales de las distintas especies incluidas en las
matas, con cl objeto de obtener los cultivos axénicos y evaluar los efectos
antibioticos singulares. Cuando éstos se valoren, podra confirmarse si 1os principios
activos son similares o difcrentes a los producidos por la interaccion natural, que en
este caso interesaba evaluar para avalar los efectos terapéuticos evidenciados in situ
por ¢l Dr. Gregorio Alvarez.

Esta cvaluacién permitird confirmar si los principios activos propios de cada
especic corresponden a los mismos principios de la resultante de la interaccion
comunitaria de la mata.
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