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Resumen

MC-LR y [D-Leul]MC-LR son congéneres de hepatotoxinas llamadas Microcystinas
presentes en los florecimientos cianobacterianos de la Cuenca del Plata; diferenciadas en la
sustituciéon de Alanina por D-Leucina en la posicién 1, involucrada en la union al sitio activo
de las proteinas fosfatasas; su principal mecanismo de accién. El objetivo fue evaluar los
efectos de exposiciones agudas a MC-LR y [D-Leu!]MC-LR, sobre un modelo animal
(ratones N:NIH Swiss) y uno vegetal (Phaseolus vulgaris). Hemos observado
variaciones en las dosis letales de [D-Leu!]MC-LR (50 ug/kg) respecto de las
publicadas para MC-LR (100 ug/kg), presentando aumento del % en peso del higado y
hemorragias intrahepaticas en ratones expuestos a dosis de 50 a 200 pg[D-Leu']MC-LR/kg;
y un principio de esteatosis luego de una Unica dosis i.p. de 25 ug [D-Leu']MC-LR/kg,
ausente en el mismo tratamiento con MC-LR. Los estudios en modelo vegetal, de contacto
Unico durante la imbibicion (3,5 y 15 ppm) también mostraron diferencias en cuanto a la
germinacion, desarrollo y morfologia de las plantas y niveles de TBARs; siendo mas
afectadas las tratadas con [D-Leu!]MC-LR para una misma dosis. Los valores de ICso
para PP1 fueron 35,4 ppb para [D-Leu!]MC-LR y 10 ppb para MC-LR. Al evaluar la
actividad fosfatasa en un homogenato de raices se vio que [D-Leu!]MC-LR inhibi6é hasta
un 30% la actividad de todas las fosfatasas presentes; mientras que MC-LR inhibié un
12%. Nuestros resultados indican que es necesario profundizar en la toxicidad de [D-
Leu!]MC-LR, dado que evidentemente puede estar inhibiendo otras fosfatasas
presentes, fundamentales para el funcionamiento de las células; que sumado al estrés

oxidativo en vegetales podria explicar las diferencias de toxicidad entre ambas.

Palabras clave: Microcystina-LR, [D-Leu!]Microcystina-LR, Toxicidad aguda, Ratones,

Phaseolus vulgaris
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Introduccién
Las cianobacterias son organismos
procariontes fotosintetizadores que
frecuentemente desarrollan florecimientos
en lagos, lagunas, rios y embalses;
favorecidos por el cambio climético (Paerl
y Huisman, 2008) y de eutrofizacion de
esos cuerpos de agua dulce (Carmichael,
1989; Codd y col., 1989). Varias especies
de cianobacterias tienen la capacidad de
producir toxinas, llamadas cianotoxinas en
su conjunto, las cuales son de diferente
naturaleza quimica, mecanismos de
accion y oOrgano blanco (Chorus vy
Batrman, 1999). Dentro de éstas las mas
halladas  son las
(MCs). Las MCs son

ciclicos,

frecuentemente
Microcistinas

heptapéptidos sintetizados
principalmente por cianobacterias del
género Microcystis. Microcistina-LR (MC-
LR) y una variante autéctona de ésta, la
[D-Leul]-MC-LR, que

sustitucion de Alanina por D-leucina en la

presenta una

posicién 1 de la molécula, involucrada en
la union covalente de la toxina al sitio
activo de las proteinas fosfatasas,
principal mecanismo de accién de estas
toxinas, se encuentran entre las mas
téxicas y ampliamente distribuidas en la
cuenca del Rio de la Plata (De Leén y col.,
2001; Andrinolo y col., 2007, Echenique y
col., 2008) y Rio Uruguay (Concordia,

Embalse Salto Grande), entre otros (Park

y col., 2001; Rosso y col., 2014).
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Los principales mecanismos de accion de
las MCs, aungue no han sido totalmente
dilucidados, son la inhibicion especifica de
las proteinas fosfatasas, principalmente
PP1 y PP2A, por union covalente de la
toxina a residuos de Cisteina (Cys)
presentes en el sitio activo de las
subunidades cataliticas de la enzima
(Craig y Holmes, 2000); y la generacion
de estrés oxidativo mediante induccion de
la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Gehringer, 2004).
Numerosos estudios se han llevado a
cabo sobre la toxicologia de MC-LR sobre
animales, principalmente en ratas, ratones
y peces; donde se han descripto dafios no
solo en el higado sino también en el rifion,
intestino delgado, pulmén y sistema
inmune de los animales tratados
(Milutinovic y col., 2003; Guzman y Solter,
2002; Ding y Ong, 2003; Chen y caol.,
2004; Zhao y col., 2008; Soares y col.,
2007; Andrinolo y col., 2008; Sedan y col.,
2010; Lezcano y col., 2012; Sedan y col.,
2013).

Una intoxicacion aguda con MCs produce
inflamacién hepética, degeneracién focal
de los hepatocitos y depdsitos de
hemosiderina (Fawell y col., 1999), como
asi también wuna disrupcion de la
estructura de los hepatocitos, pérdida de
la estructura sinusoidal, aumentos del
peso del higado acompafiado de una
shock

marcada hemorragia,
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hemodindmico, falla cardiaca y posterior
muerte (Chorus y Batrman, 1999).
Mientras que en estudios previos,
realizados con exposiciones crénicas de
MC-LR en ratones (Andrinolo, y col.,
2008), se ha encontrado que se produce
un patrén de dafo diferente al observado
en una exposicion aguda, caracterizado
por esteatosis hepatica con elevacion de
las enzimas séricas marcadoras de dafio
hepatico (FAL y TGO) y aumentos de los
niveles hepéticos de lipidos totales,
neutros y polares; y aumento de los
indicadores de dafio oxidativo (TBARS y
ROOHSs) en higado y rifiones. En ambos
tejidos el dafio oxidativo se presentaba
con intensidad y evolucion temporal
similar. Estos hallazgos son
particularmente interesantes ya que
ademas se ha demostrado que las
alteraciones generadas son reversibles
luego de la suspension del contacto con la
toxina (wash-out).

En cuanto a los estudios con estas toxinas
sobre modelos vegetales, los trabajos
realizados abordan principalmente una
exposicion de plantas por riego con
florecimientos o con agua contaminada
fundamentalmente con MC-LR vy
describen necrosis en hojas e inhibicion
del crecimiento, fotosintesis y desarrollo
de plantas, relacionado también con el
estrés oxidativo generado, que deriva en

alteraciones en la actividad de la
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peroxidasa (POD) y superoxido dismutasa
(SOD), dos enzimas antioxidantes (Ko6s y
col,, 1995; Abe y col., 1996; Kurki-
Helasmo y Meriluoto, 1998; McElhiney y
col., 2001; Cheny col., 2004).

Sin embargo, la informacién toxicologica
respecto de [D-Leu!]-MC-LR con la que
contamos hasta el momento es escasa
(Matthiensen y col., 2000).

Teniendo en cuenta los mecanismos de
accion atribuidos a las MCs, su
vinculacion con los dafios observados y la
escasa informacion con la que contamos
sobre los efectos toxicos de [D-Leu']MC-
LR, es necesario avanzar en el estudio de
los efectos téxicos diferenciales que
presentan los dos congéneres de MCs
mas comunmente hallados en la cuenca
del plata, MC-LR y [D-Leu?]-MC-LR, sobre
modelos vegetales y animales con la
intencion de discriminar si dichos efectos
son similares o de diferente intensidad
para iguales dosis de cada una de estas

cianotoxinas.

Objetivos

Los objetivos del presente trabajo fueron:
- Evaluar los efectos de exposiciones
agudas a las toxinas MC-LR y [D-
Leu!]MC-LR, sobre un modelo animal
(ratones N:NIH Swiss) y sobre uno vegetal

(Phaseolus vulgaris).
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- Evaluar aspectos vinculados al
mecanismo de accién de estas toxinas,
efectos inhibitorios sobre

como los

diversas proteinas fosfatasas.

Materiales y Métodos
Extraccion y purificacion de MC-LR y [D-
Leu?]-Microcystina-LR mediante HPLC:

[D-Leul]-Microcystina-LR y MC-LR fueron
purificadas a partir de un florecimiento
Rio de

células fueron lisadas mediante ciclos de

recolectado del la Plata. Las
sonicacién (Omni-Ruptor 400, 15 min,
pulsos 50%, potencia 60%), luego se

realizo una extraccion con
Cloroformo/Metanol (50/50 v/v) y la fase
acuosa se concentré en rotavapor. El
extracto acuoso obtenido se pas6 por un
filtro Sep-Pack, el cual retiene las toxinas
gue fueron eluidas posteriormente con
80%.

toxinas se

metanol La purificacion de las
llevé a cabo mediante la
técnica semipreparativa HPLC (Shimadzu
20A) empleando una columna TERMO
Hyperprep HS C18 (250 X 10 mm, 12 um),
loop de 500 pl, deteccion UV-DAD (A= 238
nm), fase movil A: Agua (0,05% acido
trifluoro-acético (TFA)),
(0,05% TFA),

primeros 5 min a 35% B, a los 10 min se

B: Acetonitrilo

gradiente de elucion:

alcanza el 55%B vy finalmente de los 20
min a los 30 min 35% de B. Las toxinas
aisladas fueron caracterizadas mediante
HPLC con deteccion UV-DAD (A= 238 nm)
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segun Barco y col. (2002) empleando un
standard de Sigma.

Disefio experimental:

Exposiciéon aguda en modelo animal:

Se utilizaron 6 grupos de 4 ratones cada
uno (N:NIH Swiss)

intraperitonealmente

los cuales fueron
inyectados con
solucion fisiologica estéril (control) y con
diferentes concentraciones de [DLeu!]MC-
LR (25, 50, 100 y 200 pg/kg) y MC-LR
(100 pg/kg). Se observo la respuesta de
los ratones y se determiné el tiempo de
muerte. Los que sobrevivieron fueron
sacrificados por dislocacion cervical, junto
con los controles 24 Hs. después de la
inyeccion.

Luego de la necropsia se

extrajo el higado y se proceso

adecuadamente para realizar

determinaciones histolégicas mediante
tincibon de Hematoxilina-Eosina (H&E)

(Andrinolo y col., 2008).

Exposicion aguda en modelo vegetal:

Se emplearon 5 grupos de semillas de
Phaseolus vulgaris, los cuales fueron
expuestos durante la etapa de imbibicion
a 3,5 ppm y 15 ppm de [DLeu!]MC-LR o
MC-LR. Como control se empledé agua
libre de MCs.

Para ello se coloc6 cada semilla en un
tubo de ensayo con 800 pl de soluciones
de MC-LR o [D-Leul]-MC-LR de

concentracién adecuada o agua libre de
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MCs. Los tubos asi preparados se
colocaron en una cadmara de temperatura
(24°C) durante 24 Hs. Luego, cada grupo
de semillas se deposit6 en arena
humedecida con agua libre de MCs y fue
mantenido en condiciones de temperatura
constante (24°C) y ciclos de luz/oscuridad
(14/10 Hs.) con una intensidad de luz de
42 pmol fotones m? s durante 10 dias
para permitir la germinacién de las
mismas y el posterior desarrollo de las
plantulas. Se realiz6 observacion
macroscopica diaria de las semillas
durante todo el ensayo. Luego de 10 dias
de desarrollo, se llevo a cabo la toma de
muestra determinando sobre las plantulas
la longitud de los tallos y raices
principales; largo y ancho de las hojas asi
como el peso de los tallos, raices, hojas y
cotiledones. Se tomaron fotografias de
cada uno de las estructuras de las
plantulas. Una hoja de cada planta de los
distintos tratamientos fue procesada para
la determinacion de clorofila. Con las
muestras obtenidas se realizaron pooles
de raices, hojas, tallos y cotiledones los
cuales fueron homogeneizados
empleando buffer fosfato 20 mM a pH 7 (3

mi/gr de peso).

Determinaciones bioquimicas en tejidos

de las semillas tratadas:

La peroxidacion lipidica se determiné

mediante la técnica de TBARs (Oyhawa,

17, 18 y 19 de octubre de 2018

1979), los niveles de clorofila en hojas
fueron determinados segun el método
1987 vy

calculados segun las ecuaciones que se

descripto por Lichtenthaler

muestran a continuacion.

C. = 11.24Ags — 2.04Agus
C, = 20.13Agus — 4.19A¢56
Ca-l-b 7-05}1“]‘6 + 18.09145“'3

La actividad de PP1 (SIGMA, catalytic

subunit) y de un homogenato de raiz de P.

Il

tl

vulgaris no expuesta a MCs se determiné
utilizando el sustrato no especifico, p-
nitrofenil-fosfato (pNPP) segun Lezcano y
col. (2012)

Analisis estadistico:

Las muestras se analizaron

individualmente  por triplicado. Los
resultados se informaron como la media +
SD. Los datos

analizados en base al test ANOVA

obtenidos  fueron

mediante el programa Origin (version 8.0).

Resultados y discusién

1.- Estudios toxicoldgicos en modelo

animal:
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Se realizaron estudios de exposicion
aguda por via intraperitoneal en ratones
N:NIH Swiss tratados con 25, 50, 100 y
200 pg[D-Leu']MC-LR/kg y 100 upgMC-
LR/kg. Los animales tratados con una
Unica administracion de 50, 100 y 200
ug[D-Leu!]MC-LR/kg y con 100 pgMC-
LR/kg murieron entre los 212 + 43 minutos
y 94 + 11 minutos post-inyeccién. Mientras
gue los animales tratados con 25 pg[D-
Leu!]MC-LR/kg, no murieron y fueron
sacrificados a las 24 Hs. post-inyeccién
para su estudio histologico. Luego de la
necropsia se  observaron higados
agrandados, negruzcos y hemorragicos en
los animales tratados con 50, 100 y 200
ug[D-Leu!]MC-LR/kg y con 100 pgMC-

LR/kg; siendo el porcentaje en peso del

17, 18 y 19 de octubre de 2018

higado mayor al 7% en todos los casos.
Los animales tratados con 25 pg[D-
Leu']MC-LR/kg presentaron un porcentaje
en peso del higado de 6,4%; estando el
higado, en este caso, agrandado pero sin
caracteristicas hemorragicas a nivel

macroscopico.

1.1.-Alteraciones histoldgicas en higados:

En la figura 1 se presentan cortes
histolégicos representativos de higados de
los animales control y tratados con las
distintas dosis de Microcystinas. Vemos
qgue todas las dosis de [D-Leu']MC-LR
(Fig. 1 B, C, D, E) empleadas en este
estudio mostraron alteraciones

histolégicas en el higado respecto del

control (Fig. A) que presenta una

Figura 1: Cortes histolégicos tefiidos con H&E de higados de ratones control (A) y tratados con una Unica
administracion i.p. de 25 (B), 50 (C), 100 (D), 200 (E) ug[D-Leu!]MC-LR /kg y 100 (F) ugMC-LR /kg. Las flechas
rojas indican zonas de acumulacién de lipidos (principio de esteatosis) y las flechas negras indican zonas
hemorréagicas.
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estructura normal con  hepatocitos
dispuestos en forma radiada a partir de los
vasos.

El dafio producido por [D-Leu!]MC-LR
luego de una Unica inyeccién de 50, 100 o
200 pg/Kg esta caracterizado por
hemorragias centrolobulillares y necrosis
de tejido hepéatico con pérdida de
hepatocitos (Fig. 1C, 1D y 1E). Estos
dafios resultan dosis dependientes ya que
la intensidad de los mismos aumenta con
la dosis, determinando areas
hemorragicas% de 9,80 + 0,31; 37,90 £
3,77 y 64,00 £ 1,72 para las dosis de 50,
100 y 200 ug[D-Leu]MC-LR/kg
respectivamente (Fig. 2).

Asi  mismo, observamos alteraciones
hemorragicas de similares caracteristicas
a las descriptas previamente en el higado

de los animales tratados con 100 ugMC-

70 H

—t—

% Area Hemorragica

. : . : .
50 ug/kg 100 ug/kg 100 ug/kg 200 ug/kg

[DLeu']MC-LR ~ MC-LR [DLeu'JMC-LR

Figura 2: Area hemorragica (%) en higados de
ratones tratados con 50, 100 y 200 pg [D-Leu!]MC-LR

/kg y 100 pgMC-LR /kg.
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LR/kg (Fig. 1F), siendo en este caso el
area hemorragica % de 25,76 + 5,58 %
(Fig. 2).
administracion intraperitoneal de 25 pg[D-

Por otro lado, una Unica

Leu']MC-LR/kg produce un aumento en la
acumulacion de lipido centrolobulillar,
observado como  microvacuolizacién
intracitoplasmética que no se ha tefiido
con H-E, correspondiente con un principio
de esteatosis; mientras que no se observo
fibrosis, ectasia (congestion vascular), ni
hemorragias ya que no se detectan
elementos figurados de la sangre en el
parénquima (Fig. 1B).

Nuestros resultados indican que tanto [D-
Leu!]MC-LR como MC-LR son
hepatotoxinas, ya que el dafo
fundamental en este estudio agudo fue en
higado, no encontrandose alteraciones
histolégicas en ninguno de los érganos
estudiados. Las dosis de 50, 100 y 200
ug[D-Leu!]MC-LR/kg resultan ser letales y
asi mismo, si bien presentan el mismo tipo
de lesibn (hemorragia centrolobulillar),
existe una dosis dependencia en cuanto a
la extension de esa lesion, ya que a
medida que aumenta la dosis, las areas
hemorragicas porcentuales resultan
mayores, como asi también la necrosis
tisular. A su vez, si comparamos los
porcentajes de area hemorragica obtenido
para las mismas dosis de tratamientos
(100 pg/kg), pero con las dos toxinas,

vemos que el de MC-LR es casi un 12%
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menor que el producido por la toxina [D-
Leu']MC-LR.

Nuestros resultados en conjunto indican la
posibilidad de que existan diferencias en
las LD50 de ambas toxinas, ya que se
propone una LD50 de 100 pg/kg para MC-
LR (Matthiensen y col., 2000) mientras
que, para [D-Leu!]MC-LR, segun nuestros
resultados podria ser menor;
encontrdndose entre los 25 y 50 pg/kg.
Asi mismo encontramos diferencias en las
alteraciones provocadas por dosis no
letales (25 pg/kg) ya que con MC-LR se
observan alteraciones luego de 14 dosis
intraperitoneales de 25 pg/kg (Andrinolo y
col., 2008), mientras que en el caso de [D-

Leu!]MC-LR, luego de wuna Unica

o~
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administracién intraperitoneal de 25 pg/kg
se observa esteatosis centrolobulillar.
2.- Estudios toxicolégicos en modelo

vegetal:
Se realizaron estudios de una Unica

exposicion de 3,5 y 15 ppm de [D-
Leu!]MC-LR y MC-LR, durante la etapa de
imbibicion de semillas de Phaseolus

vulgaris.

Figura 3: Imagenes representativas del desarrollo de las semillas y plantulas tratadas con 3,5 ppm, 15 ppm
de MC-LR o [D-Leu!]-MC-LR, y controles durante los dias posteriores a la imbibicién (dias 1, 3 y 10). Las
flechas indican las semillas no germinadas.
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2.1.- Alteraciones en el crecimiento vy

desarrollo de plantulas:

Los grupos tratados con las
concentraciones mas altas de toxina (15
ppm de [D-Leu]-MC-LR y MC-LR) fueron
los mas afectados en su germinacion (Fig.
3). Ambos grupos presentaron un retraso
en el tiempo de germinaciéon dado que las
semillas desarrollaron radiculas 3 dias
después de la imbibicion mientras que los
controles las presentaron al dia siguiente.
En este sentido cabe destacar que al dia 3
todas las semillas tratadas con 15 ppm de
MC-LR presentaron radiculas, mientras
gue en el caso de las tratadas con 15 ppm
de [D-Leul]-MC-LR solo el 50%
presentaron radiculas (Fig. 4). Asimismo
en ninguno de estos dos grupos la
totalidad de las semillas germinadas
completo6 el desarrollo, siendo mayor este
efecto para 15 ppm de [D-Leu!]-MC-LR ya
gue produjo un % de desarrollo de
plantulas al dia 10 de 16,5% en
comparacion con la misma concentracion
de MC-LR (75%). En el caso de las
semillas expuestas a 3,5 ppm de toxina se
registrt6 en el dia 1 un 87% de
germinacion para el tratamiento con MC-
LR y 50 % para [D-Leu!]-MC-LR; valores
mayores que los obtenidos con 15 ppm de
estas toxinas (25% para MC-LR y 0% para
[D-Leul]-MC-LR) (Fig. 4).

Luego de 3 dias, a diferencia de lo

ocurrido con el tratamiento con 15 ppm [D-
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Figura 4: Porcentaje de germinacion de semillas de
Phaseolus vulgaris luego de 1 dia (rayado horizontal) o
3 dias (barras blancas) posteriores a la imbibicién, y
porcentaje de plantas desarrolladas luego de 10 dias
(rayado oblicuo).

Leu']MC-LR, todas las semillas tratadas
con 3,5 ppm de ambas toxina germinaron
y desarrollaron plantulas luego de 10 dias.
En la figura 5 se presentan fotos
representativas de raices y hojas de las
plantulas con 10 dias de desarrollo para

los tratamientos con toxina y controles.
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Figura 5: Imagenes representativas de raices y hojas obtenidas de plantulas control (Al y A2), tratadas con 3,5
ppm de MC-LR (B1y B2), 3,5 ppm de [D-Leu!]MC-LR (C1y C2), 15 ppm de MC-LR (D1 y D2) y 15 ppm de [D-
Leu]MC-LR (E1y E2). Las flechas indican las raices principales y zonas con cambios morfolégicos en hojas y

los circulos las regiones con disminucion de pigmentos.

La longitud de la raiz principal fue menor
en todas las plantulas de los distintos
tratamientos con respecto al control. Las
provenientes de los tratamientos con 3,5
ppm de MC-LR y de [D-Leul]-MC-LR
presentaron un mayor namero de raices
laterales en comparacién con el control.
Las plantulas que lograron desarrollarse
con los tratamientos con 15 ppm de MC-
LR (3 de 4) y [D-Leu']-MC-LR (1 de 6)
también presentaron un aumento del
namero de raices laterales respecto del

control.

Las hojas de las plantas controles son de
color verde intenso homogéneo y
presentan formas acorazonadas de

bordes lisos. Mientras que las de los

tratamientos con 3,5 ppm de MC-LR y [D-
Leu']-MC-LR fueron mas pequefias y
mostraron una alteracion general en su
forma, con bordes rugosos e irregulares y
zonas con clorosis (disminucién de la
pigmentacion) en la periferia de las hojas
(circulos en Fig. 5). Estas caracteristicas
se vieron incrementadas en los
tratamientos con 15 ppm de MC-LR y [D-

Leu!]-MC-LR.
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Figura 6: Peroxidacion lipidica medida como pg malondialdehido (MDA)/mg proteina en hojas y raices. (*) indica
diferencias significativas en los niveles de MDA con respecto al control y (*) respecto al tratamiento con 15 ppm de

MC-LR en base al test ANOVA (p<0.05).

Nuestros resultados indican una alteracion
concreta a nivel macroscopico luego del
tratamiento por Unico contacto con ambas
toxinas estudiadas; existiendo, al igual
modelo animal descrito

gque en el

previamente una mayor intensidad de
dafio en los ejemplares tratados con [D-

Leul]-MC-LR.

2.2.- Alteraciones bioguimicas en modelo

vegetal:
2.2.1.- Peroxidacion lipidica:

Teniendo en cuenta gque el favorecimiento
de la formacion de ROS es uno de los
mecanismos de accién reconocidos para
estas toxinas, evaluamos los niveles de
hidroperéxidos en los dos tejidos
vegetales que se vieron mayormente

afectados por los tratamientos, raices y

hojas.
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Los niveles de hidroperéxidos mostraron
aumentos significativos en hojas y raices
de
semillas tratadas con 15 ppm de MC-LR y
[D-Leul]-MC-LR (Fig. 6), mientras que las

tratadas con 3.5 ppm de toxina no

las plantulas provenientes de la

mostraron diferencias significativas con
respecto al control.

A su vez, hay una diferencia significativa
en los niveles de hidroperoxidos obtenidos
en los tratamientos de 15 ppm para

ambas toxinas, siendo los niveles

presentes en la planta tratada con [D-
Leu!]-MC-LR, mayores en comparacion
con los de MC-LR.
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2.2.2.- Clorofila a, b v total:

Dada la alteraciébn a nivel macroscopico
observada en cuanto a la coloracién de
las hojas y las zonas de clorosis presentes
en las plantulas tratadas con las toxinas,
realizamos una mediciéon de las distintas
clorofilas presentes en las hojas.

Los niveles de clorofila a, b y total fueron
menores para todos los tratamientos con
toxina respecto del control (Fig. 7), pero
no han mostrado diferencias significativas
entre las diferentes concentraciones de
toxinas empleadas, ni entre las toxinas
MC-LR y [D-Leu]-MC-LR.

Las alteraciones observadas a nivel
macroscopico se vinculan con los
hallazgos a nivel de los parametros
bioquimicos analizados; ya que las zonas
de clorosis observadas en las hojas tienen
su correlato en los niveles de clorofila
disminuidos. Esta disminucion, a su vez,
se correlaciona con un ambiente pro-
oxidativo que degrade a la clordfila, tal
como el que ocurre luego del tratamiento
de las semillas con estas toxinas y como
gueda evidenciado por el aumento de
peroxidacion lipidica encontrado
especialmente para altas concentraciones

de estas toxinas.
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Figura 7: Niveles de clorofila (ug/mg de hoja) total (barras
a rayas), a (barras a cuadros) y b (barras lisas) en hojas
de plantulas tratadas con diferentes concentraciones de
MC-LR y [D-Leul]-MC-LR. (*) Indica diferencias
significativas respecto del control en base al test ANOVA
(p<0.05).

3.- Efectos de [D-Leu!]-MC-LR y MCLR

sobre actividad de proteinas fosfatasa:

Realizamos la evaluacion de los efectos
de ambas toxinas sobre la actividad de
una de las proteinas fosfatasas
identificadas como diana en el mecanismo
de accién de las mismas (PP1 comercial)
y sobre la actividad fosfatasa total
presente en un tejido vegetal (raices);
enfrentando estos materiales a
concentraciones de toxinas entre 0,1 ppb
y 1 ppm.

La actividad de PP1 se vio disminuida a
concentraciones crecientes de ambas
toxinas (Fig. 8.A) Sin embargo, se observo

diferencia en la IC50 obtenida para cada
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una de ellas; siendo de 10 ppb para MC-
LR y de 35,4 ppb para [D-Leu']MC-LR.
Al

fosfatasas en raices, frente a diferentes

evaluar la actividad remanente de
concentraciones de ambas toxinas (Fig.
8.B), se puede observar que la maxima
inhibiciébn en el caso de los tratamientos
con MC-LR alcanza un 12%, mientras que
de [D-Leu']MC-LR
inhibicion de proteinas

en el caso el

porcentaje de
fosfatasas es de un 30%.

Nuestros resultados, a diferencia de lo
observado por Matthiensen y col. (2000),
indican que estas dos toxinas si bien
comparten los efectos inhibitorios sobre
las proteinas fosfatasas PPl y PP2A,

presentan diferencias en cuanto a la

110 = 1
®  [DLeu']MC-LR
# MCLR

100 ]
90 o
80 o
70 4

60 o

50

% Actividad PP 1

40 4 ™
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3.0
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3.5

Log [ppb]

Actividad Remanente PPasas
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Leu]MC-LR (ICso = 34.5ppb), si solo
consideramos los efectos sobre PP1 en
particular, vinculada tradicionalmente a los
Sin
embargo, los resultados de la inhibicion de

mecanismos de accion de MCs.

la actividad fosfatasa total presente en un
tejido, como puede ser raices, nos indican
que la potencia de los efectos inhibitorios
se invierte; siendo mas importante para
[D-Leu]MC-LR (70%

remanente) que para MC-LR

actividad
(88%
actividad remanente). En este Gltimo caso
debemos tener en cuenta que mediante la
determinacion de actividad fosfatasa que
se llevo a cabo con un sustrato no

especifico como el p-nitrofenilfosfato

estamos midiendo la actividad de todas

= [DLew']MC-LR
+ MCLR

——
— .

o
=1
1

80 +

70

S S
————
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J—
=
—a— —_—
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Figura 8: (A) ICso de MC-LR y [D-Leu!]MC-LR frente a PP1. (B) Actividad remanente de fosfatasas frente a
concentraciones crecientes de MC-LR y [D-Leu!]MC-LR.

potencia de inhibicién sobre éstas; siendo
mas importante la inhibicién producida por
MC-LR (ICso = 10ppb) que la de [D-

\\V/

Y\
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las fosfatasas presentes en el tejido y no
solamente la actividad de PPl y PP2A.

Por lo tanto, el hecho de que la inhibicion
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con [D-Leu!]MC-LR sea mayor en esta
situacion, podria indicar que esta toxina
ademas de inhibir PP1 y PP2A podria
tener acciones inhibitorias sobre otras
proteinas fosfatasas diferentes de PPl y
PP2A; o que al menos, MC-LR no inhibe a
las otras proteinas fosfatasas presentes
en el tejido de manera tan pronunciada
como lo [D-Leu!]MC-LR.

Esta situacion de inhibicion méas extendida
en cuanto a la actividad de las proteinas
fosfatasas podria dejar a la célula en una
situacion de hiper-fosforilacibon  mas
pronunciada que genere  mayores
alteraciones en las vias celulares
reguladas por procesos de
fosforilacion/desfosforilacion,
fundamentales para el correcto desarrollo
y funcionamiento celular; y podria explicar
la diferencia en cuanto a los efectos
toxicos que presentamos en este trabajo
luego de una exposicion aguda a estos
dos congéneres de MCs, llevada a cabo
en un modelo animal y en un modelo
vegetal; donde los dafios observados para
una misma dosis resultan mas intensos

para [D-Leu!]MC-LR que para MC-LR.

Conclusiones

Nuestros resultados acerca de la
evaluacion de los efectos tdxicos de una
exposicibn aguda mediante un Unico
contacto a diferentes dosis o]

concentraciones de MC-LR y [D-Leu!]MC-

\nﬂ Asociacién de Universidades

(— —J
&y S GRUPO MONTEVIDEO

w. UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CUYO

17, 18 y 19 de octubre de 2018

LR indican que si bien estas toxinas
presentan ligeras diferencias
estructurales, como la sustitucion de un
solo aminoéacido en la posicion 1 de la
molécula, la diferencia en cuanto a la
potencia toxica de las mismas resulta
relevante.

Esta diferencia en toxicidad se evidencié
tanto en un modelo animal, donde si bien
el érgano blanco de ambas fue el higado y
el patron de dafio fue similar; la intensidad
del mismo fue mayor para [D-Leu!]MC-LR
gue para MC-LR. Esta misma situacion se
observo en los estudios sobre un modelo
vegetal presentados en este trabajo. Por
lo tanto las alteraciones encontradas
resultan concentracibn 'y congénere
dependiente.

Los hallazgos bioquimicos en los ensayos
de peroxidacion lipidica y actividad
fosfatasa, los principales mecanismos de
accién de estas toxinas, podrian explicar
los resultados observados en cuanto a la
diferencia de intensidad de efectos toxicos
entre ambos congéneres.

Por lo tanto, resulta necesario continuar
avanzando en el conocimiento de los
mecanismos por los cuales ambas toxinas
generan los dafos, tal como la
dilucidacion de cuales proteinas
fosfatasas son inhibidas de forma
diferencial por [D-Leu!]MC-LR; asi como
sobre diversas condiciones de exposicion

de animales y vegetales a estas toxinas
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de forma aislada y en conjunto, teniendo

en cuenta que frecuentemente se
encuentran presentes en florecimientos en
cuerpos de agua de la regién y que
resultan un riesgo para la poblacion que

entra en contacto con dichos cuerpos de

agua.
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