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INTRODUCCION:

Las Microcystinas (MCs) son heptapéptidos ciclicos constituidos por varios D-aminoacidos
junto con dos aminoacidos caracteristicos de estas estructuras Illamados N-
metildehidroalanina (Mdha) y acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8 trimetil-10fenil-4,6acido
diecadendico (Adda), un b-aminoacido hidrofébico. Hasta el momento se han descripto mas
de 60 variantes estructurales las cuales difieren en la constitucion de las cadenas laterales
de dos de los aminoacidos que conforman la molécula. (Sivonen and Jones, 1999)
Microcystina-LR (MC-LR) es la isoforma de estas hepatotoxinas mas toxica y frecuente
(WHO, 2004). Se han reportado en todo el mundo varios eventos de intoxicaciones con
estas toxinas, siendo el caso paradigmatico el ocurrido en un centro de dialisis en Caruaru
Brasil, donde 100 pacientes desarrollaron falla aguda de higado y 50 de estos fallecieron
(Jochimsen et al., 1998). Asi mismo se ha relacionado fuertemente la contaminacién de
aguas de bebida con MCs con el desarrollo de cancer hepatico en personas que habitan en
ciertas regiones de China (Ueno et al., 1996).

Debido a la presencia de MCs en el agua, la principal via de entrada de estas toxinas al
organismo es la via oral, aunque también puede ingresar por via inhalatoria al formarse
aerosoles mientras se estan realizando actividades recreacionales en estos cursos de agua.
La absorcion de la toxina se da principalmente a nivel de las vellosidades del intestino
delgado y en menor medida puede absorberse en la mucosa gastrica a través de un sistema
de transportadores multiespecificos de iones organicos (Rumnegar, et al., 1991; Falconer
and Yeung., 1992). La mayoria de la MC-LR (78-88%) absorbida a nivel intestinal es
transportada en circulacion hasta el higado donde ingresa al hepatocito a través del sistema
de transportadores multiespecificos de los acidos biliares.

Los mecanismos involucrados en la toxicidad de MCs no han sido ain completamente
aclarados, sin embargo la mayor parte de las evidencias recavadas hasta el momento
indican que las MCs son un potente inhibidor especifico de serina y treonina protein-
fosfatasas (PP1 y PP2A) lo cual causa disfuncion del citoesqueleto (Ding et al., 2001) y
desregulacién de la mayoria de los procesos celulares (Mac Kintosh et al., 1990). Los datos
mas recientes indican que el estrés oxidativo jugaria un papel fundamental en la
patogénesis de las intoxicaciones producidas por MCs en mamiferos (Weng et al, 2007).

En trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion, estudiando exposiciones
sub-cronicas a MC-LR en ratones (Andrinolo, et. al., 2008), encontramos que durante la
exposicion a la toxina ademas de importantes danos estructurales en el higado, elevacion
sérica de las enzimas marcadoras de dafio hepatico (FAL y TGO) y aumentos de los niveles
hepaticos de lipidos totales, neutros y polares; se produjo una elevacién de los indicadores
de dafno oxidativo (TBARS y ROOHSs) en higado y rifiones. En ambos tejidos el dano

oxidativo se presentaba con intensidad y evolucién temporal similar. Estos hallazgos son
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particularmente interesantes ya que ademas de demostrar el estrés oxidativo al que se
encuentran expuestos los tejidos ante una intoxicacién de este tipo con MC-LR y que las
alteraciones generadas son reversibles luego de dos meses de suspensién del contacto con
la toxina (wash-out), pone de manifiesto que los marcadores de dafio oxidativo se elevan en

rindn aun en ausencia de alteraciones evidentes en éste 6rgano a nivel histoldgico.

OBJETIVOS:

Teniendo en consideracion que el estrés oxidativo seria la principal via por la cual se
generan los dafios producidos por MC-LR, el objetivo del presente trabajo es determinar, en
un modelo in vivo, que ocurre ante dicho estrés oxidativo con los mecanismos naturales de
defensa contra el estrés oxidativo durante la exposicion a esta toxina y luego de suprimir el
contacto con la misma.

Para ello, en este trabajo, se realizaron ensayos de exposicion sub-crénica a MC-LR en
ratones N:NIH-S, 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). Se determinaron
en higado y rifiones de estos animales parametros de estrés oxidativo tales como Glutation
total, oxidado (GSSG) y reducido (GSH) , asi como niveles de «-tocoferoles y las actividades
de las enzimas involucradas en los sistemas antioxidantes como catalasa (CAT), superéxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSH-Px), glutation reductasa (GSH-Rd), glutation
transferasa (GSH-Tr) y 6xido nitrico sintetasa (estimada como NOXx, produccién de nitrato +

nitrito) destinadas comunmente a controlar la homeostasis redox celular.

MATERIALES Y METODOS:

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 emplearon 4 grupos con la siguiente disposicion de los animales:

9 Ratones 4 Ratones 4 Ratones 4 Ratones
Grupo1: Grupo 2: Grupo 3: Grupo 4:
Control 1mes exposicion 30 dias wash-out 60 dias wash-out

Diseno Experimental:

Dosis de Myc-LR empleada:

La dosis de 25 ug/kg fue elegida teniendo en cuenta el valor de la LD50 = 50 ug/kg y que en

experiencias anteriores con la misma dosis se obtuvo un dafio evidente en el higado y una
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vez suspendida permitié observar recuperacién (Andrinolo, et. al., 2008), con lo cual nos
permitiria monitorear que ocurre con los marcadores de estrés oxidativo y con el sistema

antioxidante en las distintas fases del ensayo planteado.

Intoxicacidén subcrénica:

Los animales de los grupos 2, 3 y 4 fueron tratados con dosis de 25 ug/Kg de Myc-LR
inyectadas intraperitonealmente cada 48 hs durante 1 mes. Los especimenes control se
inyectaron con una cantidad equivalente de solucién fisiolégica 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 sacrificd 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 el higado y rifiones,
los cuales fueron lavados con solucion salina estéril fria y colocados en buffer antioxidante
(Marra, et al.,1986), decapsulados y homogeneizados. Las muestras asi preparadas se
sometieron a un ciclo de centrifugacion a 10.000g (20 min 1-2°C). Los sobrenadantes
obtenidos fueron alicuotados y almacenados a -70°C bajo atmdésfera de N, hasta el
momento de las determinaciones bioquimicas. Las alicuotas destinadas a realizar las
determinaciones de niveles de glutation fueron tratadas inmediatamente con 40 mM de N-
etilmaleimida y desproteinizadas utilizando acido tricloroacético (15% concentracién final)

siguiendo la recomendacion de Asensi et al. (1994).

Purificacién de Myc-LR:

La toxina usada en este trabajo fue aislada de un florecimiento de Microcystis aeruginosa
recolectado del Rio de la Plata en base a métodos establecidos (Barco, et al., 2005) con
pequefas modificaciones. Las células se lisaron mediante 3 ciclos de congelado-
descongelado, luego se realizdé una extracciéon con Cloroformo/Metanol (50/50 v/v) y la fase
acuosa se concentré en rotovapor. La purificacion de la toxina se llevé a cabo mediante la
técnica semipreparativa HPLC con un 98% de pureza. Para ello se empleé 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, Espafa
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Ensayos Bioguimicos:

Marcadores Bioguimicos de Estrés Oxidativo:

Sobre las alicuotas provenientes de los homogenatos de higado y rifiones se determiné el
contenido de Glutation oxidado (GSSG) mediante el método de Rahman et al. (2006) y los
niveles de Glutation reducido (GSH) fueron obtenidos utilizando la técnica de Glutation-S-
Transferasa descripta por Brigelius et al (1983). Los niveles de «-tocoferoles se
determinaron mediante HPLC siguiendo el método de Buttris and Diplock (1984) modificado
por Bagnati et al. (1997). Por ultimo el contenido total de proteinas se obtuvo mediante el

micrométodo de Bradford (1976), con BSA (seroalbumina bobina) como estandar.

Enzimas del Sistema Antioxidante:

Las actividades enzimaticas fueron determinadas sobre las muestras de higado y rifiones
obtenidas mediante el procesamiento descripto anteriormente.

La actividad de SOD se determiné mediante la técnica de Flohé and Otting (1984), mientras
que en el caso de las actividades de GSH-Px, GSH-Tr y GSH-Rd se utilizaron los métodos
de Wheeler et al. (2001), Habig et al (1984) y Carlberg and Maverick (1985)
respectivamente.

La determinacion de la actividad de CAT fue llevada a cabo empleando el método UV
cinético descripto por Aebi (1984).

La actividad de 6xido nitrico sintetasa (NOS) fue estimada determinando los niveles de NOXx

por el método enzimatico de Verdon, et al.,1995.

RESULTADOS:
Marcadores Bioguimicos de Estrés Oxidativo:
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Fig.1.Glutation total (barras blancas), reducido (barras grises), oxidado (barras negras) y GSH/GSSG (barras
rayadas) en higado y rifiones de animales expuestos y controles. Los valores se expresan en pymol/gr de peso
seco.

Los niveles de Glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) fueron profundamente afectados

por el tratamiento con MC-LR tanto en higado como en rifiones (Fig.1). Vimos que en ambos
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tejidos los valores de GHS y GSSG se encontraron sensiblemente aumentados, durante la
exposicion a la toxina, respecto al control. En consecuencia la suma GSH + GSSG también
se encontré elevada respecto del control. Sin embargo la relacion GSH/GSSG se presento
disminuida a expensas de un mayor incremento de GSSG respecto del incremento de GSH.
Luego del primer mes de wash-out los valores regresaron a niveles normales, excepto el
nivel de glutation total en higado que permanecio significativamente aumentado. Es
interesante notar que luego del segundo mes de wash-out se observé un aumento en el
nivel de la relacion GSH/GSSG en rifiones.

Los valores hallados para a-tocoferoles (Fig.2) evidenciaron una importante disminucion en
higado, respecto del control, durante el mes de exposicion a MC-LR que retorn6 a niveles

normales luego del primer mes de wash-out manteniéndose asi hasta el final de la

experiencia.
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Fig.2 Niveles de a-tocoferoles en higado y rifiones. Control (barras blancas), 1 mes de exposiciéon (barras
negras), 30 dias wash-out (barras grises), 60 dias wash-out (barras rayadas). Los resultados se expresan en
nmol/ mg de lipidos totales.

Enzimas del Sistema Antioxidante:

Luego de 30 dias de exposicion a MC-LR se observé una reduccion importante en la
actividad de SOD en ambos tejidos (Fig.3), aunque bastante mas pronunciada en rifidn que
en higado, respecto de los hallados para los controles.

En ambos tejidos, al finalizar el primer periodo de wash-out, se restablecieron los valores
normales de actividad. Sin embargo, es interesante destacar que los valores de actividad de
SOD encontrados en higado luego de dos meses de suprimido el contacto con la toxina,
fueron significativamente mayores comparados con los controles.

La actividad de CAT también fue sensiblemente afectada por el tratamiento con MC-LR
(Fig.3). Los niveles de actividad encontrados en los animales sometidos a 30 dias de
exposicion a la toxina fueron sensiblemente menores que los controles tanto en higado
como en riflones. En estos casos se produjo un aumento posterior de actividad durante el
primer mes de wash-out, en ambos tejidos, que finalmente revirtieron a normalidad al
finalizar el segundo mes de wash-out.

La estimacion de la actividad de NOS (Fig.3), mediante la produccién de NOx,.mostré un
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Fig.3 Niveles de actividad de CAT, SOD, NOS (estimada como NOXx) en higado y rifiones de ratones. Control
(barras blancas), 1mes exposicién (barras negras), 30 dias wash-out (barras grises), 60 dias wash-out (barras
rayadas). Los * indican variaciones significativas.

aumento importante durante el mes de exposicibn a MC-LR que gradualmente fue
disminuyendo hasta alcanzar los valores del control luego de dos meses de wash-out.
En la Fig.4 presentamos los valores obtenidos para las actividades de las enzimas

relacionadas con el metabolismo del Glutation.
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Fig.4. Niveles de actividad de GSH-Tr, GSH-Rd y GSH-Px en homogenatos de higado y rifiones de raton.
Control (barras blancas), 1mes exposicion (barras negras), 30 dias wash-out (barras grises), 60 dias
wash-out (barras rayadas)

La actividad de Glutation transferasa (GSH-Tr) en los homogenatos provenientes de higados
de animales tratados durante un mes con MC-LR se encontré significativamente aumentada;
mientras que en rifiones no se encontraron aumentos de actividad que resultaran
significativos. Los valores revirtieron a normalidad luego de suprimir el contacto con la
toxina.

La actividad de GSH-Rd también se encontré disminuida en ambos tejidos durante el
periodo de exposicion a la toxina, llegando a valores cercanos a los controles luego de la
supresion de administracién de toxina.

Por dltimo, una disminucién similar de actividad se encontré durante el periodo de
exposicion a MC-LR para GSH-Px en ambos tejidos. Sin embargo mientras que en rifidn los
valores retornaban a normalidad ya en el primer mes de wash-out, para el caso del higado
los valores de actividad se mantuvieron por debajo de los controles incluso en este periodo

llegando a normalidad solo después del segundo mes de wash-out.

DISCUSION:

Una consecuencia importante de la exposicién a MC-LR es una profunda aunque reversible
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alteracion del sistema de proteccion antioxidante celular. Asi, encontramos descensos
significativos en la actividad de catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GSH-Px) y glutation reductasa (GSH-Rd) tanto en higado como en rifiones de
los animales que fueron sometidos a intoxicacion sub-crénica con MC-LR. Aunque estas
disminuciones fueron de similar magnitud en ambos tejidos, los patrones de normalizacion
revelaron una compleja interaccidon entre estas enzimas y aquellos elementos no
enzimaticos del sistema antioxidante.

El aumento de sustancias reactivas de oxigeno (ROS) durante la exposiciéon a MC-LR es
parcialmente removido por SOD, CAT y GSH-Px (Moreno et al., 2005). Ya que SOD es un
componente esencial del sistema antioxidante, usualmente se produce un aumento de su
actividad ante un dafo oxidativo. Sin embargo si este dafio es prolongado, como ocurriria en
nuestro trabajo, podemos ver una disminucién de actividad de SOD que puede deberse a
dos mecanismos probables: alteraciones en el ensamblado de las subunidades cataliticas
de la enzima y/o inhibicién de su centro activo por acumulacién de peréxido segun lo
descripto por Bowler et. al.,1994.

Una consecuencia natural de la inhibicion de SOD es una disminucion de la eficiencia de
eliminacion de superodxido, lo cual puede ser responsable de la inhibicion de CAT,
generando una progresiva acumulacion de peroxidos (Moreno et al., 2005,), peroxinitritos y
la formacion de radicales hidroxilo; quienes generan dafos ulteriores sobre biomoléculas y
otros componentes del sistema antioxidante (Patel et al., 1999).

La toxicosis asociada a MC-LR esta relacionada con una elevacion de NOx vy
consecuentemente con una produccion excesiva de peroxinitrito, lo cual puede resultar en
serios danos sobre la homeostasis redox, lipidos y acidos nucleicos. (Packer et al., 1998)

El consumo de a-tocoferoles en higado puede ser consecuencia de este estado pro-
oxidativo, el cual requiere una mayor utilizacion de depuradores no enzimaticos celulares.

El glutation es considerado uno de los mas importantes antioxidantes no enzimaticos
celulares y constituye la primer linea de defensa frente a la produccion excesiva de ROS.

El dafo oxidativo generado por la MC-LR impacta de forma importante en el metabolismo
del glutation, afectando a las enzimas que intervienen en su metabolismo. En concordancia
con los resultados observados en intoxicaciones agudas con MC-LR reportados por
Maidana et al., 2006, en nuestro trabajo encontramos niveles aumentados de glutation total
y actividad de GSH-Tr; pero los valores de actividad determinados para GSH-Px se
encontraron disminuidos respecto de los controles, ocurriendo lo mismo con la actividad de
GSH-Rd luego de la exposicién subcronica a la toxina.

Existe una estrecha dependencia entre la actividad de GSH-Px y los niveles de GSH
(Rumnegar et al., 1987) ya que GSH-Px cataliza la reduccion de H,O, a expensas del GSH.

Por lo tanto, la disminucién en la capacidad de reducir glutation puede ser una consecuencia
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natural de la disminucion de la actividad de GSH-Px, tanto en higado como en rifdn,
derivando en niveles disminuidos de GSH/GSSG.

Una reduccion en la actividad de GSH-Rd puede contribuir a un ulterior decrecimiento de la
relacion GSH/GSSG.

Ademas MC-LR puede formar conjugados del tipo Microcystina-GSH como una suerte de
proceso de detoxificacion (Plugmacher et al., 1998). Es asi que encontramos aumento de
actividad de GSH-Tr luego de la exposicién a la toxina. Sin embargo la conjugacion de GSH
con MC-LR como un intento de neutralizar su toxicidad termina siendo un punto muy
importante en el deterioro del pool antioxidante que deja a los tejidos aun mas susceptibles
al dafio oxidativo (Ding et al., 2003).

Como el higado es el principal sitio de produccién de glutation y de detoxificacion de MC-LR,
es posible que los niveles de glutation total y GSH continuaran elevados aun cuando el
sistema redox haya llegado nuevamente a valores normales y se haya eliminado toda la
toxina.

Un patron similar fue observado para los rifiones con la excepcion de una relacién
GSH/GSSG que se mantenia persistentemente elevada luego de dos meses de supresion
de la toxina. Estos resultados pueden interpretarse como un reestablecimiento de la
capacidad reductora del 6rgano (sin biosintesis de novo de GSH) cuando la acumulacién de
ROS fue compensada.

En higado el equilibrio entre GSH y GSSG debe ser mas rapido que en rifdn dado el activo
metabolismo de este antioxidante.

Los niveles de GSH-Rd y GSH-Tr se normalizaron rapidamente, los de GSH-Px y CAT
permanecieron aumentados aun después del primer mes de wash-out, mientras que la
actividad de SOD continu6 elevada en higado luego del segundo mes de wash-out

Estos hallazgos pueden reflejar un extenso dafo en el pool antioxidante en ambos tejidos, el
cual no es capaz de neutralizar la acumulacion de ROS durante el periodo de exposicion,
particularmente interesante en el caso del rifidn ya que estas alteraciones se presentan
antes de que se observen dafios histolégicos en este érgano (Andrinolo, et. al., 2008). En
consecuencia, ambos tejidos requieren una actividad extra de estas enzimas tendiente a

restaurar la homeostasis redox.

CONCLUSIONES:

Entre los problemas sanitarios y ambientales en la cuenca del Plata a los que se enfrenta la
poblaciéon hoy en dia, uno de los mas importantes es la exposicion a florecimientos de
Microcystis aeruginosa y por lo tanto a las toxinas que éstas producen; sobre todo cuando la
exposicion se da de forma sub-crénica e intermitente como ocurre en nuestro medio; casos

para los cuales no existen hasta el momento parametros de evaluacion y diagndstico claros.
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Las alteraciones encontradas, en el modelo planteado, en cuanto a marcadores de dafio

oxidativo y a niveles de componentes enzimaticos y no-enzimaticos del sistema de

proteccion antioxidante celular, presentes incluso antes de un evidente dafo histologico,

como ocurre para el caso del rindn (Andrinolo, et. al., 2008), nos acercan mas a una mejor

comprension de los procesos patolégicos por los cuales se producen dichos dafos y a la

posibilidad de encontrar marcadores especificos de exposiciéon a Microcystinas para asi

viabilizar estudios epidemioldgicos y encausar una correcta evaluacién del riesgo.
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