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ABSTRACT

Background and aims: Injuries caused by exposure to MC-LR in animals have been
widely reported, although specific biomarkers have not been described yet. It is
necessary to investigate some parameters that could be determinate in blood samples
indicating exposure to those toxins since it is difficult to detect microcystins in blood or
urine samples, The aim of this work was to search for clinical biomarkers of sub-
chronic exposure to microcystins which could allow risk assessment.

Methods: Microcystin LR (MC-LR) was purified from natural blooms of Microcystis
aeruginosa. Mice were intraperitoneally injected every 48 h during 1 month with 25 g
MC-LR.kg" body weight. Methemoglobin (MetHb), Alkaline phosphatase (ALP),
Aspartate transaminase (AST), Alanine transaminase (ALT), Superoxide dismutase
activity (SOD) and total Hydroperoxides (ROOHSs) were measured on blood samples.
Results and conclusions: Plasmatic ALP, ALT and AST activities showed a significant
increase in MC-LR-treated animals in comparison with the control group. Analysis of
ROOHSs plasmatic level from mice exposed to MC-LR revealed a significant increase
(3.8 + 1.2 pg.gr' protein) compared with control (1.4 + 0.6 pg.gr' protein) (Mean +
SD). There was an increase of MetHb levels in treated mice (14.6 + 3.8 %MetHb.Hb ™)
in comparison with control ones (6.9 + 3.6 %MetHb.Hb™). Also, erythrocytes SOD
activity was affected by MC-LR administration. These parameters (especially ROOHs y
MetHb) could be useful in clinical detection of prolonged exposure and then confirmed

by MC-LR detection in specialized laboratories.

RESUMEN

Introduccion: La exposicion prolongada a toxinas cyanobacterianas, como las
Microcystinas, presentes en cuerpos de agua dulce o en agua potable es un problema
sanitario-ambiental importante. Los dafios causados por la hepatotoxina Microcystina-
LR (MC-LR) han sido extensamente descriptos en animales, pero hasta el momento no
se han encontrado biomarcadores especificos. Debido a la dificultad en detectar
Microystinas en sangre u orina, el objetivo de este trabajo fue la bdsqueda de
marcadores clinicos en una exposicion prolongada a MC-LR en ratones, que podrian ser



VIl Congreso de Medio Ambiente /AUGM

atiles como biomarcadores de efecto y emplearse como herramientas en estudios de
riesgo.

Métodos: MC-LR fue purificada a partir de florecimientos de Microcystis aeruginosa
recolectados del rio de La Plata. Se inyectaron intraperitonealmente ratones N:NIH
Swiss cada 48 hs durante un mes con dosis de 25 pg MC-LR.kg™ de peso. En la sangre
de estos ratones y de controles se determinaron los siguientes parametros
Metahemoglobina (MetHb, forma oxidada de hemoglobina), Fosfatasa alcalina (FAL),
Aspartato transaminasa (AST), Alanina transaminasa (ALT), SuperOxido dismutasa
(SOD) e Hidroperdxidos totales (ROOHS).

Resultados y Conclusiones: Los niveles plasmaticos de FAL, ALT y AST mostraron
aumentos significativos en las muestras de los animales expuestos a MC-LR respecto de
los controles. El analisis de los ROOHs plasmaticos revel6 un aumento significativo en
los ratones expuestos a MC-LR (3.8 + 1.2 pg.gr” proteina) respecto de los controles
(1.4 + 0.6 pg.gr* proteina). Como consecuencia del aumento de ROOHS, se observé un
aumento en los valores de MetHb en los animales tratados (14.6 + 3.8 %MetHb.Hbr™)
respecto de los controles (6.9 + 3.6 %MetHb.Hbr"). Ademas se encontraron
alteraciones en los valores de actividad de SOD en los animales expuestos en
comparacion con el control. Estos biomarcadores (principalmente ROOHs y MetHb)
podrian emplearse en la deteccién clinica de casos de exposiciones prolongadas que

luego seran confirmados en laboratorios especializados por deteccion de MC-LR.

INTRODUCCION

Las Microcystinas (MCs) son hepatotoxinas producidas por varios géneros de
cyanobacteria o algas verde-azules (Chorus & Bartram, 1999). Las cyanobacteria
(organismos procariotas, gram negativos, fotosintetizadotes, fijadores de nitrogeno y
potencialmente productoras de cyanotoxinas) constituyen uno de los graves problemas
sanitarios relacionados con la eutrofizacion de las aguas que se utilizan para obtencion

de agua potable y recreacion.
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Existen actualmente més de 70 variantes de Microcystinas, siendo una de las mas
toxicas (Gupta et al., 2003) y frecuentemente hallada la Microcystina LR (MC-LR)

(Rinehart et al., 1994).

Quimicamente, MC-LR es un heptapéptido ciclico de estructura ciclo (D-Ala-X-D-
MeAsp-Y-ADDA-D-Glu-Mdha) cuyas caracteristicas sobresalientes son la presencia de
un aminoacido especifico de MCs, el ADDA (acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-
10-fenildeca-4,6-dienoico), y Leucina y Arginina en las posiciones X e Y de la

molécula respectivamente (Sivonen & Jones, 1999).

Las principales vias de entrada de MC-LR son la via oral y la via inhalatoria que puede
adquirir relevancia cuando se realizan actividades de recreacion que involucran deportes

nauticos en los cuales se generan gran cantidad de aerosoles.

Los principales mecanismos de accion de MC-LR son la inhibicion de serina/treonina
proteinas fosfatasas PP1 y PP2A (MacKintosh et al., 1990), y la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Ding et al., 1998, 2000, 2003).

MC-LR genera en los hepatocitos alteraciones morfoldgicas, del citoesqueleto y ciclo
celular, variacion del perfil lipidico hepatico y peroxidacion lipidica, cambios en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, alteracion de los componentes enzimaticos
y no enzimaticos del sistema antioxidante, modificaciones en proteinas involucradas en
vias de sefalizacion, apoptosis o desarrollo de tumores dependiendo del tiempo y la

dosis a la que se encuentra expuesto el organismo (Hooser et al., 1989, 1990, 1991; Yu,
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1989, 1995; Runnegar et al., 1995; Ding et al., 2000, 2001; Gehringer, 2004; Andrinolo

et al., 2008; Sedan et al., 2010).

Si bien el principal 6rgano blanco de MC-LR es el higado, también genera dafios sobre
otros 6rganos como rifion, tracto gastrointestinal, cerebro, pulmdn, timo y sistema
inmune (Takahashi & Kaya, 1993; Bell & Codd., 1994; Chen et al., 2004; Soares et al.,

2007; Andrinolo et al., 2008; Zhao et al., 2008; Sedan et al., 2010).

Hace ya muchos afios que se conocen casos de muertes y dafios en la salud humana y
animal relacionados con la exposicion aguda y cronica de éstos a aguas contaminadas
con cyanobacteria productoras de MCs. Las afecciones informadas varian en gravedad y
abarcan desde sindromes gastrointestinales (Tisdale, 1931; Zilberg, 1966; Lippy & Erb,
1976; Teixera et al., 1993; Annadotter et al., 2001) alteraciones respiratorias y cutaneas
(Giannuzzi et al., 2011; Turner et al., 1990), promocion de tumores (Amstrong, 1980;
Yu, 1989) hasta la muerte por fallo hepatico (Carmichael, 1996; Pouria et al., 1998) con
la caracteristica de encontrarse ausente cualquier otro agente etioldgico que usualmente
puede ser el causante de estas afecciones. El caso prototipico es el ocurrido en 1996 en
Caruaru (Pernambuco, Brasil), donde 131 pacientes fueron sometidos a dialisis con
agua contaminada con estas toxinas debido a un inadecuado tratamiento de la misma,
muriendo 50 de ellos debido a fallo hepatico agudo (Carmichael, 1996; Pouria et al.,

1998; Carmichael et al., 2001; Azevedo et al., 2002).

Recientemente se ha registrado un caso de exposicion recreacional en el embalse Salto

grande (Concordia, Argentina), donde un joven expuesto a un intenso florecimiento de
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Microcystis aeruginosa desarrolla inicialmente una neumonia atipica que deriva en un

problema hepético (Giannuzzi et al., 2011).

La presencia de MCs en el agua de red de las ciudades de Ensenada y La Plata ha sido
informada (Echenique et al., 2006) coincidentemente con la aparicion de florecimientos
en el Rio de La Plata (De Ledn & Yunes, 2001). Esta situacion se ha vuelto a constatar
en la ciudad de Concordia derivada de florecimientos en el embalse de Salto Grande

(Niez et al., 2010).

Si bien las intoxicaciones de caracter agudo son las mas facilmente detectables, la
exposicion prolongada, ain cuando resulta mas silente, podria constituir un importante
problema sanitario. Para determinar esto, resulta particularmente interesante poder
llevar a cabo estudios epidemioldgicos que puedan relacionar distintas afecciones con la
exposicion a cyanotoxinas. Hasta el momento este tipo de informacion, ausente en
nuestra region, es escasa en el mundo; sélo se han efectuado algunos estudios en
Australia, Reino Unido y China. En estos estudios se relacionan cancer primario de
higado con MCs presentes en las fuentes de agua utilizada durante largos periodos de
tiempo (Ueno et al., 1996), la morbilidad luego de una exposicion recreacional a
florecimientos cyanobacterianos con los niveles de toxinas encontrados en los cuerpos
de agua (Stewart et al., 2006) o los niveles de enzimas marcadoras de dafio hepatico

con los niveles de MC-LR en plasma (Chen et al., 2009).

Estudios de exposicidn sub-crénica a MC-LR en ratones realizados por nuestro grupo
de trabajo, han evidenciado un importante dafio en higado y rifion de los ratones

expuestos a MC-LR, dominado por estrés oxidativo e inhibicion de PP1 y PP2A, aln
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cuando no se expresan signos o sintomas clinicos que nos permitieran distinguir entre
los animales expuestos a la toxina y los controles (Andrinolo et al., 2008; Sedan et al.,

2010).

Por otro lado, la deteccion de MC-LR en muestras de facil acceso, como sangre y orina,
requiere numerosos procesos de extraccion, equipos y técnicas sofisticadas y costosas
con lo cual resulta ser un marcador de exposicién que no esta al alcance de todos los

laboratorios (Hilborn et al., 2005; Chen et al., 2009).

Nuestra hipétesis es que a partir de conocer los efectos de una exposicion prolongada a
MC-LR es posible identificar variables que puedan ser utilizadas como marcadores

bioldgicos de exposicion o efecto.

En este sentido el objetivo de este trabajo fue comenzar a estudiar varios parametros que
pudieran detectarse en muestras de sangre entera y/o plasma y que pudieran resultar
biomarcadores de efecto, es decir que representaran a nivel periférico el efecto

producido en el organismo por la exposicion sub-cronica a MC-LR.

Por ello se estudiaron enzimas como Fosfatasa Alcalina (FAL), Aspartato Transaminasa
(AST) y Alanina Transaminasa (ALT) que son considerados tradicionalmente como
marcadores plasmaticos de dafio hepatico; y los niveles de hidroperdxidos en plasma, de
metahemoglobina (MetHb) en sangre y la actividad de Superdxido Dismutasa (SOD)

eritrocitaria de animales tratados y controles como marcadores de estrés oxidativo.
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METODOLOGIA

Animales
Se utilizaron 12 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, divididos

en dos grupos, uno control y otro tratado con MC-LR.

Los animales se mantuvieron en ambiente climatizado a 25 + 3 ° C y humedad relativa
del 60 % con ventilacion forzada y bajo ciclos luminicos automaticos de 12 hs. La
alimentacién solida y el agua de bebida se suministraron ad-libitum. Todos los

procedimientos de manipuleo de los animales siguieron las normativas del NIH (1985).

Disefio Experimental

-Dosis de MC-LR empleada

La dosis de 25 pg.kg™ fue elegida teniendo en cuenta el valor de la DLsy = 50 pg.kg™
(Fawell et al., 1993, 1999) y que en experiencias anteriores con la misma dosis se
obtuvo un dafio evidente en higado y rifion aun cuando no se evidenciaron signos ni
sintomas (Andrinolo et al., 2008; Sedan et al., 2010) con lo cual nos permitiria evaluar

el estado de los parametros sanguineos seleccionados en estas condiciones.

-Intoxicacion sub-cronica
Los animales expuestos a la toxina fueron tratados con dosis de 25 pg.kg de MC-LR
inyectadas intraperitonealmente cada 48 hs durante 1 mes. Los especimenes controles se

inyectaron con una cantidad equivalente de solucion fisiologica estéril, administrada
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con la misma frecuencia y durante el mismo periodo de tiempo. Una vez concluidos los
tratamientos los animales fueron sacrificados. Para minimizar las variaciones se ayuno a
los animales durante la noche previa al momento del sacrificio y estos procedimientos

se llevaron a cabo de manera rutinaria a las 9 a.m.

Los animales fueron pesados y luego anestesiados con éter. Se realizd la extraccion de
sangre por el método de puncion cardiaca utilizando como anticoagulante heparina. Se
tomd una alicuota de 200 pl de sangre entera, la cual se reservd para realizar las
determinaciones de Hemoglobina (Drabkin, 1946) y Metahemoglobina (Evelyn &
Malloy, 1938). El resto de la muestra de sangre se centrifug6 a 4000 rpm por 15 min. en
una centrifuga Rolco de mesa y se separd cuidadosamente el plasma sobrenadante del
paquete globular. Estas muestras se fraccionaron en alicuotas y se procesaron en el
momento o se almacenaron en freezer a -70°C hasta su utilizacion, dependiendo del

parametro a estudiar.

-Purificacion de MC-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.,
2002) con pequeiias modificaciones. Las células se lisaron mediante 3 ciclos de
congelado-descongelado, luego se realizo 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 500 pl, régimen isocratico y deteccion UV-visible

(A= 238 nm). La identidad de la toxina fue confirmada mediante cromatografia Liquida
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de Alta resolucién 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, Espafia).

-Determinaciones en sangre, plasma y eritrocitos

-Marcadores de dafio hepatico

Aspartato Transaminasa (AST) y Alanina Transaminasa (ALT). Se realiz6 la
determinacion en plasma empleando Kits comerciales (Wiener Lab). La técnica se basa
en las siguientes reacciones:

AST
Aspartato + a-cetoglutarato — glutamato + oxalacetato

ALT
Alanina + a-cetoglutarato — glutamato + piruvato
El piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se transforma en piruvato), reacciona
con la 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNPH) produciendo en medio alcalino un

compuesto coloreado que se mide a 505 nm.

Fosfatasa Alcalina (FAL). La determinacion en plasma se realiz6 empleando un Kit
comercial (Wiener Lab) con el siguiente fundamento:

La Fosfatasa Alcalina (FAL) hidroliza al p-nitrofenilfosfato (p-NPP), que es incoloro,
produciendo fosfato y p-nitrofenol a pH alcalino. La velocidad de aparicion del anion
p-nitrofenolato (amarillo) a 405 nm, es proporcional a la actividad enzimética de la
muestra. La dietanolamina (DEA) regula el pH de la reaccién y actia como aceptor del
fosfato liberado por la fosfatasa (transfosforilacion), observandose como resultado una

activacion de la reaccion.

10
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-Marcadores de estrés oxidativo

Determinacion de Hidroperdxidos totales. Se emple6 la técnica de FOX (Nourooz-
Zadeh et al., 1995). La técnica se basa en que los Hidroperdxidos presentes en la
muestra oxidan al Fe*?, contenido en el reactivo de FOX, a Fe™. El Fe*® formado
reacciona con xylenol-orange generando un complejo color violeta cuya DO se mide a
560 nm respecto de un blanco tratado con trifenil fosfina como reductor.

Procedimiento:

Para la determinacién se llevo a cabo en paralelo la reaccion en presencia y ausencia de
agente reductor (trifenil fosfina 15 mM en metanol). Para ello se trabajo con dos
alicuotas de 100 ul de plasma desproteinizado (TCA 5%), sobre una de ellas se agreg6
100 pl de agente reductor y sobre la otra se agreg6 100 pl de metanol. Se incubaron los
dos tubos durante 30 min. a temperatura ambiente. Luego se agregaron 900 pul del
reactivo de FOX (Fe(NH,)2(SO4),.6H,0 en H,SO,4 250 mM, butilhidroxitolueno (BHT)
en metanol, Xylenol Orange), se mezcl6 por inversion y se incubd nuevamente durante
30 min. a temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 10000 g durante 10 min. y se

midié la absorbancia a 560 nm.

Para cuantificar se empled una curva de calibracion realizada con H,0, entre 0 y 20
uM. Se determinaron los niveles de proteina de la muestra por el método de Bradford
(1976) para ser empleados en la expresion de resultados como ug peroxidos del acido

oléico.(mg proteina)™.

Superoxido dismutasa (SOD) eritrocitaria. Esta técnica se basa en la inhibicion de la

oxidacion espontanea de la epinefrina a adenocromo que ocurre a pH 11 y a velocidad

11
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constante (cinética de orden cero) cuando la concentracion inicial de sustrato decae muy
lentamente (Misra & Fridovich, 1972).

Procedimiento:

En una cubeta de cuarzo se colocaron 970 pL de buffer carbonato/bicarbonato 50 mM;
pH 11.0 en EDTA 0.1 mM vy se adicionaron 20 puL. de epinefrina ultra-pura 30 mM
disuelta en &cido acético al 0.05 %. Luego de agregar la alicuota de muestra se mezcld
por inversion y se leyd la DO en espectrofotometro Cintra de doble haz a una longitud
de onda de 480 nm durante 3 min. Para poder hacer el célculo de concentracion de SOD
en las muestras se realiz6 una cinética de reaccion sin homogenato para obtener la
velocidad de auto-oxidacion o de referencia de la epinefrina (A ref). Una unidad
enzimatica (UID) es aquella que inhibe al 50 % la auto-oxidacion.

Pl = (A SOD/A ref).100 (PI: porcentaje de inhibicion por minuto)

UID = PI1/50

Para calcular la actividad especifica de SOD se calculd el cociente entre el valor de UID

de cada muestra y el valor correspondiente de hemoglobina.

Metahemoglobina (MetHb). La determinacion se basa en realizar la medida de
absorbancia de una muestra diluida a una longitud de onda tal (620 nm) que la
absorbancia de MetHb es distinta de la de Hemoglobina (Hb) y Oxihemoglobina
(Oz2Hb). Una vez determinada la absorbancia a 620 nm se afiade cianuro para
transformar la MetHb en cianmetahemoglobina (CNMetHb). Tanto la CNMetHb como
la O,Hb poseen una absorbancia muy pequefia a 620 nm (Evelyn& Malloy, 1938).

Procedimiento:

12
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Se colocaron 980 ul de agua bidestilada, 10 pul de solucion Triton-Borato en un tubo y se
mezcld suavemente. Se agregd 10 pl de sangre y se mezcld por inversion. Luego se
centrifugd en centrifuga clinica 10 min. a velocidad méxima. Se determind la
absorbancia a 620 nm del sobrenadante obtenido contra blanco de agua bidestilada (A;).
Luego se agregd 5 pl de CNK al 10%, se mezcl6 por inversiéon y se incub6 5 min. a
temperatura ambiente. Se midié nuevamente la absorbancia a 620 nm (Ay). Se realiz0 la
calibracion del método utilizando estandares de Hemoglobina (Wiener Lab) de

concentracion conocida obteniendo un valor K=0,016.

También se llevo a cabo la determinacion de hemoglobina en las muestras estudiadas

mediante el método descripto por Drabkin (1946).

Los valores de MetHb se calcularon de la siguiente forma:
grMetHb. (100ml)? = (A;-A.)/K

%MetHb.(Hbrew)* = [(gr MetHb.(100ml)™%).100]/(gr Hb.(100 ml)™)

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente a través de Student-t test o bien
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) empleando el software de GB-STAT
Professional Statistics Program (version 8.0) de Dynamic Microsystems Inc. (Silver

Springs, MD, USA).

13
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RESULTADOS

Marcadores plasmaticos de dafio hepético

Luego de un mes de exposicion a MC-LR se observaron aumentos en los niveles de
Fosfatasa alcalina (FAL), Alanina Transaminasa (ALT) y Aspartato Transaminasa
(AST) en plasma de los animales tratados sub-crénicamente con MC-LR respecto de los
controles (Figura 1), registrdndose aumentos de 3, 3.5y 2 veces respecto del control

para FAL, ALT y AST respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Niveles plasmléttﬁﬂsl—éle enzima‘é'—rﬂ_arcadora; %Jéﬁo hepatico. Fosfatasa
alcalina (FAL), Alanina transaminasa (ALT) y Aspartato transaminasa (AST) en ratones
controles y tratados con 25 pg MC-LR.kg™ cada 48 hs durante 1 mes. (Media + SD,
N=6). El asterisco (*) indica resultados significativamente diferentes respecto del
control (p < 0,05).

Figure 1. Plasma levels of hepatic damage markers. Alkaline phosphatase (FAL),
Alanine transaminase (ALT) and Aspartate transaminase (AST) in treated with 25 pg
MC-LR.kg™" every 48 hs. during a month and control mice. (Mean + SD, N = 6).

Asterisk (*) represents a significant difference in control values (p < 0,05).

Estos resultados indican que el dafio hepatico generado por la exposicion sub-cronica a

MC-LR es de caracteristicas mixtas, contando con un componente hepatocelular

14
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evidenciado principalmente por el aumento de ALT y AST; y un componente

colestésico indicado por el aumento de FAL.

Marcadores de estrés oxidativo

Hidroperoxidos plasmaticos y Superdxido dismutasa eritrocitaria. Dado que ante una
exposicidn sub-cronica a MC-LR se genera un importante estrés oxidativo hepético y
renal, decidimos estudiar la expresion de dicha situacion a nivel sanguineo mediante la
determinacion de hidroperéxidos plasmaticos (ROOHS) y la actividad de Superdxido
Dismutasa (SOD) eritrocitaria en animales tratados con MC-LR durante un mes y

controles.
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Figura 2. Niveles de Hidroperdxidos (ROOHSs) determinados por la técnica de FOX en
plasma de ratones controles y tratados (25 pg MC-LR.kg™) (Media + SD, N= 6). El
asterisco (*) indica diferencias significativas respecto del control.

Figure 2. Plasma Hydroperoxides (ROOHS) levels detected by FOX assay in control
and treated (25 pg MC-LR.kg™) mice. (Mean = SD, N = 6) Asterisk (*) represents a

significant difference in control values (p < 0,05).
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Los niveles de ROOHSs, testeados por el ensayo FOX, se observaron elevados
significativamente en plasma de los ratones expuestos sub-cronicamente a MC-LR (3.8

+ 1.2 ug.gr proteina) respecto de los controles (1.4 + 0.6 pg.gr'™ proteina) (Figura 2).
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Figura 3. Actividades de Superdxido dismutasa (SOD) en eritrocitos de ratones tratados
con 25 pg MC-LR.kg™ y controles. (Media + SD, N= 6) El asterisco (*) indica
resultados significativamente diferentes respecto del control (p < 0,05).

Figure 3. Superoxide dismutase (SOD) activities in erythrocytes of control and treated
(25 ug MC-LR.kg™) mice. (Mean + SD, N = 6). Asterisk (*) represents a significant

difference in control values (p < 0,05).

Asi mismo se observo un aumento significativo de la actividad especifica de SOD en

eritrocitos de ratones expuestos a MC-LR respecto del control (Figura 3).

Metahemoglobina (MetHb). Dado el significativo dafio generado por este tipo de

exposiciones en el sistema antioxidante del higado, entre otros o¢rganos, y la
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manifestacion del mismo en circulacion con los niveles de ROOHSs elevados en plasma,
resulté interesante estudiar si esta mayor presencia de especies peroxidadas influye o no
en el estado de oxidacion de la Hemoglobina (Hb) muy importante desde el punto de
vista de la funcion de la misma. Por ello se estudiaron los niveles de Metahemoglobina
(MetHb), forma oxidada de la Hb, donde el hierro estd como Fe*® y no es capaz de
realizar su funcién de transporte de gases. Ademas se determinaron los niveles de
hemoglobina (Hb) en ratones tratados con MC-LR y controles. Este pardmetro, ademas
de ser atil para monitorear el estado general del animal, fue empleado en la
normalizacion de los valores de MetHb.

Los resultados obtenidos en sangre entera de ratones controles y tratados con MC-LR se

muestran en la figura 4.
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Figura 4. Niveles de Metahemoglobina en sangre entera de ratones controles y tratados
sub-crénicamente con MC-LR (25 pg MC-LR.kg?). Los resultados se expresan en
porcentaje de MetHb respecto de Hemoglobina total (Hbt) (Media £+ SD, N= 6). El
asterisco (*) indica diferencias significativas.

Figure 4. Methemoglobin (MetHb) levels in blood of control and treated (25 ug MC-

LR.kg™") mice. The results are expressed as percentage of MetHb based on total
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Hemoglobin (Hbt). (Mean + SD, N = 6). Asterisk (*) represents a significant difference

in control values (p < 0,05).

Aln cuando no se observaron variaciones significativas en los valores de Hb, los
niveles de MetHb aumentaron significativamente en los ratones expuestos sub-
crénicamente a MC-LR (14.6 + 3.8 %MetHb.Hb+™) respecto de los controles (6.9 + 3.6
%MetHb.Hb™) (Figura 4). Este aumento concuerda con los niveles elevados de
ROOHs en plasma, ya que esta situacion podria generar un entorno tal donde los
sistemas que mantienen a la Hb en su forma reducida no sean capaces de mantener los

niveles de MetHb dentro de los rangos de normalidad.

DISCUSION

La intoxicacion sub-cronica con MC-LR genera fuertes dafios principalmente en
higado y rifidn de los ratones expuestos. A pesar de ello, no se manifiestan sintomas ni
signos clinicos de este tipo de intoxicacion que faciliten su reconocimiento y
diagnéstico (Andrinolo et al., 2008; Sedan et al., 2010). En tales circunstancias seria
importante poder detectar la presencia de MC-LR en muestras de fécil acceso, que no
involucren tomas de muestra cruentas, a través de técnicas simples. Si bien es posible
detectar MC-LR en estas muestras debemos tener en cuenta que esto ha sido posible
solo luego de someter a las muestras a laboriosos procesos de extraccion que involucran
una gran cantidad de pasos y reactivos (Cheng et al., 2009), lo cual puede acarrear
pérdidas de toxina en dichos procesos de extraccion y purificacion. Ademés estas

muestras se deben testear por métodos inmunolégicos (ELISA) o ensayos con fosfatasas
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ya que en general los niveles presentes en las mismas no son lo suficientemente altos
como para poder ser testeados por otros métodos como HPLC/DAD, siendo necesario
contar con sistemas HPLC/MS-MS para poder detectar la toxina en estas muestras. De
todas maneras, cualquiera de estas metodologias de extraccion y deteccién empleadas
para la determinacion de MC-LR resultan muy costosas, mucho mas si se quiere realizar
una cuantificacion. Ademas requieren tiempos de procesamiento relativamente
prolongados, personal especializado en la interpretacion de los resultados y
equipamiento sofisticado y costoso con el que habitualmente no se cuenta en hospitales
y centros de salud. Todo ello hace dificil la implementacion de este parametro como
biomarcador a emplear de manera rutinaria, siendo quizds mas apto como parametro

confirmatorio para ser testeado en centros especializados en la materia.

Debido a las caracteristicas de la intoxicacion sub-cronica decidimos estudiar el impacto
de la misma sobre parametros que pueden determinarse en muestras de facil acceso,
como sangre, y que podrian ser utiles como biomarcadores de efecto que integren un
perfil que permita identificar una intoxicacion sub-cronica con MC-LR.

Hasta el momento los efectos que produce MC-LR sobre tejidos como la sangre no han
sido estudiados en profundidad, existiendo escasas publicaciones al respecto y tratando

estas en general de estudios agudos in vivo e in vitro.

Nuestros resultados indican que las alteraciones observadas en los diversos parametros
testeados se deberian principalmente a efectos secundarios derivados de los dafios
generados por MC-LR en el higado mas que a la accion directa de MC-LR sobre las
células sanguineas ya que la toxina es rapidamente aclarada de circulacion (Solter et al.,

1998) y mantendria niveles plasmaticos muy bajos durante la exposicion prolongada.
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Los niveles sericos de ciertas enzimas, como las transaminasas (ALT y AST) y la
fosfatasa alcalina (FAL) son considerados clasicamente como indicadores de dafio
hepéatico, ya que suelen presentarse elevados en una amplia gama de afecciones
hepaticas. Nuestros resultados muestran aumentos de estos parametros con una
tendencia coincidente con los encontrados en estudios realizados en ratas y ratones por
varios grupos de investigacion (Gupta et al., 2003; Moreno et al., 2003; Gehringer et
al., 2004; Rao et al., 2005; Weng et al., 2007; Xu et al., 2007; Billam et al., 2008).
Recientemente se ha llevado a cabo un estudio sobre pescadores expuestos
cronicamente a bajas dosis de MC-LR, donde se correlacionan los niveles séricos de
MC-LR con los de los biomarcadores clasicos de dafio hepatico (Chen et al., 2009). En
este estudio se determind que si bien la exposicion a niveles bajos de esta toxina es
capaz de influenciar los niveles de ALT, AST y FAL entre otros marcadores
bioquimicos de dafio hepatico, las alteraciones observadas eran menos pronunciadas que
las que ocurren en los estudios en animales y las observadas en los pacientes de

Caruaru.

Las alteraciones en estos marcadores indican que, en nuestro modelo de intoxicacién
sub-cronica, se desarrolla un dafio hepatico mixto, es decir que presenta caracteristicas
de dafio hepatocelular (indicadas principalmente por el aumento sérico de ALT y AST)

y caracteristicas colestasicas (relacionadas con el aumento de FAL).

Si bien se encuentran alteraciones en estos marcadores de dafio hepatico en todos los
estudios llevados a cabo con MC-LR, nuestros resultados en concordancia con los
obtenidos por otros investigadores indican que debido a lo variado de los perfiles de

alteracion encontrados en las distintas circunstancias, estos biomarcadores (ALT, FAL,
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AST) no son los méas apropiados para detectar por si solos la exposicion sub-cronica a
MC-LR, aunque si podrian integrar un panel de marcadores que junto con otros mas
sensibles y especificos permitan identificar una intoxicacion sub-crénica con esta

toxina.

En un estudio in vitro de incubacion de eritrocitos humanos con MC-LR (1 a 1000 nM
durante 1, 6, 12 y 24 Hs) realizado por Sicinska et al. (2006) se observaron aumentos de
peroxidacion lipidica, alteracion morfoldgica de eritrocitos, aumento de hemolisis y
MetHb, variaciones dependientes del tiempo y de la concentracion en CAT y descensos

en SOD.

En nuestro estudio se evallan varios de estos parametros. En concordancia con lo
observado por Sicinska et al. (2006) hemos encontrado aumentos significativos de
ROOHs en plasma de los animales tratados respecto de los controles, aunque es
probable que el origen de estos aumentos sean diferentes en ambos estudios ya que en el
estudio in vitro derivan del efecto directo de MC-LR sobre los eritrocitos, mientras que
nuestra hipdtesis es que el origen principal del aumento de ROOHSs encontrado en

nuestro caso resulta como efecto secundario a un dafio directo hepatico.

También resultan coincidentes los aumentos de MetHb observados en nuestro trabajo
con los del estudio in vitro mencionado anteriormente. Estos aumentos de la forma
oxidada de Hb reflejan los efectos del aumento de hidroperdxidos que pueden ejercer

sus efectos oxidantes sobre la Hb.
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Por otro lado estos autores encuentran un descenso en la actividad de la enzima SOD,
una de las responsables de la depuracién de las especies reactivas de oxigeno; mientras
que nuestros resultados indican un aumento en la actividad de SOD eritrocitaria.

En el estudio in vitro se atribuyen los descensos observados a alteraciones generadas en
estas enzimas debidas a la union covalente de MC-LR con residuos tiol presentes en las
mismas; mientras que en nuestro caso creemos que las variaciones observadas surgen en
respuesta a los aumentos de ROOHSs presentes en el medio sanguineo. Las diferencias
existentes entre ambos estudios pueden deberse a que ademdas de utilizar
concentraciones mayores de toxina en el estudio in vitro respecto de las alcanzadas en
nuestro estudio in vivo, en éste Gltimo por tratarse de un estudio en un organismo
completo también se debe tener en cuenta que existen una serie de mecanismos
tendientes a manejar el estrés oxidativo que no se encuentran presentes en un ensayo in

vitro.

CONCLUSIONES

En nuestro estudio sub-cronico hemos encontrado, en un modelo in vivo de este
tipo de intoxicaciones, varios parametros alterados que podrian ser de utilidad como
biomarcadores de efecto integrantes de un perfil de exposicion a MC-LR. De esta
manera este perfil podria componerse de un panel de marcadores de dafio hepatico
compuesto por ALT, AST y FAL asociado con un panel de marcadores de dafio o estrés
oxidativo inducido por la toxina, compuesto por ROOHs, SOD y MetHb. Estos
parametros podrian testearse en el sistema de salud con la implementacion de técnicas

simples que no son utilizadas en forma rutinaria hasta el momento, como es el caso de
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la determinacion de SOD, ROOHs y MetHb en algunos casos. Teniendo en cuenta que
la determinacion plasméatica de ROOHs esta siendo evaluada como pardmetro para
monitorear la evolucién de ciertas enfermedades que tienen como base de su patogenia
al estrés oxidativo, tales como insuficiencia renal, esquizofrenia e higado graso no-
alcoholico (Mahadik & Mukherjee, 1996; Estepa et al., 2001; Loguercio et al., 2001;
Rodriguez Albanés et al., 2003), es posible que en el futuro esta determinacion pase a

formar parte de los parametros determinados de forma rutinaria en la clinica.

Este panel de biomarcadores podria asi mismo, ser complementado por determinaciones
de caracteristicas confirmatorias llevadas a cabo en centros especializados como es el
caso de la deteccion de MC-LR en fluidos bioldgicos; determinaciones éstas que
requieren equipamiento y técnicas mas sofisticadas y costosas que las empleadas en la

clinica de rutina.

Es necesario para confirmar estos datos experimentales realizar estudios
epidemioldgicos donde se lleve a cabo el andlisis de estos y otros parametros que
pudieran surgir, asociandolos con el nivel y tipo de exposicion de la poblaciéon a
florecimientos toxicos y la deteccion en laboratorios especializados de los niveles de
MC-LR en plasma de estos individuos con el fin de establecer inequivocamente la noxa

epidemioldgica y la relacion de esta exposicion con los biomarcadores propuestos.
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