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INTRODUCCION:

Los florecimientos de cianobacterias existentes en cuerpos de agua dulce, principalmente
debido a la fuerte eutrofizacion de los mismos, son los responsables de la sintesis de un
variado grupo de cyanotoxinas. Las Microcystinas pertenecen a este grupo y son las toxinas
encontradas con mayor frecuencia. Se clasifican de acuerdo a su organo blanco como
hepatotoxinas y hasta el momento se han identificado al menos 50 congéneres de
Microcystinas. Todas ellas son heptapéptidos monociclicos de estructura general ciclo (D-
Ala-X-D-MeAsp-Y-Adda-D-Glu-Mdha), donde X e Y son aminoécidos variables, Mdha es
Metildehidroalanina y Adda es un aminoécido caracteristico de 20 carbonos (3-amino-9-
metoxi-2,6,8 trimetil-10fenil-4,6acido diecadendico). Las distintas Microcystinas difieren
entre si en el grado de metilacion, la configuracion de Adda o los aminoacidos que ocupan las
posiciones X o Y. (Rinehart et al, 1994). La Microcystina-LR (Myc-LR), la mas toxica y
comunmente hallada en los cuerpos de agua dulce, presenta en las posiciones X ¢ Y Leucina y
Arginina respectivamente.

Las Microcystinas inhiben especificamente la actividad de las proteinas fosfatasas de tipo I y
ITA mediante la uniéon covalente de la toxina a las subunidades cataliticas de la enzima. En
general se une a residuos de Cisteina (Cys) presentes en la enzima aunque también pueden
unirse a grupos -SH presentes en compuestos como glutation reducido (GSH). Estas toxinas

también generan estrés oxidativo evidenciado por un aumento en la produccion de especies de
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oxigeno reactivas (ROS) y de los niveles de GSH intracelular, lo cual induce un aumento en la
peroxidacion lipidica (Bouaicha et al .2004).

La presencia de éstas toxinas en el agua potable ha sido fuente de intoxicaciones agudas y
cronicas. En febrero de 1996 en Caruaru (Brasil), pacientes de un centro de dilisis fueron
dializados con agua que se encontraba contaminada con Microcystinas, 100 de estos pacientes
desarrollaron falla hepatica aguda y 56 pacientes murieron en Diciembre de ese afio. Los
andlisis practicados en suero e higado de estos pacientes determinaron que el principal factor
que contribuyd a la muerte de los pacientes fue la exposicidon intravenosa a Microcystinas
durante el proceso de didlisis (Carmichael et al, 1997)

Los dafios hepaticos asociados con la intoxicacion aguda se caracterizan por inflamacion,
degeneracion focal de hepatocitos, depositos de hemosiderina, pérdida de estructura
sinusoidal, aumento de peso del higado, marcada hemorragia intrahepatica, shock
hemodinamico, falla cardiaca y muerte (Hooser et al , 1990).

La exposicion de grupos humanos a estas toxinas no ha sido suficientemente estudiada. Las
condiciones ambientales caracteristicas de la época estival en zonas templadas favorecen
particularmente el desarrollo de florecimientos de cianobacterias, en consecuencia la
poblacion podria estar expuesta a intoxicaciones subcronicas e intermitentes debido a la
aparicion de estas toxinas en la red de agua potable como sucede en las ciudades de Ensenada
y La Plata, provincia de Buenos Aires, Argentina.

La presencia de estas toxinas en cuerpos de agua utilizados para el consumo humano ha sido
fuertemente correlacionada con una alta incidencia de cancer primario de higado (Carmichael
et al, 1997).

En el presente trabajo se realizaron estudios de exposicidon subcronica a Myc-LR
administrando dosis subletales de 25ug/kg cada 48 hs. durante un mes, seguido de periodos
de 1 y 2 meses sin exposicion a la toxina (wash-out) con la intencion de determinar los dafios
producidos en higado y rifidon de los animales tratados, asi como la posibilidad de reversion de
los mismos. Con tal fin se analizaron los pesos corporales y del higado de los animales, se
realizaron estudios histopatologicos sobre los higados y rifiones de los ratones sometidos al
procedimiento, determinaciones bioquimicas de marcadores plasmadticos caracteristicos de
dafio hepatico y funcidon renal; y mediciones de contenido de lipidos totales, fosfolipidos y

lipidos neutros en higado.



DESARROLLO:

Materiales v Métodos:

Animales:
Se utilizaron 21 ratones machos adultos (20-22 gr) procedentes del lote N:NIH-S obtenidos en
el bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP

Para el ensayo se utilizaron 4 grupos con la siguiente disposicion de los animales:

9 Ratones 4 Ratones 4 Ratones 4 Ratones
grupol: grupo 2: grupo 3: grupo 4:
Control Imes 30 dias wash-out 60 dias wash-out

exposicion

Disefio Experimental:

Dosis de Myc-LR empleada:

La dosis de 25 pg/kg fue elegida teniendo en cuenta el valor de la DLsy = 50 pg/kg con la
intencion de generar un dafo evidente en el higado, para luego poder observar la

recuperacion.

Intoxicacidn subcrdnica:

Los animales de los grupos 2, 3 y 4 fueron tratados con dosis de 25 pg/Kg de Myc-LR
inyectadas intraperitonealmente cada 48 hs durante 1 mes. Los especimenes control se
inyectaron con una cantidad equivalente de solucion fisiologica estéril, administrada con la
misma frecuencia y durante el mismo periodo de tiempo. Los ratones de la jaula 2 fueron
sacrificados al cumplirse el mes de inyeccion. El grupo de la jaula 3 se sacrifico después de
30 dias sin administracion de la toxina (wash-out) y el grupo 4 después de 60 dias de wash-
out. De cada uno de estos animales, incluidos los controles, se extrajeron muestras de sangre
empleando citrato de sodio como anticoagulante antes de que fueran sacrificados y sometidos
a necropsia. Los higados obtenidos se pesaron y se fraccionaron, almacenando uno de los
l6bulos inmediatamente en solucion de formol al 15% para realizar el correspondiente estudio
histologico, y el otro l6bulo se colocd en buffer antioxidante para determinacion de lipidos.
Los rifiones de los especimenes estudiados fueron almacenados en solucion de formol al 15%

y sometidos a técnicas histolégicas.



Purificacién de Myc-LR:

La toxina usada en este trabajo fue aislada de un florecimiento de Microcystis aeruginosa
recolectado del Rio de la Plata. Las células se lisaron mediante 3 ciclos de congelado-
descongelado, luego se realiz6 una extraccion con Cloroformo/Metanol (50/50 v/v) y la fase
acuosa se concentrd en rotovapor. La purificacion de la toxina se llevd a cabo mediante la
técnica semipreparativa HPLC con un 98% de pureza. Para ello se empled una columna
TERMO Hyperprep HS C18 (250x10 mm), realizando una corrida semipreparativa con loop
de 500ul, régimen isocratico y deteccion UV-visible (A= 238nm). La identidad de la toxina
fue confirmada mediante cromatografia Liquida de Alta resolucion con deteccion Masa-Masa,
modo ionizacion positiva (CL/ESI (+) -MS-MS) en el laboratorio de Espectrometria de
Masas. Departamento de Ecotecnologia del Instituto de Investigaciones Quimicas de

Barcelona. Barcelona, Espaia.

Ensayos Bioquimicos:

Sobre el plasma obtenido de las muestras de sangre extraidas de los ratones estudiados, se
realizaron ensayos enzimatico-colorimétricos utilizando kits comerciales para determinar los
niveles en sangre de las enzimas Fosfatasa Alcalina (FAL), Transaminasas Hepaticas TGO y

TGP, asi como los niveles de urea y creatinina.

Técnicas Histoldgicas:

Los higados formolados fueron fijados e incluidos en parafina. Se obtuvieron secciones de 3
pum con un micrétomo, se practicaron las siguientes tinciones y se observaron al microscopio
optico.

* Tincion de Hematoxilina-Eosina:

La hematoxilina es un colorante catidnico mientras que la eosina es un colorante anidnico
perteneciente a los xantenos. Los nucleos se observan de color azul, los citoplasmas en rosa y
los globulos rojos en tono rojo-anaranjado.

* Técnica de Acido Periddico-Schiff (PAS):

Se emplea para determinar la presencia de moléculas como glucdégeno, glucoproteinas y
glucosaminoglucanos. El 4cido periddico rompe la union de los anillos de las hexosas o los
enlaces de las hexoaminas de los glucosaminoglucanos formando grupos aldehido que
reaccionan con el reactivo de Schiff (leucofucsina o bisulfato de fucsina) dando un color rojo-

fucsia.



* Tincion de Gomori:

Las tinciones tricroémicas se utilizan para el estudio del tejido conectivo. La técnica de Gomori
se desarrolla en un solo paso que combina la tincion de los tejidos citoplasmico y conectivo
con solucidon de acido fosfotiingstico/ acido acético. Los nucleos se tifien con hematoxilina
férrica, seguida de tincidn con cromotropo R2 (se tifien las fibras citoplasmicas) y Fast Green
FCF (se tifien las fibras del tejido conectivo). Los nucleos se veran de color azul a negro, el

tejido conectivo en color verde y el citoplasma rojo.

Determinacioén de Lipidos:

La extraccion de lipidos se realiza siguiendo el método de Folch et al, 1957. Los fosfolipidos
y lipidos neutros se separaron de los extractos anteriores mediante cromatografia de micro-
columna descripto por Hanahan et al, 1957. Las fases organicas conteniendo los lipidos
neutros o polares fueron luego sometidas a los procesos cromatograficos descriptos por
Malins et al, 1960 y Neskovic et al, 1968, obteniéndose una eficiencia en recuperacion de
lipidos neutros del 89% y de fosfolipidos del 96%.

Los lipidos totales y los neutros fueron estimados gravimétricamente por evaporacion bajo N,
hasta peso constante (Marra, C., 1990). Los fosfolipidos se midieron también como contenido

de fosforo (P.S. Chen, 1956) luego de la mineralizacion de una alicuota de la muestra.

RESULTADOS:

Pesos de higados vy ratones:

El aumento de peso de los animales tratados no difiere significativamente del encontrado en
los ratones control (Fig. 1). En concordancia con esto la apariencia y el comportamiento de
los animales inyectados con Myc-LR fueron completamente normales y no existieron signos
ni sintomas que permitieran diferenciarlos del grupo control.

Sin embargo se registraron variaciones significativas en cuanto al peso y coloracion de los
higados de los ratones expuestos a la toxina, siendo estos mas oscuros, respecto de los

controles (Fig. 1).
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Fig.1 Peso corporal y de higado normalizados

Ensayos bioquimicos:

Los niveles plasmaticos de FAL presentaron un significativo incremento respecto de los
valores de los controles al finalizar el mes de exposicion, que revierte hasta alcanzar valores
normales durante el tiempo de wash-out (Fig. 2b). En el caso de los niveles de TGO se ha
registrado un aumento significativo durante los primeros 30 dias de recuperacion, que luego
baja hasta alcanzar registros normales (Fig.2b).

Asi mismo no se encontraron alteraciones significativas en los valores de TGP, urea y

creatinina (Fig. 2 ay b).

077 E== Mean urea 800+
[T Mean creatinine

ik

06 250 4

0,54

200

04+

150

U/l

100 o
0,2 4

0,14 50

dias 30 dias

0,0

o [T

< o

f<S)

& S |IINIRE R
= e

o s

s @

g

> control 30 days exposed 30 days wash out 60 days wash out
exposicion wash out
a) Urea vy Creatinina plasmaticas b) FAL, TGO, TGP plasmaticas.

Fig. 2: Evoluciéon de los marcadores de funcion hepatica y renal durante el tiempo de
experimentacion. Los cambios significativos se indican con asteriscos.

Estudios histoldgicos:

No se observaron alteraciones histopatologicas a nivel renal, mientras que el dafio hepatico
encontrado fue importante.
A diferencia de los cortes controles donde se observaron hepatocitos y sinusoides normales

con una clara disposicion radial de las células en torno al vaso principal (Fig. 3a), tejido



conjuntivo homogéneamente distribuido en el parénquima y formando un denso anillo en la
pared del vaso (Fig. 4a); en los cortes de higados, tefiidos con la técnica Hematoxilina-Eosina,
de los animales sometidos a un mes de tratamiento con la toxina (Fig.4b) se ha observado la
presencia de intensa vacuolizacion citoplasmatica, binucleacidon acompanada de discariosis
nuclear, nicleos visiblemente aumentados en tamafo, con vesiculacion y replegados hacia la
periferia de la célula debido a que las vacuolas ocupaban la mayor parte del citoplasma.
Presentaban también una importante pérdida de la estructura hepatica denotada por una clara
alteracion en los sinusoides hepaticos. Asi mismo no se ha observado fibrosis, congestion
vascular (ectasia) ni hemorragia intahepatica.

En concordancia con estas observaciones, hemos apreciado en los cortes tefiidos con la
técnica de Gomori (Fig. 4b) que el tejido conjuntivo forma un denso anillo en torno a la luz
del vaso, similar al observado en los cortes provenientes de ratones control (Fig. 5a), de tal
forma que no existe disrupcion de los vasos ni procesos hemorragicos como los observados en
ensayos agudos. También encontramos una importante disminucion del tejido conectivo que

forma la trama extracelular del parénquima hepatico.
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Fig. 3 Técnica Hematoxilina-Eosina

En los cortes obtenidos de los animales sometidos a 30 dias de wash-out (Fig.3c), hemos
observado que los dafios revierten parcialmente ya que en estos casos encontramos
microvacuolas que no son capaces de producir deformacion en los nucleos, células
espumosas, discariosis, hipercromacia nuclear y atipia reactiva leve como indicios de
recuperacion hepatica a nivel celular. Sin embargo no se observaron mejorias en la estructura
extracelular de tejido conjuntivo (Fig.4c¢).

Luego de 60 dias de wash-out la recuperacion se hace mucho mas evidente (Fig.3d), ya no se
observaron vacuolas intracelulares, el material nuclear se encontraba homogéneamente
condensado sin vesiculaciones, y se produjo una reaparicion parcial de las estructuras
sinusoidales aunque mas dilatadas que las normales debido probablemente al estrés sufrido

por las células durante el tratamiento con Myc-LR. En concordancia con lo observado, vemos



que la estructura de sostén hepatica muestra indicios de una leve recuperacion (Fig.4d) ya que
se ha evidenciado tejido conjuntivo en torno a los sinusoides dilatados, si bien el mismo no

forma atin una red continua como ocurre en un higado normal (Fig.4a).
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Fig. 4 Técnica de Gomori

Las vacuolas observadas son consecuencia de la acumulacion intracitoplasmatica anormal de
lipidos o glucoégeno. La ausencia de coloracion en las vacuolas en los higados de animales
tratados con Myc-LR durante un mes y tefiidos con la técnica de PAS (Fig.5) es indicativo de
la ausencia de glucdgeno, glucoproteinas y glucosaminoglucanos en el interior de las mismas.
De modo que estas vacuolas se deben a una acumulacion excesiva de lipidos en los

hepatocitos durante la exposicion del animal a la toxina.
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Fig.5 Técnica de PAS
Higado de raton 1 mes de inyeccion (40 X) Vacuolas sin coloracion

Determinacion de Lipidos:

Los animales tratados durante un mes con la toxina presentaron un notable aumento en el
contenido hepatico de lipidos totales comparado con los niveles encontrados en los ratones
que no fueron expuestos a Myc-LR. Esta condicion persiste luego de 30 dias de interrupcion
de la exposicion a la toxina y alcanza nuevamente los valores controles después de 60 dias de
recuperacion.. En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos en la cuantificacion de

lipidos contenidos en los higados de ratones controles y expuestos a la toxina.



Resulta evidente que el aumento de lipidos totales se debe fundamentalmente a un aumento de
lipidos neutros y polares (fosfolipidos). Es interesante notar que luego de 30 dias de
recuperacion los niveles de los lipidos neutros se mantienen elevados, mientras que los lipidos
polares se acercan a los valores normales. Los lipidos polares y neutros retornan a niveles

normales luego de 60 dias de interrupcion de la exposicion a la toxina.

Tratamiento con Myc-LR Recuperacion (Wash-out)

30 dias 30 dias 60 dias

Control Grupo2 Control Grupo3 Control Grupo 4

Lipidos Totales 138.1£6.6 189.5+9.0% 96.5+83 206.0+17.0"122.5+ 49 138.516.6
Lipidos Polares  76.3+2.9 113.8+4.1* 81.0+3.0 953+40 73.3%2.1 80.2+3.6

Lipidos Neutros 53.5+4.4  60.7+2.6* 55.1+3.0 65.7+4.5* 559+3.5 53.6 £4.0

Tabla 1 Lipidos totales, neutros y polares en homogenatos de higado de ratones control y expuestos a
toxina. Los resultados se obtuvieron a partir de 3-4 determinaciones independientes por duplicado
SD. Las diferencias significativas entre los animales expuestos a toxina y los controles se indicaron
con un asterisco (p < 0.01 o menores). Datos expresados en wmoles / mg proteina.

DISCUSION:

La exposicion subcronica a Myc-LR en la dosis utilizada en este estudio, no causa muerte ni
sintomas clinicos de intoxicacidon, sin embargo afecta seriamente la integridad y funcion
hepatica mientras que no afecta significativamente ni el funcionamiento ni la estructura renal.
Debido a que no se presentan variaciones destacables en los pesos de los animales respecto de
los normales, este pardmetro no es un buen indicador de exposicion subcronica a la toxina.
Histolégicamente la lesion hepatica se hace muy evidente, los aumentos en los niveles de
contenido lipidico hepatico estan en buena correlacion con las macrovacuolas observadas en
los cortes histologicos en los animales sometidos a un mes de tratamiento con Microcystina-
LR. La persistencia de estos valores elevados durante los primeros 30 dias de recuperacion
tiene correlato en las microvacuolas y células espumosas observadas en los cortes histologicos
de los higados de los animales expuestos a Myc-LR, correspondientes a este periodo.

Asi mismo se observa una clara recuperacion hepatica, sobre todo a nivel celular.

El aumento de las enzimas hepaticas, FAL y TGO, estd en concordancia y es un indicador
mas del importante dafio producido en este 6rgano, asi como de la recuperacion observada al
suspender la exposicion a la toxina; periodo en el cual dichos pardmetros retornan a valores
normales.

La presencia de vacuolas lipidicas y su posterior desaparicion, indican una influencia directa y

reversible sobre el metabolismo lipidico en el higado.



La estructura histologica normal observada a nivel renal concuerda con la ausencia de
alteraciones significativas de los valores plasmaticos de urea y creatinina, siendo éstos ultimos
marcadores bioquimicos utilizados frecuentemente con el fin de evaluar el funcionamiento

renal.

CONCLUSION:

La presencia de importantes florecimientos de Microcystis aeruginosa en la cuenca del Plata,
durante la época estival, es uno de los principales problemas sanitarios y ambientales que
enfrenta hoy esta zona.

La poblacion entra en contacto con estas toxinas al utilizar estos cuerpos de agua dulce para
recreacion o como fuente para la obtencidon de agua potable. De hecho, se han detectado
niveles de toxinas en el agua potable de las ciudades de Ensenada y La Plata, provincia de
Buenos Aires, Argentina, varias veces superiores a los recomendados por la OMS durante los
meses de enero y febrero de 2005 y enero de 2006 (Andrinolo et al 2006). La exposicion de
personas y animales a niveles subletales de Myc-LR puede pasar desapercibida debido a la
ausencia de sintomas clinicos en las intoxicaciones subcronicas. Por esto estudiar el dafio
producido, en las condiciones planteadas, permitiria comprender mejor los mecanismos por
los cuales la toxina produce dicho dafio. A partir de ahi encontrar marcadores de exposicion
especificos a microcystinas, seria de suma importancia para viabilizar estudios
epidemiologicos y cuantificar los niveles de exposicion humana y animal; datos

imprescindibles para una correcta evaluacion del riesgo.
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