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Introduccion

Desde siempre, el hombre relaciono las curaciones del cuerpo y del alma con el
pensamiento magico que lo poseia.

Ese concepto magico que redeod al hombre primitivo hizo ver en las fuentes terma-
les una materializacion de |lo sobrenatural; muchas veces les temid, pero también supo
aprovecharlas cuando observo empiricamente que producian efectos curativos.

Se paso luego del concepto magico al entendimiento provisto por hombres mas
sabios; se tomo primero como hipotesis de trabajo el parametro mas tangible: el efecto
térmico, al que luego se le sumo su condicion de medio mineralizado. Asi, a la causa
que provocaba el efecto se agregaron otros conocimientos cientificos.

Entonces se senalaron distintos usos y aplicaciones y se hablé de magnetismo,
electricidad, ionizacion, fermentos, gases raros, radiactividad y terapias.

Podemos encarar, entonces, el tema de las fuentes termales desde el punto de
vista folclorico, ya que desde tiempos remotos se les asignaban propiedades milagro-
sas, a extremo tal que los griegos y los romanos, en sus suntuosas instalaciones, ase-
guraban que encerraban el «glixir de la vida» y de «la eterna juventud», como quedo
luego plasmado en la pintura de la «Fuente de Juvencia» que el pintor Lucas Cranach

realizd en 1546.
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Por otra parte, en América Latina las antiquas civilizaciones conocian y valoraban
el efecto de las aguas que la «Pachamama» (Madre Tierra) les brindaba.

Desde la época preincaica eran conocidos los banos termales del Cuzco, llamados
«banos del Inca», en el templo del dios Wiracocha y las curaciones estaban asociadas
con los dioses.

En nuestro territorio se tienen noticias que desde la época precolombina se habla-
ba sobre las propiedades de algunas de las numerosas fuentes termales. Nuestros
nativos dieron un sentido magico al conocimiento folclorico, entre historia y leyenda,
aunque sin alcanzar el refinamiento del mundo romano.

En la introduccion de «Panorama Hidrotermal Argentino» podemos leer: «Es inte-
resante notar como el tema va intimamente unido al sentimiento del amor. a la imagineria
narrativa que explica las razones del fendmeno fisico de la existencia de las aguas, sus
ebullentes fumarolas, su embalse y drenaje, sus beneficios»,

En otro parrafo se definen las fuentes como un tejido en el gque el hombre ha inser-
tado el efecto y la causa como relacion de entelequia inseparable para explicar el feno-
meno en la letra de su primitiva poesia.

Asi, el hombre americano fue hilvanando hechos de los que desconoce sus razo-
nes y, con las verdades de su fe, fue sumando narraciones que con el correr del tiempo
se convirtieron en leyendas de multipies matices donde priman la vida y la muerte vy el
amor y el odio.

Una de esas leyendas relata que al morir el cacigue araucano Copahue (lugar de
azufre) y su amante hechicera Pire- pillan (nieve del diablo) brotaron de las heladas
entranas de la tierra ensangrentada chorros de vapor y agua hirviente que perforaron
la nieve que todo lo cubria hasta formar una laguna y un rio.

En general esos pueblos se expresaron con sentimiento de terror hacia esos pode-
res. Los gases, las burbujas, los olores y la temperatura del agua hicieron pensar a l0s
indios que debajo del manantial, en las entranas de la tierra de donde brotaba el agua,
habitaba su dueno, una especie de ser zoo-antropomorfo que no deseaba que lo pertur-
baran y que castigaba con la enfermedad y con la muerte a quien |0 hiciere. Para
defenderse del hechizo se debia cubrir la fuente con piedras. Aun hoy se conservan
algunas con apariencia de construcciones recientes. Ademas, tampoco se debia mirar
ni tocar el agua que arrojaba el genio maléfico.

Sin embargo, a pesar de estas creencias, esos pueblos temerosos de lo ignoto
supieron apreciar el valor del agua y los fangos en las zonas de sus asentamientos.

Si enfocamos el estudio de las fuentes termales con el criterio cientifico de Brock
podemos decir que los primeros estudios quimicos de las fuentes termo-minerales fue-
ron iniciados hacia el siglo XVIi por Roberto Boyle, y sistematizados por Bunsen en el
siglo XiX.

Los balnedlogos han realizado investigaciones quimicas para explicar las propie-
dades curativas de algunas fuentes. Si bien la quimica y la balneoterapia se hallan
relacionadas con las correspondientes investigaciones biologicas, Brock expresa que
desafortunadamente no se hicieron suficientes ensayos con elementos quimicos que
fueran significativos para los bidlogos.

Los primeros registros de organismos presentes en aguas termales figuran en la
Historia Natural de Plinio el Viejo, quien estudio las fuentes de Padua, en ltalia. El nos
habla de «plantas verdes» que asombrosamente crecen en aguas calientes.
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Desde esa época a la actual muchos anos han pasado, y aun hoy, en algunos
paises como los EE.UU. e ltalia se realizan importantes estudios bioldgicos. En el pais
del norte, Brock, con sus investigaciones microbiologicas en el Parque Nacional de
Yellowstone desarrolld estudios incluso a nivel molecular; esos estudios permiten en-
tender como la estructura biolégica puede vivir a tan altas temperaturas (como a 100°C
en el caso de bacterias y hasta 74°C en el de las primitivas algas azul-verdes).

La pregunta es por qué a dichas temperaturas no coagulan sus proteinas por
desnaturalizacion como ocurriria con las formas de vida de temperatura media, que no
sobrepasan los 50°C, por tomar a ésta como extrema. (En realidad, la mayoria de las
especies mesotermales no pueden vivir a temperaturas constantes superiores a 37°C).

Existen algunas evidencias que nos refieren una especial configuracion de esas
primitivas macromoléculas termofilicas asociadas con iones metélicos como el magne-
sio que serviria de puntal o de sostén, junto con el fosforo, y protegiendo a las primigenias
y asombrosas moléeculas.

Del mismo modo debemos pensar acerca de los genes 0 acidos nucleicos, encar-
gados de los caracteres hereditarios de esos organismos y cuya estructura debe tener
una especial y distinta construccion, aunque no demasiado diferente de los organismos
de temperatura media.

En conclusion, podemos afirmar que la vida en las fuentes termales de alta tempe-
ratura es realmente extraordinaria.

La temperatura, junto con la luz, es uno de |os factores mas importantes del medio
externo en el control de las actividades y evolucion de los organismos. Por otra parte,
es uno de los factores mas faciles de medir.

Nos referiremos, en especial, a |os habitats asociados con la actividad volcanica
que dieron origen a las fuentes termales y que han existido a traves de los tiempos. Alli
se habrian dado condiciones similares a las del inicio de la vida, y, por lo tanto, a la
evolucion arganica en nuestro pianeta.

Avances logrados por nuestro grupo de trabajo

Nuestros estudios en las areas volcanicas de Neuguén del Domuyo y del Copahue
comenzaron hace tres anos.

Seguimos la linea demarcada por el Dr. Gregorio Alvarez e investigamos, en pri-
mer lugar, las algas que crecen en el arroyo Aguas Calientes.

Las investigaciones basicas se orientaron en principio al reconocimiento de las
especies; esa tarea estuvo a cargo de la Lic. Maria Teresa Wenzel en colaboracion con
la Dra. Dora Halperin. Identificaron 24 especies de cianoficeas, de las cuales un genero
y doce especies representan citas nuevas para Argentina (Dominguezia Vol. 9 (1), 1991).

Muy pronto se pudieron distinguir gue 1as primitivas aigas azul-verdes se haliaban
asociadas formando «matas» o comunidades aigales.

Posteriormente realizamos valoraciones biologicas para investigar las propieda-
des antibacterianas y antifungicas de las matas algaies mas representativas que cre-
cian en el arroyo del Domuyo. Cosechamos muestras a lo largo del gradiente térmico,
entre los 40 y 65°C de temperatura del agua.
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Se hizo una clasificacidon preliminar en base a distintas coloraciones de las matas;
se distinguieron tres ecotipos correlativos al aumento de la temperatura segun se com-
probo posteriormente: desde el color tipico de las cianoficeas normales, el verdeazulado,
con todos sus pigmentos fotosintéticos, creciendo a 42°C, pasando por el ecotipo rosa-
do, entre 60 y 65°C, hasta el ecotipo blanco (terminal) de temperatura superior a los
60°C.

De otras doce especies identificadas por Wenzel, integrantes de la mata algal simi-
lar a la usada por el Dr. Gregorio Alvarez en su ficoterapia, se pudo apreciar la
predominancia de los generos Phormidium (con varias especies) y Mastigocladus
laminosus, ambos reconocidos y citados en distintos trabajos de diversas localidades
mundiales como habitantes termofilicos.

Se llevaron las muestras conservadas en metanol al laboratorio donde se practica-
ron sus extracciocnes coen metanol y con acetato de etilo (ambos indicados para la obten-
cion de principios hidrosolubles).

Los extractos obtenidos se ensayaron en antibiogramas de discos, usando como
patrones de valoracion la bacteria Staphylococcus aureus y el hongo Candida albicans.

Los exiractos «crudos» resultaron inocuos; en cambio, los seguidos de hidrolisis
acidas liberaron productos bioactivos frente a Staphviococcus aureusy Candida albicans.
Los analisis cromatograficos paralelos senalaron actividad relacionada con acidos gra-
sos vy fendlicos, que resultaron ser antibacterianos, y con moléculas volatiles no satura-
das con actividad antifungica.

Entre los principales resultados podemos destacar que los principios antibacterianos
y antifingicos hidrosolubles resultaron inocuos y tue necesario efectuar hidrolisis aci-
da y la reextraccion con éter sulfirico para detectar los efectos antibioticos.

Esta conclusién nos sugirié que ademas de otros principios activos mas especifi-
cos -que no se descartan - se trataria en este caso de agliconas solubles en éter que
actuaban como sustancias alelopaticas de bajo peso molecular incluyendo moléculas
volatiles no saturadas, Estas ultimas explicarian el importante efecto antimicético total
obtenide contra el hongo C. afbicans.

E! analisis comparativo entre 10s ecotipos indicd que la actividad maxima procedia
de los extractos obtenidos con el ecotipo normal, el verdeazulado; suponemos gue el
blanco y el rosado serian derivados del normal y que se hallarian en paulatino proceso
de degradacion correlativo al aumento de temperatura y al anormal contenido de sus
pigmentos fotosinteticos.

Correlacionamos este fenomeno con la interrupcién de sintesis de porfirinas, pro-
bablemente por inactivacion enzimatica, a nivel del ecotipo rosado. El color sugiere que
la biosintesis de clorofilas podria interrumpirse al llegar a la etapa de protoporfirina IX,
«rosada», presuncion que se halla en proceso de investigacion.

Otra deduccién, de extension ecoldgica, es la que ocurriria in situ con las matas
algales expuestas a la leve pero constante hidrélisis alcalina provocada por el agua
natural del arroyo de pH 7.7 que constantemente bara las algas sumergidas.

Este hecho nos permite suponer que la total lixiviacion de los metabolitos algales
seria coincidente en forma natural con la maxima temperatura del agua; podria ser la
causa de muerte de la flora de la mata en el ecotipo blanco terminal, con apariencia de
material organico coagulado y de exquisito y delicado aroma.

Concluimos en consecuencia que las matas activas y utiles para aplicar en
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ficoterapia serian los ejemplares normales (verdeazulados) por sus efectos antibidii-
cos. Son paricularmente indicados para el tratamiento localizado de diversas micosis
epidérmicas y de mucosas, como las candidiasis.

En el futuro trataremos de aislar las especies que integran las matas en forma
uniaigal y cultivarlas en forma masiva en mecdios sintéticos y en condicicnes controla-
das de laboratorio para corroborar sus efectos antimicrobianos individuales. De sus
resultados podra confirmarse o no, si ios principios activos son similares o diferentes de
los producidos por la interaccion natural,

A partir del supuesto de que las matas contienen principios inductores relaciona-
dos con los efectos de regeneracion de tejidos planificamos nuevos ensayos para su
estudio.

Se obtuvieron los extractos de las matas normaies en condiciones similares a .as
anteriores, es decir con metanoi y acetato de etilo, pero esta vez aplicande hidrdlisis
acidas graduales.

Los analisis comparativos llevados a cabo entre las hidrolisis moderadas con HCI
2N en tubo abierto, variando el tiempo de hidrolisis de 15 minutos a 5 horas, vy las
hidrolisis drasticas con HCI BN, durante 22 horas en ampolla cerrada, permitieron la
deteccion cromatografica de sustancias peptidicas.

Por otro lado, la hidrdlisis acida drastica analizada por cromatografia gaseosa evi-
dencid la presencia de 16 aminoacidos que se individualizaron como censtitutivos de
aproximadamente 8 fraccicnes peptidicas;estas fracciones presentaban bajo peso mo-
lecular. Junto a los péptidos, los extractos crudos contenian también una variedad de
compuestos que dieron positive con los reactivos para indoles y para derivados del
metabolismo nucleico.

Si bien las valoraciones biologicas resultaron hasta entonces inocuas en induccion
para los compuestos hidrosolubles planificamos nuevos ensayos que se extenderan en
«abanico» hacia la deteccion de otros posibles inductores.

Sin embargo, esos ensayos permitieron confirmar que 10s ecotipos rosado y blan-
co son, sin duda, derivados del normal verdeazulado, lo que confirma la importancia del
gradiente térmico en ia transicion de las distintas matas algales.

Por otra via se obtuvo actividad inhibitcria en subfracciones que contenian, en apa-
rente homogeneidad, principios relacionados con un complejo fosfo-lipoproteico; se uti-
lizaron técnicas de deteccion especifica para lipidos y proteinas, como por ejemplo,
cromatografia en placa, valoraciones paralelas en antibiogramas, purificaciones por
columnas de adsorcion de C18 sep- pak, eluciones y analisis simultaneos de reqistros
de espectros visibles y de U.V.- «recording».

Pasando del Domuyo al area volcanica del Copahue, hemos realizado un estudio
para tratar de aproximarnos al conocimientc de las cualidades del agua del volcan
Copahue (AVC) y poder entender mejor sus propiedades curativas.

El AVC es uno de los elementos mas importantes en la terapia que se aplica en
forma directe. 0 indirecta en el Complejo Termal del Copahue. Se trata de un agua
sulfurosa de pH muy acido, con valor 1.3.

Quiza, la evidencia mayor de sus propiedades curativas sean ios recientes traba-
jos cientificos publicados por médicos dermatodlogos pertenecientes al equipo del
EPRQOTEN (Ente Provincial de Termas de Neuquén). Estos especialistas aplicaron tra-
tamientos localizados en los que se observaron una franca recuperacion de diversas
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afecciones cutaneas.

Similares cbservaciones clinicas fueron tambien evidenciadas por la Dra. Ana Perez
quien participd en nuestra investigacion junto a la microbicloga Dra. Squadrone.

Esos antecedentes nos motivaron a encarar el estudio de las propiedades antimi-
crobianas del AVC frente a distintos gérmenes patogenos y fundamentar asi sus efectos
antisépticos (antibacterianos y antifungicos).

En las conclusiones publicadas en los Archivos Argentinos de Dermatologia de
1992 se destacan las actividades antibacterianas y antifungicas de amplio espectro que
posee el AVC.

Ademas, se comprobd que la extrema acidez natural del AVC no es el factor
inhibitorio principal del crecimiento de los microorganismos de ensayo en los antibio-
gramas.

Por otfra parte, las extracciones con distintos solventes organicos a que fue some-
tido el AVC, y que fueron practicadas en ferma directa o indirecta previa adsorcion con
carbon activado, indicaron ausencia de compuestos organicos residuales de origen
vital.

Estos resultados sugirieron que la exclusion del factor pH como primario y la au-
sencia de sustancias organicas los efectos curativos experimentados por los medicos
en la balneoterapia, ademas de los complementarios de la mecanica hidrotermal, se-
rian exclusivos de la especial composicion guimica del AVC.

En esa crenoterapia el elemento azufre, por su mayor abundancia o quiza por su
combinacion con otros elementos que se indican en los analisis de la compleja compo-
sicion quimica, aparecen en principio como los de mayor significacion.

Entonces nuestros resultados de antibiosis frente a distintas bacterias y hongos
inferiores definen al AVC como un antiséptico profilactico eficaz en balnecterapia, en
particular muy recomendable en afecciones provocadas por dermatofitos y para tratar
las candidiasis cutaneas y otras afecciones secundarias en especial.

Como conclusion, podemos afirmar que ademas de su reconocido efecto como
regenerador de tejidos, en la curacion de heridas ulceradas y en casos de psoriasis
(como sefalan ios resultados médicos) el AVC posee también importantes efectos an-
tibidticos.

Otro importante efecto del AVC es el que deriva de |os recientes estudios realiza-
dos por la Dra. Squadrone, quien en sus ensayos con distintas lineas microbianas del
género Mycobacterium, cultivadas en medios especificos, llega a la conclusién de que
los efectos in vitro senalan la posibilidad de usar el AVC en el fratamiento de diversas
afecciones provocadas por esos gérmenes patogenaos, en particular en el control de
tuberculosis cutaneas y como terapia complementaria por aplicaciones topicas.

Otra fuente o sistema, también en estudio en el Complejo Termal del Copahue, es
la que brinda el agua y la excepcional «floracion» algal dominante de la llamada Lagu-
na Verde. Esa fuente es también empleada por los médicos del EPROTEN para uso
terapeutico hidrotermal.

Por medio de los estudios quimiosistematicos realizados se comprobo que la es-
pecie dominante es la clorococal Chiorella keslerii, una microalga verde cuyo profuso
crecimiento confiere a la laguna su particular coloracion.

Los ensayos in situ realizados con el agua y la «floracion», y luego repetidos in
vitro en cultivos de laboratorio, permitieron identificar la presencia de sustancias
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antibidticas de naturaleza lipidica cuya caracterizacién quimica mas especifica aborda-
remos en proximos ensayos.

En sintesis, los estudios realizados por nuestro grupo de investigacion han permi-
tido el reconocimiento de las especies algales y ademas, la caracterizacion de produc-
tos naturales con propiedades antibioticas {(antibacterianas y antifungicas) en las algas
del Domuyo, en el agua del volcan Copahue y en la Laguna Verde.

A los resultados enunciados debemos sumarie las primeras evidencias de |os ana-
lisis resultantes de los fangos de otras lagunas sulifurosas del area del Copahue. Esos
analisis indican una gran riqueza en acidos organicos de diversos tipos que serian
indicativos de las interrelaciones algas-bacterias que se producen en los fangos. Esos
barros son también usados por los médicos con fines terapeuticos, en dermatologia y
en el tratamiento de afecciones reumaticas.

L_os resultados obtenidos nonen de relieve la importancia de encarar los estud os
futuros en forma integral.

Es decir que la fico, la creno y la iangoterapia deben estudiarse en su conjunto
para tratar de aproximarnos al entendimiento de la interaccion de los respectivos efec-
10s.

E| factor «bios» -la parte viva del complejo termal- esta representado por las espe-
cies productoras, como son las abundantes ciancbacterias (algas verdeazules) y las
menos comunes pero excepcionales algas sulfurosas termofilicas verdes, tipo Chiore-
lla como las de la Laguna Verde. Junio a las algas, debe tenerse en cuenta también la
fiora microbiana, en particular las bacterias quimiotroficas (sulfurcsas y ferruginosas)
que constituyen el eslabon méas importante de los degradadores de las sustancias or-
ganicas aportadas por ias aigas.

Aparte de los enunciados productores-degradadores hemos observado la presen-
cia de otras microalgas muy interesantes: las diatomeas termofilicas presentes en las
muestras de los barros. En general, estas algas siliceas son también reconocidas como
productoras de importantes principios bioactivos y que merecen investigaciones mas
profundas.

En general, las lagunas del Complejo Termal Copahue se hallan en constante dinamia
de estabilizacion dando como resuitante una masa organica de algas y bacterias que
en principio forman biogleas o masas mucilaginosas en procesos de lenta des-
composicion de los cuerpos vegetativos algales. Estas derivan luego en los definidos
peloides.

L os peloides pueden ser termovegetales cuando predominan los compuestos or-
ganicos sobre el sustrato mineral o termomineral cuando disponen de poca materia
organica y mayor mineralizacion.

Es decir, las algas normales pasan por un estado preliminar de bioglea, y terminan
cediendo sus compuestos degradados por la actividad bacteriana, quiza algunos ya a
nivel molecular, y que son retenidos per los coloides del suelo fangoso y humedo en
aguas sulfurosas.

Es sahido que los peloides pueden contener una compleja variedad de sustancias
organicas procedentes del «bios»: glucidos, polisacaridos, esteroides, sustancias de
accion estrogénica, péptidos, aminoacidos y vitaminas, entre otras.

Al término de su maduracion, el peloide es una masa semifluida, por lo general rica
en coloides que retienen los productos de la descomposicion organica. En ia fangoterapia
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el peloide se usa por aplicacion directa o localizada sobre |la zona a tratar; se produce
entonces una «ilutacién» o penetracion a temperatura moderada en afecciones
dermatoldgicas y reumaticas y son indicados como antiinflamatorios. Gracias a su alta
conductividad termica el peloide mantiene durante tiempo prolongado el efecto tempe-
ratura facilitando la absorcion de los principios bioactivos a través de la piel.

Por lo referido, podemos acordar que la problematica de las investigaciones biold-
gicas, trabajando en coordinacion con los médicos especialistas en el tema, se dirigen
hacia el conocimiento de los efectos de la balneoterapia integral (creno, fango y
ficoterapia) y que nuestro interés se inclina hacia el estudio de nuevos productos natu-
rales potencialmente bioactivos, de aplicacion en profilaxis como antisépticos (antimi-
crobianos) y en terapeutica, con incidencia de los posibles bio-inductores en la regene-
racion de tejidos.

Asi, el problema nos indica gue su solucion debe ser abordada en forma mulidisci-
plinaria sumando los esfuerzos de distintos especialistas: bidlogos, ecologos, limnologos,
bioquimicos y especialistas en quimica organica, coordinando sus esfuerzos en su re-
sultante: la transferencia de los conocimientos a los médicos lo que permitira pasar de
la medicina de alternativa a una terapia raciona! y optimizada.

Las investigaciones ecofisiolégicas podran encararse basicamente sobre modelos
de interaccion ternaria en 10s que entran en juego el sustratc suelo y el agua como
vehiculo fundamentai, ya que movilizan la resultante organica del bios involucrado.
Para emprender su desarroilo estamos esperanzados en el apoyo de las instituciones
pertinentes cuya comprension e interes descontamos para la incorporacion de nuevos
investigadores.

Saltando de lo mitico y sublimando lo mistico, quizas, con vuelo imaginario, aun-
que basado en la razdn de los hechos, y usando aigunas relaciones por analogias,
podamos acercarnos a la comprension de lo que los griegos encerraban en su «fuente
de Juvencia».

Con aguello de que «viejas verdades conectan con nuevas verdades», viene el
caso referir una reciente informacion publicada en el Congreso Internacional de Com-
puestos Bioactivos de Organismos Marinos realizado en fa India en 1989. Esa informa-
cion senala que las algas rojas y diferentes lineas de ciancbacterias, ambas Clases
relacionadas filogenéticamente por disponer de los mismos pigmentos (ficoeritrinas y
ficocianinas), producen biomoléculas de oligopéptidos que han sido experimentalmen-
te ensayadas con éxito como sustitutos miméticos del GABA (acido gamma amino
butirico) en la actividad bioguimica cerebral da2 mamiferos. Se trata de neurotransmisores
gue ayudan a la comprension del funcionamiento del sistema de maxima evelucion en
el reino animal.

Bajo el comun denominador que nos brinda |a biclogia molecular es probable que
el secreto de la resistencia a ias enfermedades se este investigando en la ruta correcta.
Es decir, en el nexo que liga los tres fundamentales sistemas de coordinacion: el nervio-
so, el endocrino y el inmunitario, segun el descubrimiento formulado en el Il Congreso
internacional de Neurociencia, por la cientifica italiana Rita Levi Montalcini, premio Nobel
de Medicina 1986. Ella demostro experimentalmente que el factor de crecimiento de {a
fibra nerviosa es una proteina producida por el organismo humano que se comporta
como una sustancia reguladora o directriz del metabolismo, como nexo entre los tres
sistemas y presidiendo la salud y la calidad de vida. Es decir, que contiene el secretc
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de la longevidad, de la resistencia a las enfermedades y a la capacidad de sobrellevar
el estrés. Su descubrimiento produjo una verdadera revolucion en los estudios de los
mecanismos celulares que provocan el envejecimiento.

Se podria aventurar que los oligopéptidos producidos por las algas azul-verdes
guardarian cierta relacion con el descubrimiento de Montalcini; la explicacion cientifica
de la rapida regeneracion de los tejidos con la aplicacion de la balneoterapia integral
que se practica en el Copahue. A esta explicacion obviamente hemos de agregar las
observaciones del Dr. Gregorio Alvarez.

Quizéas el hombre razonador, cientifico, pueda, volviendo a las fuentes, cerrar el
circuito. Aungque también es dable suponer gue luego de informarse, aplicando el méto-
do experimental, deba conformarse, segun reza en «FPanorama Hidrotermal Argentino»,
con la explicacion que bastaba a sus primitivos e intuitivos ancestros: «de que hay algo
en el elemento simplificadc que puede llegar a ser Dios mismo». Agrego: Dios, para 10s
creyentes o la Verdad para ics agnosticos. Aunque Dics v Verdad para los creyentes
sean una misma esencia.

Por aheora, como «Carta de Intencion», podemos decir:

«Que el Domuyo es el anuncio de asombrosas curaciones, que Don Gregorio, e/
pionero, mostro sin limitaciones. Balsdmico derivado es el reto del termal del dominio
de Vulcano. Con nueva vuelta a las fuentes, el biologo busca el origen, ese vital, inicial,;
en las curvas de la vida, de la termal proteina con esoiral singuiar. El DNA resistente, ef
de las flexibacterias, distinto mas no diferente, relictus del ser primordial.

Procariotas cianoficeas, las de hipertermofilia a nivel molecular.
En gradientes efluyentes, los colores de la vida son el secreto a descifrar. Nueva fe
ya se alimenta de la farmaca produccion, e ignotos metabolitos sustentan la curacion y

ef folciorico empirismo vislumbra ia explicacion».
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ENSAYOS BIOLOGICOS
CON ALGAS TERMALES ARGENTINAS

Promotores potenciales de crecimiento celular en Algas del Domuyo
(Provincia de Neuquén, Republica Argentina).* (Segunda parte)

JUAN ACCORINTI(™) Y MARIA TERESA WENZEL

Departamento de Ciencias Biol6gicas, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad
de Buenos Aires. (1428) Buenos Aires, Argentina.

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,

BIOLOGICAL ESSAYS IN ARGENTINE THERMAL ALGAE

2. Potential growth promoters in algae from Domuyo (Neuquen Province,
Argentina).

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

Palabras Claves: Matas algales termales, Cyanophyceae, Cyanobacteria, promotores potenciales de
crecimiento in vitro.
Key words: Thermal algal mats, Cyanophyceae, Cyanobacteria, potencial growith promoters in vitro,

*  Extension del Proyecto n® EX-086,(UBA).
(**) Lab. de Fisiologia Veegetal. Dpto. de Ciencias Biologicas. Fac. de Ciencias Exactas y Naturales,Pab. 2,
42 piso,(1428) Buenos Aires. Repiblica Argentina.
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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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{(*) 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

21



Accorinti - Wenzel

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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INFLUENCIA DE LACTONAS
SESQUITERPENICAS SOBRE
LA GERMINACION DE LA LACTUCA SATIVA
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Instituto de Quimica Orgdnica, Facultad de Bioguimica, Quimica y Farmacia, Universidad
Nacional de Tucumdn. Ayacucho 471, 4000 San Miguel de Tucumdn, Argentina

Resumen

Se analizo el efecto de un hidroxiéster sesquiterpénico y de once lactonas sesquiterpé-
nicas sobre el proceso de germinacioén de Lactuca sariva. Las principales alteraciones
se producen a un nivel de radicula donde, en la mayoria de los casos, el efecto fue de
inhibicién del desarrollo radicular. Solo con dos lactonas a bajos niveles de concentra-
cion se observo un efecto promotor de la elongacion radicular.

SESQUITERPENE LACTONE INFLUENCES ON
LACTUCA SATIVA GERMINATION

Summary
Eleven sesquiterpene lactones and one sesquiterpene ester were assayed for effects on
Lactuca sativa germination. Inhibition and alterations of the radicle growth were the
main effects observed. Only two lactones at low concentrations promoted radical
elongation.

Introduccion

Las lactonas sesquiterpenicas (LS) son metabolitos caracteristicos de la familia
Compositae que en los ultimos afios han despertado un marcado interés por su variada
actividad biologica(l).

Al presente no estan claros 1os mecanismos que producen diversos efectos obser-
vados sobre procesos de germinacion de semillas, crecimiento de bacterias, hongos y
protozoos, sintesis de ADN y ADN polimerasa en tejidos tumorales, entre otros. Se ha

Plabras claves: Lactonas sesquiterpénicas; alelopatia; germinacién de L.sativa; elongacién radicular.
Key words: Sesquiterpene lactones, allelopathy, germination of L.sativa, radical elongation.

=
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sugerido que la actividad de las LS pueden deberse total o parcialmente a la propiedad
del agrupamiento a -metilén y -lactona de reaccionar con los grupos SH de enzimas
para formar aductos tipo Michael(1).

Un aspecto de esta actividad son los efectos alelopaticos(2) y en particular las
interacciones planta - planta, cuyo estudio se ha encarado.

En este trabajo se analizan los efectos sobre la germinacién ejercidos por un
hidroxiéster sesquiterpénico y once LS diferentes al ponerse en contacto con semillas
y radiculas de Lactuca sativa var, Grand Rapids. Se ensayaron LS de cuatro tipos
esqueletales, a saber: germacrandlido (compuestos 1 a 6), guaiandlido (10 a 12),
pseudoguaiandlido (9) y elemandlido (7). El hidroxiéster 8 esta basado en el esqueleto
elemano.

Material y método

El compuesto 1 fue aislado de Vernonia cognata Less.(3), 2 de Vernonia squamulosa
Hook et Arn (4), 3 Vernonia pinguis Grises(5), 4 de Mikania mendocina Phil.(6), § de
Mikania minima'7), 8 de Onopordon acaufon L.(8), 9 de Parthenium hysterophorus L.(9),
10 v 11 de Veernonia nitidula Less.(10) y 12 de Kaunia lasiophtalma(11). Los productos 6
y 7 fueron sintetizados a partir de 5(12).

{ as sustancias ensayadas fueron extraidas del material vegetal con cloroformo y
luego aisladas y purificadas por cromatografia en columna de silica gel y por cromato-
grafia liquida de alta perfomance (HPLC) en fase reversa (C18 y C8). Los productos
puros (pureza superior al 98%) se identificaron por métodos espectroscopicos, IR, TH-
RMN, 13C-RMN y EM.

Para observar alteraciones en el proceso de germinacion se empleo el método de
Kato(13), con algunas modificaciones introducidas por los autores.

Se impregnaron papeles de filtro (Whatman GP) de 7,5 cm. de diametro con solu-
ciones de 200, 400, 600 y 1200 ppm de los compuestos a ensayar en CH2Cls. Un papel
impregnado unicamente con solvente se empled como blanco. Se evaporaron ios res-
tos de solvente en un desecador al vacio y 10s papeles se colocaron en sendas cajas de
Petri. Sobre cada uno de ellos se ubicaron 50 semillas de Lactuca sativa var. Grand
Rapids de tamano y color uniforme y se agrego suficiente agua (bidestilada vy filtrada
por filtro de 0,2 p) para mantener un ambiente humedo. Las cajas de Petri se mantuvie-
ron a oscuras por 96 hs. y luego se realizaron observaciones.

La fotografia N2 1 muestra la germinacion y desarrollo de las plantulas de L.sativa
después de 96 hs. en el experimento testigo.

La fotografia N° 2 muestra el desarrollo al cabo del mismo tiempo cuando el papel
fue impregnado con 1200 ppm del compuestc 10. Se observa una sensible inhibicion
en el desarrollo radicular.

La temperatura influye en la velocidad de crecimiento de la radicula. Se ha obser-
vado que temperaturas superiores a los 272C aceleran a tal punto el desarrollo radicu-
lar que el tiempo que la radicula permanece en contacto con el papel impregnado en el
aleloguimico es demasiado corto como para preducir efectos diferenciales para cada
concentracion. Por debajo de los 23°C el proceso de germinacion se alarga innecesa-
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riamente. Por lo expuesto, los experimentos se realizaron a 25°C.,

Cada experimento se repitio 2 veces para todas las concentraciones y para todos
los compuestos, excepto 7 y 8 con los que se realizd solo una serie de experimentos
debido a la limitada cantidad de sustancia disponible. Se promediaron los resultados de
ambos ensayos.

No se observaron diferencias significativas al reemplazar el agua bidestilada y
filtrada que humedece los papeles de filtro por una solucion al 0,1% de Tween 80. Se
especuld que un detergente podria favorecer la difusion de los aleloquimicos en el
medio acuoso y mejorar el contacto radicula-sustancia. Ensayos en blanco permitieron
asegurar que, a las concentraciones empleadas, el detergente no ejerce efecto alguno
en el desarrollo de las plantas.

Se realizaron experiencias adicionales empleando 1200 ppm de los compuestos y
agregando cantidades equimoleculares de cisteina con el objeto de establecer si los
grupos sulfhidrilo juegan algun rol en el efecto alelopatico observado.

En cada caso se efectud la cuenta del nimero de semillas que se abrieron dispa-
rando su radicula, a las que se considerd como "semillas germinadas”. Se midieron las
longitudes de radicula y de hipocdtilo con precision + de 1 mm y se calcularon las
medianas de cada longitud.

Se realizaron observaciones bajo lupa y, en los casos de radiculas muy afectadas,
se efectuaron cortes transversales para microscopia optica, tanto en radiculas dana-
das como en otras sanas, empleadas como testigo. Cada corte se impregno con una
solucién acuosa de glicerina al 50% y luego se colored con una solucion de safranina.
La fotografia N2 3 (40X) muestra el corte transversal de una radicula de experimento
testigo (blanco) donde se observan abundantes pelos radiculares con longitud normal.
La fotografia N2 4 (40X) muestra un corte transversai de una radicula afectada por 1200
ppm de la lactona 5 donde se observa una marcada atrofia en el numero y desarroilo de
l0s pelos radiculares.

Resultados y discusion

Se analizaron los germacranolidos 1 a 6, los derivados de elemano 7 y 8, el
pseudoguaiandlido 9 y los guaianolidos 10, 11 y 12 (Tabla 1). Estas sustancias son
compuestos mayoritarios de la pianta y puede suponerse entonces que, cantidades
comparables a las empleadas en nuestro ensayos lleguen al suelo por procesos de
lixiviacion de las hojas por lluvia, niebla o rocio, por lixiviacion o decaimiento de los
desechos vegetales o por exudacion de las raices(14),

Entre los compuestos ensayados hay diferencias esqueletales y funcionales. Se
han elegido compuestos con diferentes esqueletos pues, en experimentos relaciona-
dos con estimulacion de la germinacion, se ha sugerido(13) una mayor dependencia
con la distribucion de los atomos de carbono en el esqueleto, antes que con la presen-
cia de algun grupo funcional especifico. Dentro de cada grupo con semejanzas esque-
letales, hay diferencias funcionales las que dan lugar a diferencias en la actividad den-
tro del grupo. Sin embargo, en general, se puede observar que:
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1) Los porcentajes de germinacion no difieren significativamente del observado
para el experimento testigo (Tabla 2). Esto es de esperar si el mecanismo de
germinacion es influenciado unicamnete por factores internos desencadena-
dos por la humedad ambiente. Aparentemente no habria difusion de las sus-
tancias ensayadas hacia el interior de las semillas.

2) La longitud del hipocotilo no se ve seriamente influenciada por las diferentes
concentraciones de sustancias y solo a 600 0 1200 ppm, en plantulas afecta-
das (compuestos 3. 4, 5, 7 y 8}, puede verse una caida de hasta un 30% en el
promedio de elongacion con respecto al testigo.

3) El fenomeno de dobles maximos o dobles minimos de actividad a diferentes
concentraciones, gue habia sido previamente observadall®) aparece también
en nuestros experimentos . La explicacion bioquimica de este comportamien-
to podria vincularse con que el mismo compuesto actuaria sobre mas de una
enzima y entonces el resultado observado corresponderia a una combinacion
de efectos.

4) El agregado de 400 ppm de cisteina unido a 1200 ppm del sesquiterpeno no
provoca modificaciones mayores a un 15% con respecto a las observadas
en los experimentos a 1200 ppm de compuesto puro. Es probable entonces,
que las alteraciones observadas no estén relacionadas con el ataque de los
aleloguimicos ensayados al grupo sulthidrilo de enzimas.

Las mayores alteraciones se producen a nivei de la radicula. En la tabla 3 se indi-
can porcentajes de mediana de longitud de radicula de cada grupo tratado con 200,
400, 600 y 1200 ppm de sustancia con respecto a la mediana del grupo testigo conside-
rada como 100%. No solo se altera el proceso de alargamiento sino también aparecen
modificaciones morfolégicas que se observan a simple vista como torsion de las radi-
culas y pérdida del geotropismo positivo (experimentos a 400, 600 y 1200 ppm con los
compuestos 8 y 3). En los casos de caida de la longitud radicular en mas de un 40%,
las observaciones al microscopio Optico mostraron una noiable afeccién de los pelos
radiculares, con lo cual la radicula ve inhibida su capacidad de absorcion.

l as sustancias 3, 4, 6, 7 y 10 reducen a menos de la mitad la longitud de radicula
a 1200 ppm. A 600 y 400 ppm producen este efecto solo los compuestos 3y 8 y a 200
ppm ninguno de los analizados tiene un efecto tan drastico. Una estimulacion del pro-
ceso de elongacion solo se ha observado a ciertas concentraciones de los compuestos
2, 5y12.

Los compuestos 1 a 6 presentan un anillo de 10 Carbonos. Ei producto 1 (Glaucolide
B) y el 2 (Glaucolide A) no afectan notablemente el proceso de germinacion. Su rol
ecolégico se ha vinculado con la actividad molusquicidal17} para 1 e insecticidat18) para
2.

Los compuestos 1, 2 y 3 se diferencian del resto por no presentar una funcion
exometilén y - lactona a la que numerosas publicaciones le han asignado una fuerte
influencia en la actividad biological1.9.19),

En 3, aparentemente |la presencia del agrupamiento hemiacetal ciclico, seria res-
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ponsable de la actividad inhibitoria observada. Previamente(20) se ha informado sobre
la actividad citotéxica de compuestos de estructura relacionada con 3; es esta la pri-
mera observacion de un efecto alelopatico de estas circunstancias llamadas esteres de
piptocarfol(2) ¢ hirsutinolides(22).

Los germacranolidos 4, 5 y 6 poseen esqueletos mas rigidos que 1y 2 y contienen
un sistema de exometilén y - lactona. Ellos también producen alteraciones aunque sus
efectos son mas leves que los observados para el compuesto 3. El heliangolido 4 pro-
duce disuasion a la predacioén por cierta clase de hormigas cortadoras(23) de la especie
Atta cephalotes, de las selvas brasilefias. A productos estructuralmente relacionados
con 5 y 6 se les han asignado propiedades citotdxicas y antibacterianas(1). A concen-
traciones mayores a 600 ppm el compuesto epoxidado 6 produce efectos inhibitorios
mayores gue 5 observandose también danos mas drasticos en pelos radiculares.

Ensayos para probar actividad antimicrobiana(24) también mostraron que la
esterificacion de grupos hidroxilos o la epoxidacion de dobles enlaces producen incre-
mentos de la actividad.

Entre los derivados de elemanos que analizamos el compuesto no lactonizado 8
posee la mayor actividad. Cabe destacar que esta molécula presenta sintomas electro-
filicos que pueden sufrir adiciones de Michael.

El compuesto 9 (Hymenin) es el (nico pseudoguaiandlido analizado y se halla
entre los compuestos menos activos de este trabajo. La actividad biologica de sustan-
cias estructuralmente relacionadas con 9 es diversa(l).

Entre los guaiandlidos, los compuestos 10 y 11 provocan inhibiciones importantes
a 600 y 1200 ppm observandose alteraciones morfolégicas en los pelos radiculares. Si
bien el compuesto 12 reduce el desarrollo radicular a 400 y 1200 ppm no se han notado
modificaciones morfolégicas en las radiculas.

Recientemente se ha informado que el pseudoguaiantlido 9 y el guaiantlido 10
ejercen efectos citoprotectores leves sobre Ulceras gastricas producidas por etanol(10).,

Analisis estadistico: Se realizaron dos tests no paramétricos para analizar las dife-
rencias en los resultados para las distintas concentraciones de aleloguimico. Fueron el
de "Kruskal y Wallis" y el "Test de la Mediana"(24). No se realiz6 el supuesto de norma-
lidad.
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FOTOGRAFIAS

Fotogratia N2 2: |

Plantulas

afectadas por 1200 ppm
del Compuesto 10

alas 96 hs.

Fotografia N¥1:

Caja de Petri con
plantuias de L.sativa
del experimento
testigo a las 96 hs.
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Fotografia N2 3:

Corte transversal
de radicula no afectada

Fotografia N=4:

Corte transversal
de radicula afectada =
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Compuesto 200 ppm
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88
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400 ppm

98
102
79
103
110
105
91
118
98
103
89
105

600 ppm

97
108
91
119
118
104
86
108
89
95
95
100

1200 ppm

83
101
85
119
104
101
100
103
87
97
77
100

Tabla 2: Porcentajes de germinacion con respecto al testigo tomado como 100%

Compuesto 200 ppm

96
118
62
73
127
87
80
64
94
82
55
103
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400 ppm

86
117
49
61
74
5
80
48
87
96
83
af

600 ppm

81
100
46
61
68
56
56
32
81
69
72
91

1200 ppm

62
76
12
40
61
42
43
77
55
47
51
71

Tabla 3: Porcentajes de mediana de la longitud de radicula con respecto al testigo tomado como 100%
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ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA

DE PLANTAS MEDICINALES ARGENTINAS
MEDIANTE EL BIOENSAYO DE ARTEMIA SA-
LINA LEACH.

ELENA R. MONGELLI* JORGE D. COUSSIO*™ Y GRACIELA N. CICCIA*

*Céatedra de Microbiologia Industrial y Biotecnologia.
** Cétedra de Farmacognosia, IQUIMEFA (CONICET).

Facuitad de Farmacia v Bioguimica. UBA. Junin 956 {1113) Buenos Aires. Replblica Argentina.

Resumen:

Se efectud el screening de los extractos acuosos de !9 plantas medicinales argentinas
mediante el empleo del bioensavo de cirotoxicidad de Artemia salina con ¢l objeto de
estudiar su toxicidad aguda.

La concentracién de 10000 ug de extracto/ml de solucion resulto ser el limite superior
de concentracion sensible para discernir entre extractos acuosos tOX1¢os y no toxicos
para este Crustaceo.

STUDY ON THE ACUTE TOXICITY
OF ARGENTINE MEDICINAL

PLANTS USING THE ARTEMIA SALINA LEACH, BIOASSAY

Summary:
Screening of the aqueous extracts of 19 Argentine medicinal plants has been carried
out using the Artemia saling cytotoxicity bioassay in order to study their acute toxicity.
The concentration of 10000 pe of extract/ml of solution demonstrated to be the upper
concentration limit sensitive to distinguish toxic and non toxic aqueous extracts to this
crustacean.

Introduccion

Aproximadamente 950 especies vegetales de la flora argentina figuran en la literatura

Palabras ciaves: Toxicidad apuda. Artemia saling, citoxicidad. piantas medicinales argentinas, bioensayo,
Key words: Acute toxicity, Artemia saling, cylotoxicity, Arzantme medicinal plants, bioassay.
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por sus propiedades medicinaies o toxicas!!"'". Entre estas, la mayoria ha sido usada
empiricamente por pcobladores rurales e indigenas, principaimente bajo la forma de
infusiones ¢ decocciones. Debido al creciente interés del mundo occidental por los
productos naturales actualmente los habitantes de ias ciudades también emplean muchas
de las plantas de la medicina folclérica como medicamentos herbarios.

El presente trabajo tiene por objeto el estudio de toxicidad aguda de extractos
acuosos de plantas medicinales argentinas mediante el uso del ensayo de citotoxicidad
de Artemia salina en microplaca. Este método fue elegido debido a que es relativamente
rapido, economico, reproducible, y utiliza un gran nimero de organismos que permiten
una buena evaluacion estadistica‘’®. Ademas, la modificacién en microplaca propuesta
por Solis y colaboradores!™ permite la disminucion de ia cantidad de material analizado
y el procesamiento de un mayor numero de muestras y diluciones en menos tiempo
que el método original en viales**?). Este bioensayo ha sido ampliamente usado en
screenings fitoquimicos para detectar bioactividad general y guiar el fraccionamiento
(2124} como primer paso para detectar actividad antitumoral y pesticida’®®2® y para
predecir toxicidad aguda de extractos vegetales y compuestos puros en humanos @239,

Materiales v métodos

Material vegetal

Se recolectaron las plantas en sus habitats naturales en la Republica Argentina. La
identificacidon taxonémica fue llevada a cabo por botanicos del Museo de
Farmacobotanica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos
Aires, donde se depositaron muestras del material recolectado.

Preparacion del extracto acuoso

El extracto acuoso fue preparado de la siguiente manera:
Se preparo una infusion con 100 ml de agua hirviendo y 5 g de material vegetal seco y
pulverizado. Se mantuvo la mezcla en reposo durante 20 minutos. Posteriormente la
preparacion fue filtrada y se obtuvo el extracto acuoso por liofilizacién,

Preparacion de las muestras

Se disolvieron 10 mg de extracto en 5 ml de agua de mar artificial. Se prepard el
agua de mar artificial disolviendo 3,8 g de sal marina {«Marinemix», Wiegandt, Alemania)
en 100 ml de agua destilada (Solucion A). 100 pl y 1000 pl de esta solucién se diluyeron
10 veces con agua de mar artificial (soluciones B y C).

Ensayo de citotoxicidad de Artemia salina en microplaca

Todas las soluciones de los extracios se testearon a niveles de concentracién de
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100, 1000 y 10000 pg/mi, dispensando 100 pi , por sextuplicado, en una microplaca de
96 pocillos {«Kartell», Milan, ftalia). Los huevos de Artemia («S y S», Buenos Aires,
Argentina) se adquirieron en un comercio especializado en veterinaria y se incubaron
en agua de mar artificial a temperatura ambiente. Luego de 48 hs. se recolectaron los
nauplios. Se agregaron 100 pl de una suspension que contenian de 10 a 15 nauplios a
cada pocillo de la micropiaca, la que se tapo e incubo a temperatura ambiente por 24hs.
Luego de este periodo se contaron los nauplics muertos en cada pocillo utilizando un
microscopio binocular («E. Lentz Wetzlar», 10X). Finalmente, se agregaron 100 pl de
metanol a cada pocillo, y, luego de 30 minutos se conto el numero total de nauplios. Se
empled berberina («Sigma», St. Louis, USA) como control positivo. Para calcular la
concentracion de extracto que mata al 50 % de los nauplios en 24 horas (LC50 ) y el
intewa!:? ]de confianza del 95%, se utilizd el método estadistico probit descripto por
Finney"",

Resultados

Dado que las especies vegetales en estudio (Tabla 1) se usan en la medicina
popular principalmente como infusiones, en el presente trabajo se analizo ia citotoxicidad
de los correspondientes extractos acuosos. Se empleo para ello el bioensayo de Artemia
salina (Ver Materiales y métodos), utilizando como parametro de toxicidad la
concentracion letal 50 (LC50) menor o igual a 1000 pg/ml, propuesta por el método
original tanto para los extractos acuosos como organicos”. En estas condiciones de
ensayo ninguno de los extractos testeados resultd toxico. En este sentido, Abertenethy
y col.®2 encontraron una correlacion positiva entre la solubilidad en agua de varios
compuestos y la toxicidad aguda hacia los crustaceos Artemia salina Leach. y Daph-
nia magna Strauss.: a mayor solubilidad en agua, mayor LC50 y, por lo tanto, menor
toxicidad. Asi, estos autores concluyen que la toxicidad aguda de muchos compuestos
quimicos hacia los crustaceos es influida primariamente por la forma en que se
particionan las sustancias entre el agua y el organismo. En otras palabras, los
compuestos extraidos por un solvente organico poseen mayor probabilidad de ser toxicos
que los extraidos por el agua. De esta forma , con el limite de citotoxicidad fijado como
LC50 <1000 pg/ml para todo tipo de extracto, los extractos acuosos tienen, frente a los
organicos, muy baja posibilidad de ser detectados como toxicos.

Basandonos en estos resultados, y con el objeto de discriminar entre extractos
acuosos citotéxicos y no citotdxicos se modificaron las condiciones experimentales
aumentando en un orden de magnitud la concentracion maxima a analizar. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 2. Como puede observarse, 8 de los 19 extractos
ensayados resultaron toxicos para la Artemia: Aristolochia triangularis, Terminalia triflora,
Achyrocline flaccida, Baccharis coridifolia, B. grisebachii, Phyllanthus sellowianus,
Satureja parvifolia y Bafbisia calycina.

Estos resultados coinciden con la toxicidad informada para Aristolochia trianguiaris y
Baccharis coridifolia®® . Con respecto a la primera, es interesante sefalar que contiene
acido aristoléquico, que es uno de los més potentes carcindgenos conocidos®, Ademas,
las especies del género Aristolochia integran una lista de hierbas que no se pueden
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importar en Australia para uso terapeutico®. Asimismo, cabe consignar que la Baccharis
coridifolia se encuentra descripta dentro de las especies toxicas para el ganado en
Sudamérica'®®.

De acuerdo con estos hallazgos, se considera mas apropiado 10000 pg/mi como
limite de concentracion superior para el screening de extractos acuosos con el fin de
detectar toxicidad aguda.

Dado que Achyrociine flaccida, Phyllanthus sellowianus, Satureja parvifoliay Balbisia
calycina, son especies vegetales actualmente comercializadas en el mercado argentino
como medicamentos herbarios, seria interesante encarar un estudio mas exhaustivo
sobre la toxicidad aguda y crénica de estas plantas en modelos animales.

Conclusiones

El limite de 1000 pg/mi para discernir enire extractos activos y no activos en el
ensayo de Artemnia salina propuesto por Meyer v col.“" para todo tipo de extracto veg-
etal, no resulté satisfactorio para el screening primario de citotoxicidad de extractos
acuosos. Si se tiene en cuenta que este bioensayo es util para predecir toxicidad aguda
de extractos vegetales y compuestos puros en humanos?% 3% se considera que 10000
ug/ ml seria ei limite maximo de concentracion sensible para diferenciar extractos
acuosos toxicos y no toxicos.
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Tabla 1. Datos etnobotanicos de las plantas estudiadas.

ey e | Parte
Familia. nombre botanico Nombre vulgar e U'so popular Ref,
ARISTOLOCHIACEAE ; :
Aristolochia triangularis | |
Cham. et Schietch. Mil hombres. | C. |antiséptica. Antirreumatica. 8,9,
,r ; :Emenagoga. Antidoto. Abortiva. |37 38.
COMBRETACEAE | '
Terminalia triffora (Griseb.) Liilo. Lanza amatrilla. . H.  [Tintérea, 38,
COMPOSITAE ; ?
Achyrocline flaccida (Weinm.) DC. |Marcela hembra, | PA. |Antiespasmoédica. Tonica.
' ‘Anthelmintica. Febrifuga. 5.
Ambrosia tenuifolia Spr. ;Aitamisa, ajenjo del ’I PA. é.ﬂ-ﬂtlluﬁwa. Abortiva. Anticoncap.
‘campo. | |Antirreumatica. Antineuralgica. 39.
! .
Baccharis coridifolia DC. | Romerillo, mig-mio. : PA. IAntinflamateria uso externo.
! | {Tratamiemﬂ de las bicheras de los
I . cabatlos. En sahumerio, quemada
| ' junto con azuire, para tratar el &, 10,
| : 'Er‘n-mui'.tﬂ de los caballos, | 39.
o ; ! '-
Baccharis grisebachii Hieron. iQuinchamal, lancha. ;| PA. |Tratamiento de heridas.
| ;‘ IAntirreumatica. 139 ,40.
Eupatorium arnottianum Griseb. iCIa\.reI, UOUE. | DA, Antespasmodica, _F1E.
Eupatorium buniifolium H. et A, Romero, romeriilo : PA. |Antiséptica. Hepatoprotectora. 341,
colorado, romerillo, |
Eupatorium candolleanum H. et A |lyagaelta'a, tabaco | PA, [Purgante. 5
del mante. ;
Eupatorium christieanum Bak. Hoja de la Virgen. | PA. |Tratamiento de enferm. renales. 130,
|
Eupatorium hecatanthum {(DC.) Bak. |Uoué. PA. (Analgésica. Antitusiva. 11.
Antespasmadica.
Eupatonum faevigatum Lam, Doctorcito. Caa-hu. | PA. |Emenagoga. Tintdrea. 39,
i |
Eupatorium macrocephalum Less.  !llia ka'ik. | PA. |Antitusiva. Digestiva. Abortiva. 39.
| |
Gamochaeta simplicicaulis Cabr. Plan-kacnu. L PA, Contra la viruela, el sarampion y la
i wvaricela. Uso externo: lavado de |
| | \granos vy llagas. 5.
EUPHORBIACEAE i |
Phyllanthus sellowianus Mueller Arg. | Sarandi blanco, C. |Antidiabética. Purgante. Diurética.
sara- moroti. i Antiseptica. Antihipertensiva, 42 43,
|
LABIATAE .
Satureja parvifolia (Phil.) Epl.  Muna-muna. ; PE. |Afredisiaca. Digestiva.Emenagoga.
: ! ITratamiento del apunamiento. 2,9.
Satureja odora (Griseb.) Epl. ‘Muria-muna . H. ‘Digestiva. la.
LEDOCARPACEAE |
Balbisia calycina (Gris.} | | 41.
AT.Hunziker et Ariza, Té andino, | PA. |Carminativa. Digestiva. Antiacida.
POLYPODIACEAE
Campyloneuron phylfitidis {L.) Presl. | Calaguala. | H. |Abortiva.Reguladora de la fertilidad| 44-

X Parte ysada: C, corteza; H, hojas; PA, parte aérea; PE, planta entera.
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Tabla 2. LC50 e intervalo de confianza del 95 % (ug/mi) de los extractos
acuosos testeados a 10000, 1000 y 100 ug/mi.

Planta {Familia, nombre botanico) LC30 e intervalo de
confianza del 93 %
(pg/ml)

ARISTOLOCHIACEAE |
Aristolochia triangularis 3309 (3901-2713)
COMBRETACEAE
Terminalia iriflora 6094 (7232-5323)
COMPOSITAE
Achyrocline flaccida | 4917 (5905-4045)
Ambrosia tenuifolia >10000
Baccharis coridifofia 4173 (4830-3394)
Baccharis grisebachii I 2288 (2938-1627)
Eupatonium arnottianum >10000

i
Eupatorium buniffolium ' >10000
Eupatorium candolleanum { >10000
Eupatorium christieanum =10000
Eupatorium hecathantum =10000
Eupatorium faevigatum >10000
Eupatorium macrocepnalum =10000
Gamochaeta simplicicaulis | =10000
EUPHOREBIACEAE |
Phylianthus selfowianus 3490 (4160-2641)
LABIATAE
Saturefa parvifolia 3235 (3712-2764)
Satureja odora >10000
LEDOCARPACEAE
Balbisia calycina 8002 (13119-5987)
POLYPODIACEAE

Campyloneuron phyllitidis >10000

e EC TR . m—————
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EL ACIDO LACTICO:
VERSATILIDAD DE UN REACTIVO

ALBERTO M. STCHIGEL y ALBERTO A. GURNI

Céatedra de Farmacobotdnica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA.
Junin 956, 4°P. (1113) Buenos Aires.

LACTIC ACID, ITS VERSATILITY AS A REAGENT
FOR MEDICINAL PLANT QUALITY CONTROL

Summary:
Lactic acid has been used in histological methaods as clarificant for a long time. Its use
is proposed now to make materials transparent and to achieve disintegration of tissues.

El acido lactico se emplea desde hace mucho tiempo en técnicas de histologia

vegetal. Interviene en la composicion de distintas formulas utilizadas como ciarifican-
tes''?, La solucién acuosa al 5% es empleada con ese fin en el analisis de drogas en
polvo .

En esta comunicacion se proponen otras posibles aplicaciones del acido lactico en

el ambito del control de calidad de las plantas medicinales:

a) Como agente diafanizante: Se prepara una solucion al 50% en agua. El material

b)

vegetal se lleva a ebullicion en esa solucidn hasta que se evapore el agua {reduc-
cion del volumen a la mitad).

Se lava y observa al microscopio. En esas condiciones, ei material se vuelve trans-
parente como para permitir la visualizacion de epidermis y cristales. Se puede em-
plear esta técnica para el analisis de flores.

Como agente disociante ieve: El material se hierve en acido lactico puro hasta que
el liquido toma color pardusco, pero aun se mantiene limpido. Se lava. Se termina
de disgregar entre porta y cubreobjetos. Tiene las mismas aplicaciones que otros
reactivos empleados con ese fin.

Como agente disociante fuerte: El material se hierve en acido lactico puro hasta que
el liquido adqguiere color pardo oscuro y se enturbia, Se lava con agua destilada y se
hierve con solucion de KOH 10% durante 10 minutos. Se lava y se termina de dis-
gregar entre porta y cubreobjetos. El método tiene las mismas aplicaciones y alcan-

ces de otros agentes disociadores fuertes.
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Conclusiones

Estas metodologias resultan de utilidad como alternativa de las tecnicas que se
emplean tradicionalmente para la resolucién de problemas analiticos relacionados con
vegetales. Un inconveniente que se presenta es que los cistolitos se disuelven por
accion del acido lactico, por lo cual estos métodos no seran empleados cuando se frata

de visualizarlos.
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