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INTRODUCCION

Las microcystinas son heptapéptidos monociclicos, sintetizados por varias especies de
cianobacterias tales como Microcystis aeruginosa en cuerpos de agua dulce. Su efecto
téxico se basa en su capacidad de Inhibir especificamente las Proteinas Fosfatasa 1 y 2A
(Barreto et al., 1996)

Su estructura general es ciclo (D-Ala-X-D-MeAsp-Y-Adda-D-Glu-Mdha), donde X e Y son
aminoacidos variables, Mdha es Metildehidroalanina, Adda es un aminoacido caracteristico
de 20 carbonos (3-amino-9-metoxi-2,6,8 trimetil-10 fenil-4,6 acido diecadenoico) (Botes et al.,
1985). Mas de cincuenta microcystinas han sido identificadas, todas son heptapéptidos
ciclicos que difieren en el grado de metilacién, la configuracion de Adda o los aminoacidos
que ocupan las posiciones X 0 Y (Rinehart., 1994). La dosis letal 50 determinada para
microcystina LR por via intraperitoneal es de 50 ug/kg.

La presencia de estas 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 dialisis
presentaron alteraciones visuales, nauseas y vémitos, debilidad muscular, asociados con la
hemodialisis. Subsecuentemente, 100 pacientes desarrollaron falla hepatica aguda. En
Diciembre de ese afo, 56 de estos pacientes murieron. Del analisis de suero e higados de
los pacientes se concluyd que el mayor factor que contribuyé a la muerte de los pacientes
dializados fue la exposicion por via intravenosa a microcystinas. (Carmichael et al., 1997).
Por otro lado la presencia de estas toxinas en cuerpos de agua utilizadas para el consumo
humano se correlaciona con la una alta incidencia de cancer primario de higado como ha
sido estudiado en China (Carmichael, et al 1997).

Una intoxicacion aguda produce inflamacién hepatica, degeneracién focal de los hepatocitos
y depdsitos de hemosiderina (Fawell et al., 1994), como asi también una disrupcién de la
estructura de los hepatocitos, pérdida de la estructura sinusoidal, aumentos del peso del
higado acompafiado de una marcada hemorragia, shock hemodinamico, falla cardiaca y
posterior muerte (Hooser et al., 1990).

Sin embargo no se conoce si los danos hepaticos producidos en forma aguda con dosis
subletales de microcystinas revierten cuando concluye la exposicion.

En este trabajo se analizaron mediante diferentes técnicas histopatoldgicas higados de
ratones a los que se administrd dosis letales de 100 ug/Kg y dosis subletales de 25 ug/K. Los
higados de estos animales se analizaron con técnicas histologicas.



MATERIALES Y METODOS

Animales

En este experimento se utilizaron 22 ratones machos adultos (32 + 4 gr) procedentes del
lote N:NIH-S cuyos progenitores provienen de National Institute of Health (USA).

Los animales fueron criados y producidos en sistemas cerrados bajo barrera en el bioterio de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP.

Para los ensayos se utilizaron tres jaulas con la siguiente disposicion de los animales:

4 Ratones 4 Ratones 4 Ratones

Jaula 1 : Control Jaula 2 : Un mes inyecciéon Jaula 3 : Un mes de recuperacion

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y los higados fueron pesados e
inmediatamente guardados en solucion de formol al 15 %

Purificacién de microcystina LR

La toxina utilizada fue obtenida a partir de florecimientos de algas previamente identificadas
taxonomicamente como Microcystis, mediante la tecnica HPLC usando una columna
preparativa THERMO Hyperprep HS C18, (250x10 mm).
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Se obtuvieron los siguientes perfiles cromatograficos, los cuales nos permitieron identificar la
microcystina LR y determinar su pureza.
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Técnicas histoldgicas

Los cortes hepaticos formolados fueron fijados con Liquido de Bouin e incluidas en parafina.
Se obtuvieron secciones de 3 um con un micrétomo.

A cada muestra se le practicaron distintas tinciones y se observaron al microscopio.
Tincion de Hematoxilina — Eosina:

La hematoxilina es un colorante catidénico mientras que la eosina es un colorante anioénico
perteneciente a los xantenos. Se tefiran los nucleos de azul, citoplasmas en rosa, musculo
en tonos rojizos a rosados fucsia, glébulos rojos en naranja o rojo y la fibrina en rosa
intenso.

Tincion de Reticulina:

Es una técnica de impregnacion argéntica que pone de manifiesto la estructura de la red de
reticulina presente en el parénquima hepatico.

Disefio experimental

Intoxicacién aguda: Se administré intraperitonealmente una dosis de 100 ug/kg. Se observé
la respuesta de los ratones y se determiné el tiempo de muerte. Se realizé la diseccion de los
animales y se extrajo el higado para el posterior procesamiento.

Intoxicacién crénica:

Se dividieron los animales en 3 grupos. A los animales de las jaulas 2y 3 se les
administraron 25 ug/ Kg de mic LR intraperitonealmente cada 48 hs durante 1 mes. Los
ratones de la jaula 2 fueron sacrificados al cumplirse el mes de inyeccion. El grupo de la jaula
3 se sacrifico después de un mes sin administracion de la toxina. El grupo correspondiente a
la jaula 1 se utilizo como control, inyectandolo con el equivalente de solucion fisioldgica.

RESULTADOS

Intoxicacion Aguda:

Las primeras observaciones mostraban un estado de shock de los ratones los cuales
disminuian su movilidad, hiperventilaban y finalmente sufrian convulsiones y muerte. Los
ratones inyectados con la dosis letal de 100 ug/kg de Myc-LR murieron en 40,6 + 4 min
(media £ desv. est., n = 6). La observacion macroscdépica revela un color intenso y un
aumento de la masa hepatica (Fig. 1)

/ Figura 1. Higados de los distintos ratones, obtenidos en ensayo
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(abajo) se puede observar el aumento de tamaiio y diferente

. ‘ ; coloracion que evidencia congestion vascular.




En la figura 2 A) se observa la estructura hepatica normal, donde se puede distinguir la vena
hepatica y el tracto portal. La distribucion de los hepatocitos esta dada en forma radial desde
los vasos principales, pudiendo observarse también la red de sinusoides hepaticos.

En la figura 2 C) se distinguen hepatocitos normales, los cuales presentan citoplasma
homogéneamente tenido, nucleos definidos y con cromatina condensada.

En la figura 2 B) se presenta una muestra de higado de uno de los ratones inyectados con
microcystina LR. En ésta se observa un importante dano tisular evidenciado por una notable
vasoconstriccién en el tracto portal, perdida de la disposicion radiada de los hepatocitos,
tipica de la arquitectura normal del parénquima hepatico; perdida de tejido parenquimatoso
por destruccion de células y la consecuente desaparicion de la mayor parte de los sinusoides
hepaticos normales.

En la figura 2 D) se muestra el preparado observado en la figura 2 B) a un mayor aumento
(40 X) Los hepatocitos presentan una importante deformacion, ya que se puede ver un
contorno irregular de la célula, pérdida de homogeneidad del citoplasma y nucleos de mayor
tamarfo y cromatina mas laxa.

Por lo tanto, estos analisis histoldgicos muestran disrupcion masiva de la arquitectura lobular
y sinusoidal del higado, alteracion de los vasos hepaticos, pérdida de hepatocitos y displasia
pero no hemorragia intra hepatica ya que no se detectan elementos figurados de la sangre en
el parénquima hepatico.

Figura 2
A) Corte de higado de raton control que muestra B) Corte de higado de un raton inyectado, mostrando
una estructura normal. 1- Vena hepatica terminal 2- importante daflo en el parénquima 2- Tracto portal con
Tracto portal 3- Interface del parénquima en posicion importante vasoconstriccion 3- Disrupcion de la
radiada interfase del parénquima 4- Pérdida del parénquima

C) Corte de higado de raton en donde se D) Raton inyectado, hepatocitos deformados,
muestra la estructura tipica del hepatocito con nticleo amorfo y coloracion.



Intoxicacién crénica:

El estudio de exposicion cronica consistio en la administracion intraperitoneal de dosis
subletales de 25ug/kg de microcystinas cada 48 horas durante un mes a dos grupos de 4
ratones cada uno, y de la inyeccion intraperitoneal de una cantidad equivalente de solucién
fisioldgica, administrada con la misma frecuencia al grupo control.

Transcurrido un mes de inyeccion de toxina, un grupo de cuatro ratones fue sacrificado y se
realizaron las disecciones correspondientes de estos animales con el fin de extraer los
higados para su posterior analisis.

En ese momento se interrumpid la exposicion a la toxina y se dejé el grupo restante en
recuperacion durante un mes. Finalizado este periodo se sacrificd a los animales
pertenecientes a este grupo y se obtuvieron los higados mediante el mismo procedimiento de
diseccion.

Con los higados extraidos se realizaron cortes histolégicos, los cuales fueron sometidos a
diferentes técnicas de tincién y observados al microscopio.

En las figuras 3 A, C y E se presentan muestras de higados pertenecientes a ratones
sometidos a un mes de inyeccién intraperitoneal con Microcystina LR. En ellas se observa
dafio hepatico evidenciado por macrovacuolizacidon y microvacuolizacién
intracitoplasmaticas en las tres principales zonas determinadas por la disposicion de los
hepatocitos en el lobulillo hepatico, pérdida parcial de arquitectura, binucleacién y leve
discariosis nuclear; mientras que no se observaron fibrosis, ectasia (congestion vascular ), ni
hemorragias ya que no se detectan elementos figurados de la sangre en el parénquima. La
pérdida de arquitectura del parénquima hepatico puede deberse a la gran cantidad de
vacuolas presentes en el citoplasma de los hepatocitos, asi como a la pérdida de cohesion
celular y una ostensible disrupcion de la red de reticulina. Se observan, nucleos replegados
por la presencia de las macrovacuolas que ocupan gran parte del citoplasma celular, asi
como, nucleos aumentados en tamafio y con vesiculacién. Las caracteristicas observadas en
estos preparados se correlacionan con un dano hepatico moderado.

En los cortes histolégicos de los higados de los animales a los que se les permitié una
recuperacion de 1 mes sin exposicién a la toxina, luego del tratamiento previo de 1 mes con
inyecciones intraperitoneales de microcystina, se observaron triada hepatica y vena porta con
estructura normal, pérdida parcial de estructura, microvacuolas que no deforman los nucleos,
células espumosas, discariosis, hipercromacia nuclear y atipia reactiva leve (Fig. 3B, D, F y
G)

Figura 3

A) Higado de ratén, 1 mes de inyeccion (10 X) _ B) Higado de raton, 1 mes de recuperacion (10 X)
Macrovacuolizacion intracitoplasmatica, Areas con palida eosinofilia en el citoplasma, debido a
pérdida parcial de arquitectura la presencia de microvacuolas



C) Higado de ratén, 1 mes de inyeccion (20 X) D) Higado de raton, 1 mes de recuperacion (20 X)
Macrovacuolizacion y microvacuolizacion Microvacuolas intracitoplasmaticas, discariosis,
intracitoplasmatica, pérdida parcial de estructura hipercromacia nuclear, binucleacion
del parénquima

E) Higado de raton, 1 mes de inyeccion (40 X) F) Higado de raton, 1 mes de recuperacion (40 X)
Macro y microvacuolizacion intracitoplasmatica, Microvacuolas que no deforman el nticleo, células
perdida de arquitec.tura, levg discariosis nuclear, espumosas, discariosis, hipercromasia nuclear,

binucleacion atipia reactiva leve

G) Higado de raton, 1 mes de recuperacion
(Tincion Reticulina 40 X)
Ostensible pérdida de la red de reticulina

DISCUSION.

Dado que estas toxinas son promotoras de tumores y de hecho existe una fuerte
correlacion entre cancer primario de higado y la presencia de cianobacterias en los
reservorios de agua que utiliza la poblacién, producto una intoxicacién crénica; los
efectos de las cianobacterias en la salud de la poblacion deberan ser estudiados mas
profundamente con el objetivo de realizar una evaluacion del riesgo que representan
para la salud humana y animal la presencia de florecimientos masivos de algas téxicas
en la zona costera del Rio de la Plata utilizadas con fines recreativos y como fuente de
agua potable para millones de personas.

En estudios recientes se han realizado determinaciones de concentracion de
microcystina en suero de pacientes sometidos a didlisis de los cuales se sabia que
estaban expuestos a la toxina, utilizando el método de ELISA para la deteccion (Hilborn
et al, 2005).



De acuerdo a los resultados obtenidos en dicha experiencia, estos investigadores proponen
la utilizacion de la deteccion de microcystinas en suero como un marcador de exposicién a
la toxina.

La presencia de microcystina en suero indicaria la exposicién del paciente a la toxina en el
momento de la toma de la muestra o en un periodo de tiempo cercano a la misma.

Nuestro trabajo realiza el estudio del dafo hepatico producido por la exposicidn crénica a la
microcystina y de las posibilidades de recuperacion de dicho érgano luego de la interrupcion
del contacto con la toxina.

Este constituye nuestro punto de partida hacia la busqueda de un posible biomarcador de
exposicion cronica a microcystina que permita determinar los efectos de la toxina y la
magnitud del periodo de exposicion a la misma.

La binucleacion, signo de duplicacién celular, junto con la atipia reactiva leve y las células
espumosas que se observan en los animales con 1 mes de recuperacion indican la
reparacion a nivel celular de los dafios ocasionados en el tratamiento previo.

De los ensayos agudos y crénicos se desprende que una de los efectos mas evidentes de
microcystina LR es la disrupcion de la estructura de reticulina que es la que proporciona la
base estructural de el parénquima hepatico, la cual es fundamental para el correcto
funcionamiento del higado.

La destruccion parcial de la red de reticulina no se recupera en animales después de
interrumpir su exposicion a la toxina, en los tiempos estudiados en este trabajo. La alteracion
de la estructura de reticulina podria ser un excelente marcador de exposicion que sera
estudiado con mas profundidad

CONCLUSIONES

La presencia de Microcystis aeruginosa en la cuenca del Plata es un problema ambiental y
sanitario que debe ser estudiado

Estos resultados son considerados como punto de partida para el necesario desarrollo de
investigaciones acerca del impacto sobre la salud humana resultante de la presencia de
cianobacterias y cianotoxinas en el Rio de La Plata
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