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RESUMEN

Palabras claves: Cianobacteria; Microcistina-LR; Odontesthes hatcheri; Oncorhynchus
mykiss; detoxificacion; transportadores ABC; acumulacion; estrés oxidativo.

En este trabajo se estudiaron los mecanismos de transporte a través del
epitelio intestinal, la cinética de acumulacién y los efectos toxicos producidos por
la cianotoxina microcistina-LR (MCLR), en dos especies de peces patagénicos de
importancia econémica y ecolégica: el pejerrey patagonico (Odontesthes hatcheri) y
la trucha arco-iris (Oncorhynchus mykiss), potencialmente expuestos a floraciones
de cianobacterias y a sus metabolitos toxicos.

Se evalu6 la capacidad de O. hatcheri de digerir cianobacterias y absorber
MCLR a través de la administracion de células de Microcystis aeruginosa toxicas
(productoras de MCLR) mezcladas con alimento comercial. En este experimento
un grupo de peces recibi6 células de M. aeruginosa previamente rotas por métodos
fisicoquimicos (MCLR libre) y otro grupo recibié las células intactas. En los dos
casos, O. hatcheri acumulé MCLR en intestino e higado, en igual proporcién entre
tratamientos, demostrando que esta especie es capaz de digerir la pared de las
cianobacterias y de absorber la MCLR liberada en el tracto digestivo.

En un segundo experimento se determinaron los efectos toéxicos provocados
por la absorciéon de MCLR en O. hatcheri. Un tratamiento consistié en administrar
células rotas de M. aeruginosa toxica mezcladas con el alimento comercial; otro
grupo de peces recibié alimento comercial mezclado con células rotas de una cepa
no toxica de M. aeruginosa (control de los efectos provocados por otros
componentes de las cianobacterias); y el grupo control recibié solamente alimento
comercial. La concentracion de MCLR administrada de esta forma representé una
concentracién subletal. Luego de una tnica alimentacién, se estudié en higado e
intestino a lo largo del tiempo: actividad de la enzima proteina fosfatasa 1 (PP1),
respuestas de estrés oxidativo (actividad de enzimas catalasa, CAT y glutation-S-
transferasa, GST) y dafio oxidativo (peroxidacién lipidica). Se determiné la
acumulacion de MCLR extraible en metanol (fraccion de MCLR acumulada en su
forma nativa o conjugada con GSH, o cisteina) y como MCLR unida a proteinas. La
fraccién extraible en metanol se cuantificé por ensayo de inhibiciéon de PP1 in vitro
(PPIA) y por oxidacién de Lemieux-cromatografia gaseosa/espectrometria de
masas (CG/EM). La fracciéon unida a proteinas se cuantificoé por oxidaciéon de
Lemieux-CG/EM. Los resultados obtenidos indican que MCLR se acumula tanto
en intestino como en higado, mayormente unida a proteinas. La cantidad de toxina
acumulada en ambos Organos disminuye a lo largo del tiempo hasta ser
practicamente indetectable a las 48 horas post-intoxicacién. En cuanto a los efectos
toxicos, s6lo el higado present6 alteraciones leves. De estos resultados se
desprende que O. hatcheri es una especie que puede ser afectada por floraciones de



cianobacterias toxicas aunque esta especie seria capaz de metabolizar y eliminar la
toxina acumulada, al menos a concentraciones subletales.

Se estudi6 la participacion de proteinas de membrana Abcc (Mrp)
(mediadoras de la defensa celular frente a xenobiéticos junto con otras proteinas de
la superfamilia ABC) en el transporte de MCLR a través del epitelio intestinal. Para
esto, se incubaron preparaciones ex vivo de intestino de O. hatcheri y O. mykiss con
sustratos especificos de las proteinas Abcc (DNP-SG y calceina) junto con MCLR y
se determinaron las tasas especificas de transporte de cada sustrato en presencia de
la toxina. Se compararon los resultados obtenidos con MCLR con los efectos
provocados por MK571, inhibidor especifico de transportadores Abcc. Por otro
lado, se evaluaron los efectos téxicos (actividad PP1, PP2A y GST, concentraciéon de
glutation reducido) producidos por MCLR en segmentos de intestino incubados
solamente con MCLR o en conjunto con MK571. Los resultados de estos
experimentos indican que los enterocitos de O. mykiss y O. hatcheri son capaces de
eliminar la MCLR acumulada hacia el lado luminal (detoxificacién) o hacia el lado
basolateral (absorcién), a través de proteinas tipo Abcc de ubicacién apical y
basolateral, respectivamente. El intestino de O. hatcheri seria mas resistente a la
toxina en comparacion con el de O. mykiss debido a que en intestino de O. hatcheri
no se observo ningun efecto toxico atin a concentraciones de MCLR mas altas que
las aplicadas en intestino de O. mykiss. Tampoco se observaron efectos téxicos al
bloquear el transporte por proteinas tipo Abcc con MK571. Por el contrario, en
intestino de O. mykiss se observé inhibiciéon de PP1 y 2A (efecto caracteristico de
MCLR) en las concentraciones altas de MCLR o a concentraciones bajas pero en
presencia de MK571. La causa de la mayor resistencia observada en O. hatcheri atn
no estd clara y requiere de mas estudios.

También se evaluaron los efectos de MCLR sobre la composiciéon de
glicoconjugados en el tracto intestinal de O. hatcheri. Este estudio se realiz6
aplicando técnicas de lectina-histoquimica con detecciéon por fluorescencia. Las
lectinas utilizadas fueron concanavalina-A, aglutinina de Dolichos biflorus y
aglutinina de germen de trigo. Los resultados indican que MCLR afecta la
abundancia y distribucién de los glicoconjugados marcados, segtn la seccién
intestinal que se estudie. Estas alteraciones podrian traer consecuencias a nivel de
la digestiéon y/o en las defensas inmunes frente a patégenos y/o podrian ser
evidencia de una respuesta defensiva frente a MCLR. Por dltimo, se aplicaron
técnicas de inmunohistoquimica para localizar proteinas ABC en el intestino de O.
hatcheri. Utilizando los anticuerpos para transportadores ABC de mamiferos (anti-
ABCB1, ABCC2, ABCC4 y ABCG2) se logré marcar Abcc4 en la membrana
basolateral, aunque la marca con este anticuerpo es mucho mas fuerte en musculo
y Abcg?2 se marcé en la region subapical de los enterocitos. No hubo cambios en la
localizaciéon de la marca de ninguno de estos anticuerpos en respuesta al
tratamiento con MCLR.
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SUMMARY

CELLULAR TRANSPORT MECHANISMS, ACUMULATION KINETICS AND
TOXIC EFFECTS OF MICROCYSTIN-LR IN PATAGONIAN FRESHWATER
FISH

Keywords: Cyanobacteria; Microcystin-LR; Odontesthes hatcheri; Oncorhynchus mykiss;
detoxification; ABC transporters; accumulation; oxidative stress.

This work deals with the accumulation kinetics and toxic effects of the
cyanotoxin microcystin-LR (MCLR) as well as with the cellular transport of this
toxin in the intestinal epithelium. These studies were performed in two
economically and ecologically important freshwater fish species: the Patagonian
pejerrey (Odontesthes hatcheri) and the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Both
species are potentially exposed to cyanobacteria blooms and to their toxic
metabolites in the environment where they live.

The capacity of O. hatcheri for digesting cyanobacteria cells and absorbing
MCLR was evaluated after the dietary administration of toxic Microcystis aeruginosa
cells (MCLR producers). In this experiment, a group of fish received crushed M.
aeruginosa toxic cells, previously disrupted by physicochemical methods (in order
to release MCLR) and mixed with commercial fish food. Other group of fish
received intact toxic M. aeruginosa cells. O. hatcheri accumulated MCLR in intestine
and liver, in the same proportion in both treatments. This result shows that O.
hatcheri is able to digest cyanobacteria cell wall and posteriorly absorb the MCLR
released in the digestive tract.

In a second experiment, O. hatcheri received commercial fish food mixed
with crushed M. aeruginosa toxic cells (toxic treatment), crushed M. aeruginosa non-
toxic cells (cyanobacteria control) or just commercial fish food (control). After
dietary administration of MCLR, toxic effects and accumulation kinetics were
determined in intestine and liver. MCLR treatment represented a sublethal toxin
concentration. The biochemical variables measured after intoxication were: protein
phosphatase 1 (PP1), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST) activities, and
lipid peroxidation (as MDA). Methanol-extractable MCLR (native MCLR and
MCLR conjugated with GSH or cysteine) was determined by PP1 inhibition assay
(PPIA); extractable and protein-bound MCLR were measured by Lemieux
oxidation-gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS). The results obtained
showed that MCLR was accumulated in intestine and liver, mostly as MCLR
bound to proteins. The MCLR accumulated in both tissues decreased along time
until it reached undetectable levels at 48 hours post-intoxication. Only the liver
suffered minor toxic effects. These results indicate that O. hatcheri is a species that
could be affected by cyanobacteria toxic blooms. However, O. hatcheri is able to
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metabolize and eliminate the accumulated MCLR, at least at the concentration
applied in these experiments.

The involvement of membrane proteins of the family Abcc (Mrp) (which are
important in the cellular defense against xenobiotics, together with other ABC
proteins) in the MCLR transport through the intestinal epithelium was studied in
ex vivo intestinal preparations. Preparations from both species were incubated with
specific Abcc substrates, CDNB and calcein. The specific transport rate of each
substrate, applied alone (controls) or in combination with MCLR (treatments) were
calculated. These results were compared with those obtained by applying MK571,
a specific Abcc inhibitor instead of MCLR. In other set of experiments, MCLR
toxics effects (changes in PP1, PP2A and GST activity, GSH concentration) were
evaluated in intestinal segments incubated with MCLR alone or combined with
MK571. The results of these experiments show that enterocytes of O. mykiss and O.
hatcheri are able to export MCLR both to the intestinal lumen (detoxification) and
to the basolateral side (blood), through Abcc-like proteins in the apical and
basolateral membrane, respectively. O. hatcheri’s intestine seems to be more
resistant to MCLR than that of O. mykiss, since no toxic effect was observed in O.
hatcheri, even at higher MCLR concentrations or when Abcc-like transport was
blocked with MK571. In contrast, O. mykiss suffered PP1 and PP2A inhibition
(characteristic toxic effect of MCLR) at the higher MCLR concentration applied or
with lower ones combined with MK571. The mechanisms that make O. hatcheri
intestine resistant to MCLR toxicity are not clear yet and deserve further studies.

Additionally, the effects of MCLR on the glycoconjugates composition of O.
hatcheri” gastrointestinal tract were studied by lectinhistochemistry techniques with
fluorescent detection. Lectins used were concanavalin-A, Dolichos biflorus
agglutinin and wheat germ agglutinin. The results indicate that MCLR affects the
amount and distribution of the glycoconjugates marked with the lectins applied.
These alterations may affect digestive functions and/or the immune defense
system against pathogens. Alternatively, these changes could be the evidence of a
defensive response against MCLR. Finally, immunohistochemistry techniques
were applied to localize ABC proteins in O. hatcheri intestine. Using antibodies
against mammalian ABC proteins (anti-ABCB1, ABCC2, ABCC4 and ABCG2), it
was possible to localize Abcc4 in the basolateral membrane of enterocytes.
However, the reaction with this antibody was stronger in intestinal muscle layers
than in the epithelium. Abcg2 was clearly detected in a subapical location in the
enterocytes. No changes in localization of these transporters were evidenced as a
response to MCLR treatment.
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INTRODUCCION

En numerosos lagos, rios y estuarios es comdn encontrar microorganismos
que alcanzan densidades exuberantes bajo determinadas condiciones ambientales,
al menos en algin momento del afio. Estos aumentos masivos de densidad en
corto tiempo, que reciben el nombre genérico de floraciones algales, son eventos
naturales producidos generalmente por algtin componente del fitoplancton que se
vuelve dominante (especies de microalgas, dinoflagelados, diatomeas 'y
cianobacterias, entre otros). La mayoria de las floraciones no producen problemas
a otros seres vivos, por el contrario, aumentan la disponibilidad del alimento
natural de bivalvos, crustdceos y peces fitoplanctéfagos, y resultan beneficiosas
para la acuicultura y la produccién de recursos marinos (Suarez Isla y Guzman
Méndez, 1999). Sin embargo, en otros casos, el desarrollo excesivo de
microorganismos conlleva importantes cambios fisicoquimicos en el ambiente
acudtico, convirtiéndolo en una regién adversa para la vida, ademas de que
algunas floraciones son acompafiadas por la produccién de biotoxinas, con
consecuencias toxicas para los organismos acudticos, la salud humana, la
acuicultura y el turismo (Backer, 2002). A estas floraciones toxicas se las denomina
floraciones algales nocivas (FAN) y comtnmente reciben el nombre de “mareas
rojas”’, cuando ocurren en medio marino. La denominacién de mareas rojas se
debe a que generalmente van acompafiadas del cambio en la coloraciéon del agua,
producto de los pigmentos fotosintéticos de los microorganismos, aunque no
siempre es asi.

Las FAN son causadas por un grupo poco numeroso de especies de
microalgas (se ha observado la participacién de s6lo unas 60 especies de alrededor
de las 4000 conocidas) (Suarez Isla y Guzman Méndez, 1999). Entre los principales
organismos causantes se encuentran dinoflagelados, diatomeas y cianobacterias.
En términos de salud humana, se ha descripto que las mareas rojas pueden

producir neurotoxinas con efectos paralizantes y amnésicos (saxitoxinas y acido
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domoico) y toxinas de efectos gastrointestinales (dcido okadaico), entre otras
toxinas. Actualmente se sabe que muchas especies causantes de FAN no son
toxicas para los humanos o mamiferos pero si lo son para organismos acuaticos. A
su vez, solo se conocen los mecanismos de toxicidad de unos pocos entre la gran

variedad de compuestos producidos en las FAN (Landsberg, 2002).

Dentro de las FAN, las floraciones de cianobacterias son de las maés
importantes a nivel mundial, en cuanto a la salud publica y ambiental (Backer,
2002). Los distintos grupos de peces, al igual que otros organismos acuaticos,
evolucionaron en ambientes donde podian estar presentes las cianobacterias y los
metabolitos toxicos que éstas pueden producir (cianotoxinas). Por esto, surgen
interrogantes sobre el peligro que representan las cianotoxinas sobre los peces. Al
estar expuestos de manera natural, por ejemplo, a través del consumo directo de
cianobacterias en la dieta, resulta interesante determinar si las cianotoxinas pueden
afectar aspectos fisiolégicos de los individuos, si estos compuestos se acumulan en
los tejidos y a lo largo de la cadena tréfica o si, por el contrario, los peces poseen
mecanismos de defensa que les permiten tolerar y/o eliminar estos compuestos.
Teniendo en cuenta el riesgo potencial que representan las FAN de cianobacterias,
tanto para la salud humana como para los ambientes acuéticos, en esta tesis se
propuso estudiar la acumulaciéon y los procesos fisiolégicos involucrados en el
transporte a través de la membrana plasmatica de una cianotoxina representativa,

microcistina-LR (MCLR), en peces patagonicos.

Las cianobacterias

Son los microorganismos aerébicos fotoautotrofos mas antiguos del planeta,
con su origen estimado hace aproximadamente unos 2700 millones de afios
(Bonilla y Aubriot, 2009). Pertenecen al dominio Bacteria (eubacterias), y son
consideradas un componente principal en la produccién primaria de materia

orgéanica. Estos microorganismos fueron los primeros en liberar oxigeno molecular,
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por lo que tuvieron un papel importante en la formacion de la atmosfera primitiva
(Mur et al., 1999; Badger y Price, 2003).

Las cianobacterias constituyen un grupo muy particular debido a que
poseen caracteristicas estructurales de bacterias y caracteristicas funcionales de
eucariotas fotosintéticos. Su semejanza con las demds bacterias se debe a que no
poseen membrana nuclear ni otras organelas de membrana, la pared celular esta
compuesta por peptidoglicano (relativamente similar a la pared de las bacterias
Gram negativas) y sus ribosomas sedimentan a 70S, a diferencia de los de
eucariotas, que sedimentan a 80S. Por otro lado, a diferencia de cualquier otro
procariota, son capaces de realizar fotosintesis oxigénica, poseen tilacoides con
maquinaria fotosintética, que incluye pigmentos como clorofila a (y en algunos
grupos clorofila b), pigmentos accesorios y protectores, como ficobilinas
(responsables del caracteristico color verde-azul) y carotenos (Mur et al., 1999;
Bonilla y Aubriot, 2009).

Las cianobacterias conforman un grupo muy diverso en cuanto a tipos
celulares, que comprende especies unicelulares, coloniales o filamentosas, en
algunos casos llegando a formar colonias visibles (Mur et al., 1999; Osswald et al.,
2007). La mayoria son de vida libre, comunes en ambientes acuaticos de agua
dulce, salobre o marina, mientras que otras son terrestres y existen algunas
especies parasitas.

En general, poseen una serie de caracteristicas que les permiten ser
dominantes frente a otros microorganismos en un ambiente acuatico. De acuerdo a
varios trabajos (Mur et al., 1999; Engstrbm-@st, 2002; Osswald et al., 2007; Smith et
al., 2008), el éxito competitivo de este grupo puede ser atribuido a que:

v Las especies de cianobacterias plancténicas son capaces de regular su
posicién en la columna de agua mediante vesiculas de gas, lo cual les permite
aprovechar y controlar la cantidad de luz necesaria para la fotosintesis.

v Son capaces de sobrevivir y crecer bajo un amplio espectro de temperaturas

(se encuentran, por ejemplo, en aguas termales y en lagos polares) y en un amplio
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intervalo salino (desde aguas dulces oligotréficas a estuarios, aguas marinas y
lagunas hipersalinas).

v Pueden crecer en ambientes pobres en nutrientes y algunas especies son
capaces de acumular algunos de ellos, por ejemplo fésforo, y de fijar nitrégeno
atmosférico (Ordenes Nostocales y Stigonematales).

v Pueden absorber bicarbonato ademés de CO; para la fotosintesis.

v Son resistentes a la depredacién gracias a que algunas especies producen
compuestos toxicos, que dificultan su consumo por invertebrados plancténicos y
por vertebrados. En comparaciéon con otros componentes del fitoplancton, las
cianobacterias son reconocidas por algunos organismos filtradores como “pobres

nutricionalmente”.

Floraciones toxicas de cianobacterias

Se habla de “floraciéon de cianobacterias” cuando las mismas son los
organismos que se convierten en dominantes (Chorus y Bartram, 1999; Roset et al.,
2001). La apariciéon de estos microorganismos es ubicua y a nivel mundial se han
registrado casos de crecimientos masivos de cianobacterias, ya sea estacionalmente
o presentes todo el afio (Vasconcelos et al., 1996; Chorus y Bartram, 1999; Dérr et
al., 2010). Es importante resaltar que, aunque las floraciones de cianobacterias y en
general las FAN son procesos naturales del medio acuatico, la eutrofizacién
derivada del impacto del hombre ha incrementado la aparicién de las mismas en
numerosos cuerpos de agua (McGowan et al. 1999). En el caso particular de las
floraciones de cianobacterias, estas no estdn estrictamente relacionadas con la
eutrofizacién sino que responden a diversos factores como la temperatura y
consecuencias asociadas (estratificacion térmica, cambios en la profundidad de la
zona de mezcla, etc.) (Bonilla y Aubriot, 2009).

Ademaés de producir los efectos nocivos tipicos de las floraciones, como
cambios fisicoquimicos y bloqueo del paso de luz hacia las capas mas profundas de

la columna de agua, que afecta el desarrollo de otros autétrofos; el mayor interés
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por las FAN de cianobacterias radica en la capacidad de estos organismos de
producir compuestos toxicos para otros seres vivos, las cianotoxinas, y porque
suelen afectar cuerpos de agua utilizados por el hombre, provocando grandes

impactos sanitarios y econémicos (Osswald et al., 2007; Havens, 2008).

Cianotoxinas

Son metabolitos secundarios que se producen durante la formacién de los
fotopigmentos. Se ha visto que la produccion de cianotoxinas es méaxima cuando
las condiciones de crecimiento para las cianobacterias son Optimas, es decir,
durante una floracién. Por este motivo, se observa una produccién de cianotoxinas
directamente proporcional al aumento de la biomasa (Chorus y Bartram, 1999;
Sivonen y Jones, 1999; Codd et al.,, 2005b). Las cianotoxinas son compuestos
intracelulares pero cuando las células mueren (por ejemplo durante una floracién
senescente), se liberan grandes cantidades de las mismas al agua (Sivonen y Jones,
1999), con el consecuente peligro para los organismos que habitan en el ambiente
y/o consumen el agua (Carmichael, 1992; Kuiper-Goodman et al., 1999; Ibelings y
Chorus, 2007).

Las cianotoxinas conforman un grupo muy diverso desde el punto de vista
de su estructura quimica y por los efectos toxicos que producen, y se clasifican

segln las caracteristicas que se detallan en la Tablal.
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EFECTO
TOXICO

CIANOTOXINA

ESTRUCTURA

CARACTERISTICAS

Hepatotoxinas

Microcistinas (MC)

Nodularinas (ND)

Péptidos
Ciclicos

Inhiben actividad de enzimas PP1- 2A
Producidas por: Microcystis, Planktothrix,
Oscillatoria, Dolichospermum (Anabaena),
Nostoc, Anabaenopsis, Aphanocapsa.

ND producidas por Nodularia spp.

Cilindrospermop-
sina

Neurotoxinas

Saxitoxinas y
neosaxitoxinas

Anatoxina-a y
toxinas
relacionadas

Alcaloides

Inhibe sintesis proteica. Producida por
Dolichospermum, Cylindrospermopsis,
Lyngbya, Aphanizomenon, Raphidiopsis.

Inhiben la transmisién nerviosa por
bloqueo de canales de sodio, induciendo
paralisis muscular. Producidas por
Dolichospermum, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Raphidiopsis, Lyngbya.

Interfieren transmisién de impulsos ner-
viosos en sinapsis quimicas de vertebra-
dos. Bloquean receptores colinérgicos ni-
cotinicos neuro-musculares. Mimetizan la
accion del neurotransmisor acetilcolina.
Producidas por Planktothrix, Oscillatoria,
Phormidium, Nostoc, Dolichospermum,
Aphanizomenon, Microcystis, Arthrospira,
Cylindrospermum, Raphidiopsis.

Anatoxina-a(s)

Organo-
fosforado

Inhibe la actividad de la enzima acetilco-
linesterasa. Es mas téxica que anatoxina-
a. Producida por Dolichospermum spp.

p-metil amino

alanina (BMAA)

Aminoéacido
no proteico

Producido por gran variedad de ciano-
bacterias. Considerado agente causal de
trastornos degenerativos en seres huma-
nos, incluyendo el sindrome complejo
Parkinson-ELA-demencia (ELA-PD).

Dermatoxinas

Lipopolisacdridos
(LPS)

Polimeros
complejos

Producen efectos gastrointestinales,
alergias e irritaciones en la piel.

Aplisiatoxinas y

lyngbyatoxina

Alcaloides

Promueven tumores, activadores de PKC.
Producidas por Lyngbya, Schizothrix y
Oscillatoria y especies benténicas marinas,
en particular Lyngbya majuscula

Bactericinas

Microcinas

Proclorosinas

Péptidos

Inhiben crecimiento de bacterias al alterar
funciones esenciales como la replicacién
del ADN, transcripcién y traduccién.
Producidas por cianobacterias marinas
del género Synechococcus.

Funcién desconocida. Producidas por
especies marinas, Prochlorococcus spp.

Tabla 1. Cianotoxinas clasificadas segiin sus efectos toxicos y estructura quimica. Informacién compilada de
Sivonen y Jones, 1999; Carmichael, 2001; Kaebernick y Neilan, 2001; PAlugmacher et al., 2001; Wiegand et al.,
2002; Codd et al., 2005b; Wiegand y Pflugmacher, 2005; Komdrek y Zapomélovd, 2007; Osswald et al., 2007;
Brena y Bonilla, 2009; Wacklin et al., 2009; Ardanaz, 2010; Paz-Yepes et al., 2013, Toporowska y Pawlik-

Skowroniska, 2014.
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Se ha observado que no todas las cianobacterias son capaces de producir
toxinas, incluso entre cepas de una misma especie algunas son productoras de
compuestos téxicos y otras no (Sivonen y Jones, 1999). También se ha descripto
que, en algunos casos, situaciones de estrés estimularian la produccién de estos
compuestos (Ross et al., 2006). Sin embargo, se desconoce atn cuél es la funcién
fisiolégica que cumplen. Algunos autores sugieren que las cianotoxinas:

v cumplirian un papel protector frente a depredadores (“repelente frente a
pastoreadores”) (Carmichael et al., 1992; Kaebernick and Neilan, 2001; Engstrom-
Ost, 2002; Wiegand and Pflugmacher, 2005).

v representarian una ventaja ecolégica para dominar en la estructura
poblacional de un ambiente frente a algas y plantas superiores (Wiegand and
Pflugmacher, 2005).

v servirian para establecer relaciones tréficas con otras cianobacterias y
organismos. Es decir serian compuestos aleloquimicos, ttiles para suprimir o
estimular el crecimiento de otras especies de fitoplancton y por lo tanto cumplirian
un papel primordial en la competencia del sistema pelagico (Kaebernick and
Neilan, 2001; Engstrbm—@st, 2002; Pflugmacher, 2002; Wiegand and Pflugmacher,
2005).

v funcionarian como fuentes de reserva de nitrégeno (Engstrom-Ost, 2002).

v En el caso de las MC, recientemente se ha propuesto que podrian cumplir
un papel modulador de proteinas y de proteccién antioxidante (Zilliges et al.,

2011).

Mientras que otros trabajos proponen que las cianotoxinas son metabolitos
secundarios sin funcién especifica conocida (Engstréom-Ost, 2002; Babica et al.

2006).
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Intoxicaciones con cianotoxinas

Las concentraciones toéxicas registradas en floraciones pueden ser muy
variables, abarcando desde valores traza a mas de 1800 pg L-! de toxina disuelta en
el agua (Chorus y Bartram, 1999). Por masa de tejido seco (mts) de plancton, las
mayores concentraciones toxicas registradas en floraciones de cianobacterias han
superado los 7000 ng g'! mts para MC (Sivonen y Jones, 1999). Las MC son las
toxinas que con mayor frecuencia se han asociado a casos de intoxicacién y
mortandad (Sivonen y Jones, 1999; Dietrich y Hoeger, 2005; Dérr et al., 2010).

Desde 1878, fecha en que se registr6 la primera mortandad de ganado
vacuno en Australia causada por la ingestion de agua con cianobacterias téxicas;
hasta la actualidad, se han registrado numerosos casos de intoxicacion de animales
de granja, silvestres e incluso de humanos, en todo el mundo, como consecuencia
del consumo de agua o animales expuestos a floraciones de cianobacterias toxicas
(Sivonen and Jones, 1999; Backer, 2002; Landsberg, 2002). En humanos, se han
presentado casos de intoxicacion por consumo de agua o animales contaminados y
por exposicion a cuerpos de agua con presencia de cianobacterias; sin embargo, los
casos de mortalidad por cianotoxinas son raros. El primer caso confirmado de
mortalidad humana producido por MC se registré6 en 1996 en una clinica de
Caruaru, Brasil, cuando pacientes con enfermedad renal crénica recibieron agua
contaminada con la toxina en sus sesiones de didlisis (Carmichael et al., 2001;
Azevedo et al., 2002). Existen informes de casos previos de intoxicacién donde se
sospecha de la presencia de cianotoxinas involucradas, aunque la falta de
informacion y técnicas de detecciéon adecuadas en su momento, no permitieron la
identificacion de las toxinas (Carmichael et al., 2001).

En Sudamérica, muchas ciudades utilizan represas superficiales para extraer
agua de consumo. En muchos casos, estas fuentes de agua estdn expuestas a la
accion antrépica y tienden a desarrollar floraciones de cianobacterias. Microcystis y
Dolichospermum (Anabaena), son los géneros que predominan en las floraciones

toxicas descriptas en Sudamérica (de Leén y Yunes, 2001; Azevedo et al., 2002;
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Magalhaes et al., 2003; Soares et al., 2004; Codd et al., 2005a; Echenique et al., 2008;
Ardanaz, 2010; Dorr et al., 2010).

En Argentina, se han observado floraciones de cianobacterias téxicas desde
1944, cuando en la laguna Bedetti (Santo Tomé, Santa Fe) murieron animales de
granja y silvestres tras la ingesta de agua en la que se desarrollaban especies de
Anabaena (actualmente Dolichospermum) (Mullor, 1945: En Carvajal, 2011).
Posteriormente, Ringuelet et al. (1955) describieron la mortandad de peces debida
a la presencia de Anabaena y Polycystis (actualmente Microcystis) spp. toxicas en la
laguna del Monte, Provincia de Buenos Aires. En las décadas de los 80 y '90, los
casos de intoxicaciones por cianobacterias se incrementaron notablemente en
Argentina, registrdndose floraciones de cianobacterias toxigenas, principalmente
de las especies Microcystis aeruginosa y Dolichospermum spiroides y circinalis, en
distintos sistemas fluviales del pais (Rio de la Plata, rio Uruguay, embalse de Salto
Grande, rio Parand, embalse de Yacyretd, en embalses de la regiéon semidrida de
Coérdoba y en diversos ambientes del Chaco, entre otros) (Ardanaz, 2010; Ruiz et
al., 2010; Rosso et al., 2014). En las aguas costeras del estuario del Rio de la Plata,
Giannuzzi et al. (2012) describieron que durante los afios 2004-2007, Microcystis
aeruginosa domindé ampliamente en el fitoplancton y se detectaron concentraciones
de 0,02 a 8,6 ug L de microcistina-LR (MCLR) en el agua durante floraciones
toxicas. Un caso de intoxicacién fue registrado en Salto Grande, Entre Rios, donde
un hombre, al practicar actividades acuéticas deportivas, cay6 sobre una floracién
de Microcystis spp. (donde luego se comprobé que habia una concentracion de 48,6
ng L1 de MCLR en agua). Este hombre sufrié una intoxicacién aguda con diversos
sintomas gastrointestinales, hepéaticos y pulmonares, entre otros, que lo llevaron a
internacion, y demoré 20 dias en recuperarse (Giannuzzi et al., 2011).

Mientras a nivel mundial y regional se incrementaban los casos descriptos
de floraciones de cianobacterias toxicas, se fueron especializando distintos centros
de investigacién sobre cianobacterias y sus toxinas (Carvajal, 2011). En este aspecto

se destaca la creacion de la red global “CYANONET”, en 2004, en el marco del
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Programa de Hidrologia Internacional (Codd et al., 2005a). Esta red tiene como
objetivo nuclear los antecedentes sobre intoxicaciones y evaluar los posibles planes
de manejo frente a floraciones de cianobacterias téxicas. Dentro de la recopilacion
de informacién de CYANONET, se incluyeron los antecedentes de la Argentina,
permitiendo que se estableciera el estado de la problemaética en el pais (Codd et al.,
2005a; Carvajal, 2011). A nivel regional, se cre6 la RED CYANOSUR, en 2004,
conformada por cientificos de diferentes instituciones publicas y privadas ante la
preocupante proliferaciéon de floraciones algales en diferentes cuerpos de agua de
la Argentina.

En la Cuenca del Rio Negro, histéricamente se ha documentado la
ocurrencia de floraciones, que se producen habitualmente en los embalses Ramos
Mexia y Arroyito, trasladando sus efectos aguas abajo por los rios Limay y Negro.
Por lo que en esta region, la Autoridad Interjurisdiccional de Cuencas de los rios
Limay, Neuquén y Negro (AIC) han establecido estrategias de monitoreo de
floraciones, en el marco de la Unién de Gestion de Calidad del Agua,
implementada en 1995, en conjunto con otros organismos competentes en materia
de agua de las provincias de Rio Negro y Neuquén. En los monitoreos realizados
entre 2005 y 2010, se encontré que las cianobacterias representaban cerca del 5-8%
de la riqueza especifica del fitoplancton en la regién del rio Limay, en el embalse
Mari Menuco y en la desembocadura del rio Negro, con periodos puntuales del
afio donde se observaron floraciones (octubre-marzo), principalmente del género
Dolichospermum (D. circinalis, D. spiroides y D. lemmermanni). Sin embargo, a pesar
de haberse detectado floraciones de cianobacterias, éstas no ocasionaron
problemas para la potabilizacion del agua y no se informaron floraciones
potencialmente téxicas, aunque en dichos informes no se presentan resultados de

mediciones de toxinas o de toxicidad (Othaz Brida et al., 2010).
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Microcistinas

Las MC estan entre las cianotoxinas mds potentes y frecuentes en ambientes
acuaticos (Dietrich y Hoeger, 2005). Esto ha llevado a que sean también las
cianotoxinas més estudiadas. En particular para nuestro pais, las MC tienen la
mayor relevancia dentro de las cianotoxinas debido a que han sido detectadas en
aguas de consumo domiciliario y recreacionales en diferentes oportunidades
(Echenique, 2008; Carvajal, 2011; Pose et al., 2008).

Histéricamente, el primer antecedente sobre estas hepatotoxinas data de
1959, cuando Bishop et al. (1959) aislaron este tipo de toxina de una cepa de
Microcystis aeruginosa. Posteriormente, en 1965 estas toxinas recibieron el nombre
de “microcistinas” (MC) por Konst et al. (1965) y Carmichael et al. (1988). Entre las
cerca de 70 variantes descriptas, microcistina-LR (MCLR) es una de las mas t6xicas
y la mas comun en cuerpos de agua dulce y salobre de todo el mundo (Chorus y
Bartram, 1999; Ferrao-Filho y Kozlowsky-Suzuki, 2011).

La férmula general de las MC consta de 7 aminoacidos con la siguiente
estructura: ciclo-(D-alanina'-X?>-D-MeAsp?-Z4-Adda’-D-glutamato®-Mdha?), donde
X'y Z son L-aminoacidos variables y D-MeAsp es acido D-eritro-metilaspartico.
Esta toxina tiene 2 aminodcidos: N-metildehidroalanina (Mdha) y acido
(25,35,85,95)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienoico (Adda), que
no se conocen en otros organismos (Carmichael, 1992). En la figura 1 se muestra la
estructura de MCLR, que se caracteriza por tener Leucina y Arginina en las

posiciones variables (X y Z respectivamente).
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Figura 1. Estructura molecular de MCLR (modificado de Wiegand y Pflugmacher, 2005).

Las MC son péptidos no ribosomales, sintetizados por un complejo
multifuncional de proteinas presente sélo en procariotas y en algunos eucariotas.
Esta toxina se puede encontrar en todo el interior celular aunque se acumularia
principalmente en tilacoides, nucleopasma y cuerpos pirofosfato. La ubicacién
preferencial en estas estructuras sugiere que las MC jugarian un papel importante
en la captaciéon de luz y en respuestas de adaptacion (revision de Campos y
Vasconcelos, 2010).

Las MC son moléculas muy estables y persistentes en un cuerpo de agua
debido a su estructura ciclica. En ambientes acuéticos, en condiciones de
oscuridad, pueden persistir incluso durante meses o afios (Sivonen y Jones, 1999).
Estas toxinas son relativamente polares y tienden a ser neutras o aniénicas, segun
el pH del medio, debido a los grupos ionizables que poseen, como los acidos
carboxilicos y a la presencia frecuente de arginina en las posiciones de aminoacidos
variables. Esto hace que mayoritariamente se disuelvan en el agua una vez
liberadas, en vez de encontrarse adsorbidas en el sedimento. Por ejemplo, la
solubilidad de MCLR es mayor que 1 g L-1. De todos modos la estructura general

de MC tiene partes hidrofébicas, como el residuo Adda y, segtin los aminoacidos
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que tengan en las posiciones variables, algunas variantes pueden ser relativamente
lipofilicas (Rivasseau et al., 1998).

La estabilidad quimica de las MC las convierte en dificiles de degradar en el
laboratorio. Son muy resistentes a la hidroélisis quimica y a la oxidaciéon a pH
neutro y pueden permanecer estables incluso luego de la ebullicién. Los métodos
utilizados para su degradacion son oxidaciones fuertes, que pueden llevarse a cabo
por ozono, luz UV o con oxidantes quimicos fuertes como permanganatos de
sodio y potasio (Harada et al., 1996; Sivonen y Jones, 1999). Por otro lado, en la
naturaleza, factores como biodegradacién y fotdlisis pueden disminuir las

concentraciones de MC en el ambiente.

Efectos téxicos de microcistinas

La mayoria de los trabajos de toxicidad de MCLR, in vivo e in vitro, se han
llevado a cabo en mamiferos (ratas y ratones) y en hepatocitos primarios aislados
y lineas celulares de humanos (Eriksson et al., 1990; Runnegar et al., 1995; Ding et
al.,, 2001). La concentraciéon letal 50 (CLsp) para ratones, cuando la toxina se
administra por via intraperitoneal, es de 0,025 a 0,15 pg g masa corporal (mc),
mientras que la CLso para ratones alimentados forzosamente con MCLR es de 5 -11
pg g' mc (Kondo et al., 1992; Dawson, 1998; Kuiper-Goodman et al., 1999).

Las MC afectan principalmente al higado, aunque también afectan al rifién y
a otros organos. El efecto nocivo caracteristico de estas toxinas es una fuerte
inhibicién de proteinas fosfatasas 1 y 2A (PP1 y PP2A), tanto in vitro (Eriksson et
al.,, 1990; Honkanen et al.,, 1990; MacKintosh et al., 1990, 1995) como in vivo
(Runnegar et al., 1993). También se ha visto que inhiben otras fosfatasas como PP3-
PP6 mientras que PP2B, PP2C y PP7 no serian afectadas por estas toxinas
(Honkanen et al., 1994; Toivola et al., 1997). Las PP son una familia de enzimas
relacionadas, que remueven grupos fosfato de residuos serina, treonina e histidina
de otras proteinas y su funcién es clave en la regulaciéon de numerosos procesos

biolégicos. La funcién de estas proteinas es vital y se ha observado que la
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estructura de las mismas se encuentra muy conservada en todos los eucariotas.
Pareceria, a su vez, que estas caracteristicas convierten a las PP en blancos de
varias toxinas (MacKintosh et al., 1995). Se ha descripto que la concentracién de
MCLR, que inhibe en un 50% (Cls0) la actividad de la enzima PP1 in vitro, es
similar entre especies de distintos grupos (entre 0,1-0,25 nM), incluyendo
mamiferos, bivalvos, zooplancton y plantas (revision de Wiegand y Pflugmacher,
2005).

La inhibicion de las PP lleva a un desbalance en la regulacién por
fosforilacion de las proteinas celulares y a la pérdida de la integridad del
citoesqueleto, hecho que ha sido relacionado con los efectos citotéxicos de MCLR,
con procesos apoptoéticos y con la promocion de tumores (Carmichael, 1994;
MacKintosh et al., 1995; Dawson, 1998; Hooser, 2000; Campos y Vasconcelos, 2010).
Ademas, esta toxina induce efectos toxicos por otros mecanismos, como estrés

oxidativo (Amado y Monserrat, 2010).

Las FAN de cianobacterias ocurren mayoritariamente en cuerpos de agua
dulce, aunque se han descripto algunos casos de intoxicacién con MC en ambientes
marinos. Un caso particular es el de los salmones del Atlantico (Salmo salar),
criados en las costas de Canada y Estados Unidos. Se han registrado casos
importantes de intoxicaciéon por MC, relacionados con una enfermedad que recibié
el nombre de “Net Pen Liver Disease” (Andersen et al., 1993; Williams et al., 1995),
caracterizada por la progresiva degeneracion hepética, con la consecuente
mortandad de peces y grandes pérdidas econémicas. En estos trabajos, se sugiere
que la fuente de intoxicacion serfan larvas de cangrejo, que se alimentarian de
cianobacterias toxicas de ambientes de agua dulce o salobre, que luego llegarian al

mar y serian consumidas por los salmones (Kent et al., 1990; Williams et al., 1997a).

Numerosos trabajos describen efectos toxicos causados por MC en distintos

grupos taxonémicos tales como bivalvos, crustaceos, plantas, algas, bacterias,
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moluscos y peces (Chorus y Bartram, 1999; Wiegand y Pflugmacher, 2005; Ferrao-
Filho y Kozlowsky-Suzuki, 2011; Zanchett y Oliveira-Filho, 2013). En el caso de los
peces, se han registrado efectos toxicos en varias especies dentro de los
salmoniformes, siluriformes, cipriniformes y perciformes (Tencalla y Dietrich,
1997; Sivonen y Jones, 1999; Malbrouck y Kestemont, 2006). Por otro lado, los
resultados de trabajos tanto in vivo como in vitro sugieren que los peces son menos
sensibles a MCLR que los mamiferos, sin embargo, las causas de esta diferencia
aun no se conocen. La CLso intraperitoneal para los peces es aproximadamente 10
veces mds alta que la CLso descripta para ratones y ratas (Rdbergh et al., 1991;
Tencalla et al., 1994; Kotak et al., 1996; Bury et al., 1998; Kuiper-Goodman et al.,
1999). A su vez, se ha descripto que la sensibilidad a MCLR varia entre distintas
especies de peces y entre estadios de desarrollo dentro de una misma especie,
resultando los primeros estadios de vida mas sensibles que los adultos (revisiones

de Malbrouck y Kestemont, 2006; Zanchett y Oliveira-Filho, 2013)

Transporte y metabolismo de microcistina

Debido a las discrepancias observadas entre los efectos de las MC in vitro
sobre las PP y los efectos de toxicidad aguda observados in vivo, para algunos
autores, la toxicidad de las MC es el resultado de la toxicocinética (absorcién,
distribucién y excrecién) mas que de la toxicodindmica (e.g. inhibicién de las PP)
(Fischer y Dietrich, 2000; Ito et al., 2002). Las MC (al menos MCLR y otras formas
relativamente polares) son moléculas que, por su tamafio y polaridad, no pueden
atravesar las membranas celulares y, por lo tanto, no penetrarian a través de
cualquier epitelio. Varios estudios sostienen que MCLR es absorbida
principalmente por via gastrointestinal, a través de transportadores del sistema
biliar, denominados Oatp (polipéptidos transportadores de aniones organicos)
(Fischer et al., 2005; Boaru et al., 2006; Feurstein et al., 2010).

Una vez en el interior de la célula, MCLR es conjugada con glutatiéon

reducido (GSH) mediante una reaccién de fase Il de biotransformacion, catalizada
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por la enzima glutation S- transferasa (GST) (Kondo et al., 1992, 1996; Pflugmacher
et al., 1998; Takenaka, 2001). Este mecanismo de defensa ha sido descripto tanto en
vertebrados (Kondo, et al., 1996; Pflugmacher et al., 1998; Wiegand et al., 1999; Ito
et al.,, 2002) como en invertebrados (Pflugmacher et al., 1998; Beattie et al., 2003;
Zhang et al., 2009). Tanto el conjugado de MCLR con GSH (MC-5G) como los
productos de la unién covalente de MCLR con proteinas (e.g. PP) pueden ser
subsecuentemente degradados a MCLR unida a cisteina (MC-Cis), por lo tanto,
luego de la intoxicacién, en las células puede encontrarse MCLR unida a proteinas,
conjugada MC-5G o MC-Cis y también en su forma nativa. Los conjugados MC-5G
y MC-Cis son menos toxicos que la MC nativa. Los valores de CLsy para los
conjugados MC-Cis y MC-SG, en ratones intoxicados por via intraperitoneal, son
0,3 y 0,6 pg g, respectivamente, mientras que la CLso de la MCLR nativa es de
0,025 a 0,15 pg g'. Se ha descripto, ademas, que estos conjugados inhiben Ia
actividad de PP pero en menor grado que la forma nativa (Kondo et al., 1992; Ito et
al., 2002). Ito et al., (2002) compararon los parametros cinéticos de la inhibicién de
PP por MCLR, MCRR (variante menos téxica) y de los conjugados de MCLR, MC-
SG y MC-Cis, en ratones intoxicados mediante inyeccién intratraqueal y
observaron que las diferencias en CLsy entre estos compuestos no son
completamente explicadas por diferencias en la capacidad de inhibir las PP, debido
a que todos estos compuestos tienen afinidades altas y similares por las PP. Los
autores sugieren que las diferencias de toxicidad entre MCLR, MCRR, MC-Cis y
MC-SG podrian deberse a la eliminacién efectiva de MCRR (variante de MC mas
hidrofilica que LR) y de los conjugados de MCLR con respecto a MCLR nativa. Es
decir que la toxicidad dependeria de la biodisponibilidad. En el mismo trabajo, los
autores estudiaron la distribuciéon de estos compuestos mediante técnicas de
inmunohistoquimica y, segtn sus resultados, cada érgano de excrecion tuvo un
comportamiento caracteristico: MC-Cis seria efectivamente excretada por rifién,
mientras que MCRR seria eliminada principalmente por intestino. MC-SG mostré

una distribucién intermedia entre estos dos 6rganos. El higado, extrafiamente, no
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mostré un papel significativo en la eliminacion de dichos conjugados aunque si se
observé acumulacion de MCLR. Por otro lado, Sahin et al. (1996) detectaron
eliminacién de MCLR o sus metabolitos a través de la secreciéon biliar, en trucha
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) luego de la intoxicacién por via oral con células de
M. aeruginosa.

En cuanto a cuéles serian los transportadores implicados en la detoxificaciéon
y/o absorciéon hacia la sangre de MC, son pocos los trabajos que existen al
respecto. Dentro de las cianotoxinas, MCLR es la tnica sobre la cual existe alguna
informacién sobre transporte celular, aunque muy escasa. En estos estudios se
menciona la posible implicancia de transportadores de la superfamilia ABC en la
eliminaciéon de MCLR conjugada con GSH. Ito et al. (2002) y Malbrouck y
Kestemont (2006) sugirieron que el conjugado MC-SG podria ser transportado a
través de transportadores ATP-dependientes, que exportan conjugados de
glutation, mientras que Contardo-Jara et al. (2008) y Amé et al. (2009) sugieren la

participacion de otro transportador, ABCB1 (Pgp), en dicho proceso.

Acumulaciéon de microcistina

Considerando que son mas comunes las intoxicaciones crénicas que las
agudas con MC (Magalhdes et al., 2003) y que las exposiciones prolongadas o
frecuentes, atin a bajas concentraciones de MC, pueden producir efectos téxicos,
distintos paises han establecido limites de referencia de concentracién de MC en
aguas y alimentos, con el fin de minimizar el riesgo para la salud. La Organizacién
Mundial para la salud (OMS) estableci6 como valor de referencia para agua de
consumo un maximo tolerable de 1 pg L' de MCLR y determiné que la ingesta
diaria tolerable (IDT) no deberia superar los 0,04 ng kg dia-l. Este tltimo valor es
calculado en base al “Nivel de Efectos Adversos No Observables” (sigla en inglés,
NOAEL) para una persona de 60 kg, que consume 2 L de agua por dia, que se
expone en un 80% a las MC a través del consumo de agua y otro 20% a otras

fuentes de intoxicacién como alimentos de origen acuatico (Kuiper-Goodman et al.,
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1999; Sivonen y Jones, 1999; Ibelings y Chorus, 2007; Carvajal, 2011). La IDT, es la
cantidad de una sustancia potencialmente peligrosa que puede ser consumida
diariamente a lo largo de la vida sin que sea un riesgo para la salud (Kuiper-
Goodman et al., 1999). Sin embargo, diversos estudios muestran que esos valores
de referencia de consumo a veces son largamente superados (Ibelings y Chorus,
2007), debido a floraciones de cianobacterias en ambientes acuaticos donde se
encuentran las tomas de agua potable, a recreacién en ambientes contaminados, al
consumo de organismos intoxicados o a la suma de todas estas fuentes de
intoxicaciéon. En la actualidad, se considera que hacen falta mas estudios para
establecer un valor guia y algunos paises proponen un valor de 0,5 ng L-* de MCLR
en vez del valor propuesto por la OMS, mientras que, si se consideran los posibles
efectos cancerigenos de estas toxinas, las MC deberian estar completamente
ausentes en el agua potable (Carvajal 2011; Pflugmacher com. pers.).

En los organismos acuaticos, la exposicion a MC a través del alimento
parece ser la via mas importante (Ferrdo-Filho y Kozlowsky-Suzuki, 2011).
Aquellos organismos que no se alimentan directamente de cianobacterias, estarian
expuestos a la MC acumulada a través de la cadena tréfica. De esta forma puede
llegar una gran concentracién de toxina a los alimentos de consumo humano
(Sivonen y Jones, 1999). Ocurre “bioacumulacién” de MC cuando la concentracién
de estos compuestos en tejidos de un organismo excede a la concentracién presente
en el ambiente, debido a la captacion a través de todas las fuentes de exposicion
(Dionisio Pires et al., 2004; Ibelings y Chorus, 2007). Cuando la exposiciéon se
restringe so6lo al consumo directo de agua (con toxinas disueltas), el proceso se
denomina “bioconcentraciéon” y el resultado también es una mayor concentracion
de toxina en el organismo que en el ambiente. Por otro lado, se denomina
“biomagnificaciéon” a la transferencia del compuesto quimico desde el alimento al
organismo, resultando en una mayor concentracién del compuesto en el organismo
respecto del alimento consumido y que se transfiere a lo largo de la cadena tréfica.

También puede ocurrir “biodilucién” a lo largo de la cadena tréfica, cuando los
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procesos de detoxificacion de los organismos hacen que la concentracion del
compuesto disminuya.

La acumulaciéon de MC ha sido descripta en numerosos organismos tales
como zooplancton (Mohamed, 2001; Ferrdo-Filho et al., 2002), bivalvos (Amorim y
Vasconcelos, 1999; Dionisio Pires et al., 2004, Sabatini et al., 2011), crustaceos
(Vasconcelos et al., 2001; Magalhaes et al., 2003), numerosas especies de peces
(Magalhaes et al., 2003; Soares et al., 2004; Cazenave et al., 2005; Zhang et al., 2007;
Xie et al., 2004, 2005; Deblois et al., 2011), asi como también en otros vertebrados
acuaticos como tortugas, patos y otras aves (revision de Ferrao-Filho y Kozlowsky-
Suzuki, 2011).

Ferrao-Filho y Kozlowsky-Suzuki, (2011) concluyen que los invertebrados
acumulan méas MC que los peces y, dentro de los invertebrados, las especies del
zooplancton son las que mas MC acumulan, alcanzando valores de 1000 pg g1 mts,
con un promedio de 383 pg gl mts. A estos organismos les siguen los bivalvos con
valores maximos de MC acumulada de 630 ng g! y un promedio de 57 pg g mts.

Sin embargo, algunos trabajos muestran que es poca la cantidad de toxina
acumulada en el organismo respecto del total ingerido, representando la MC
acumulada, por ejemplo, menos del 3% en individuos de Daphnia spp. y O. mykiss.
A su vez, la fraccion de MC acumulada estaria sujeta a procesos de detoxificacion y
excrecion, que conducen a biodilucién de la toxina a lo largo de la cadena tréfica.
A pesar de que esto parece ser un escenario comun para MC y otras cianotoxinas,
se ha detectado presencia de estas toxinas en los niveles tréficos superiores, incluso
en concentraciones que resultan peligrosas para la salud (revisiones de Ibelings y

Chorus, 2007; Ferrao-Filho y Kozlowsky-Suzuki, 2011).

Los peces dulceacuicolas de la Patagonia y su relacion con las

cianotoxinas, situacion regional
La acuicultura aporta casi el 50% de los productos pesqueros mundiales

destinados a la alimentacion (FAO 2013). Debido a la sobreexplotaciéon de los
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océanos, las capturas de numerosas especies han ido decreciendo desde la década
de 1970 mientras que los desarrollos acuicolas se han ido incrementando en base a
la demanda de alimento. Este fenémeno ha empujado a la acuicultura desde
técnicas extensivas a practicas intensivas, donde se desarrolla mayor carga de
peces y se utiliza alimentacién artificial. Las técnicas intensivas de cria tienen
severas consecuencias para el ambiente, debido a que aportan nutrientes y materia
orgéanica al agua, con el alimento en exceso, que no llega a ser consumido por los
peces y por la acumulacién de desechos que estos producen. Este aumento de
nutrientes, junto con el aumento de la temperatura, favorece el crecimiento
excesivo de algas y cianobacterias.

En la provincia del Neuquén, se ha detectado la presencia de varias especies
de cianobacterias potencialmente téxicas, como Microcystis aeruginosa 'y
Dolichospermum spp. (Anabaena), habiéndose registrado frecuentes floraciones de
estas dltimas (Puig, 1992; Echenique y Aguilera, 2009; Othaz Brida et al., 2010).
Estas floraciones se han encontrado en importantes represas de la cuenca del rio
Limay, de las cuales se extrae agua para potabilizacién y que albergan
poblaciones de peces de alto valor alimentario y turistico y sustentan una
importante produccion de piscicultura. Wenzel y Diaz (2008) describen la
presencia de cianobacterias, muchas de ellas dominantes en floraciones y
potencialmente téxicas, en ambientes acudticos de la Patagonia. Sin embargo, las
condiciones oligotréficas de estas aguas generalmente no favorecen el desarrollo
de floraciones, por lo tanto, para los peces de la region, la exposicién mas probable

a cianotoxinas seria a concentraciones subletales.

La trucha arco-iris y el pejerrey patagonico

La trucha arco-iris (Oncorhynchus mykiss), orden Salmoniformes, familia
Salmonidae, es originaria de rios y lagos de Norte América; desde donde ha sido
introducida en el mundo entero, incluyendo la Patagonia. En esta region, es una de

las especies mas importantes econémicamente y en la cual se basa gran parte de la
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acuicultura local, principalmente por su alta calidad para la pesca deportiva y para
el consumo humano.

O. mykiss fue definida como tipica carnivora y predadora, con una dieta
conformada principalmente por animales del plancton, necton y bentos
(Compagnucci et al., 1992). Posee un eséfago corto, que se contintla en un
estémago musculoso bien desarrollado. Inmediatamente después del estémago, se
encuentra la primera porcion del intestino, donde se conectan numerosos ciegos
pildricos (fig. 2). Estos ciegos aumentan la superficie de la mucosa intestinal y en
los mismos, continda la digestion enzimatica y comienza la absorcién de nutrientes
(Rust, 2002). Como es caracteristico en peces carnivoros, el intestino es corto en
relacién con el tamafio corporal.

Por su tipo de dieta, no es esperable que O. mykiss consuma cianobacterias
en forma directa pero se ha propuesto que puede incorporar toxinas mediante
bioacumulacién y transferencia tréfica, como en los salménidos nombrados en la
secciéon anterior, que sufren “net pen liver disease” (Andersen et al., 1993; Williams
et al., 1997a) o por consumo accidental al ingerir agua contaminada junto con el
alimento.

O. mykiss es una especie que se ha utilizado como modelo experimental en
varios estudios de intoxicacién con cianobacterias y MCLR (Tencalla y Dietrich,
1997; Bury et al., 1998; Fischer y Dietrich, 2000; Best et al., 2003, Boaru et al., 2006,
entre otros.). Esta informaciéon previa hace a esta especie un buen modelo para
poner a prueba nuevas hipétesis, utilizando técnicas poco o nada utilizadas hasta
ahora en peces y para realizar estudios comparados con especies nativas, de las

cuales existe menos informacién biolégica.

22



Introduccion General

Figura 2. Detalle del sistema digestivo de Oncorlynchus mykiss. Extraido de Compagnucci et al. (1992)

El pejerrey patagonico (Odontesthes hatcheri), orden Atheriniformes, familia
Atherinopsidae, es un pez 6seo nativo de lagos y rios de la Patagonia, Argentina,
que se explota comercialmente por la excelente calidad de su carne. Actualmente
su consumo e importancia derivan de la pesca debido que no se logré atn
desarrollar su cultivo comercial, aunque su potencial para acuicultura es un tema
de estudio en la actualidad (Hualde et al., 2011).

Al igual que otros miembros de la familia Atherinopsidae, O. hatcheri carece
de estébmago funcional (Horn et al., 2006) (fig. 3). Posee un intestino que suele ser
largo (incluso hasta més del doble del largo corporal) y, a diferencia de O. mykiss,
no presenta ciegos piléricos y termina en una valvula intestinal.

O. hatcheri, es una especie planctivora-omnivora, que posee una dieta
variada, determinada principalmente por la oferta del ambiente y la edad del
individuo (Compagnucci et al, 1992). Los juveniles son mayormente
zooplanctéfagos, consumen copépodos, cladéceros y ostracodos y frecuentan
orillas vegetadas. Mientras que los adultos presentan un régimen omnivoro con
predilecciéon por animales, ya sea bentonicos, necténicos o del perifiton. Los

moluscos como Chilina gibbosa son parte importante de la dieta de O. hatcheri y,
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entre los componente secundarios de la dieta, se pueden encontrar algas
tilamentosas (Ulothrix sp., Zignema sp., Spirogyra sp.), larvas de coledpteros e

insectos terrestres adultos (Ferriz, 1993/94).

Figura 3. Detalle del sistema digestivo de Odontesthes hatcheri. Extraido de Compagnucci et al. (1992)

O. hatcheri se encuentra, por ejemplo, en ambientes como el Embalse
Exequiel Ramos Mexia, donde es abundante y coexiste con frecuentes floraciones
de cianobacterias (Puig, 1992). Ademds, se ha registrado la presencia de
cianobacterias en el tracto gastrointestinal de individuos de O. hatcheri capturados
en dicha region (Hualde et al.,, 2011) y en Chile (Vila y Soto, 1981). También
existen antecedentes de acumulacién de MCRR en individuos de O. bonariensis,
especie cercana a O. hatcheri, capturados en un embalse eutrofizado de la provincia
de Cérdoba (Cazenave et al., 2005). A pesar de estos antecedentes de consumo de
cianobacterias por individuos de O. hatcheri y de los estudios donde se observé
acumulacion de MC en tejidos de O. bonariensis, aun no es clara la relaciéon de las
cianobacterias y sus toxinas con esta especie. En particular, se plantean los
siguientes interrogantes sobre la relacion de O. hatcheri con las cianobacterias y, en
particular, con la toxina MCLR:

v ¢El tracto digestivo de O. hatcheri es capaz de digerir las cianobacterias y
absorber MCLR?
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v ¢Cuales son los efectos toxicos que provoca la captacion de MCLR en esta
especie?
v ¢Se acumula dicha toxina en los tejidos? ;Representa un riesgo para el

consumo humano?
v ¢O. hatcheri posee algin mecanismo de defensa (metabolismo vy

detoxificacion) frente a la acumulacién y efectos téxicos de MCLR?

Teniendo en cuenta los interrogantes planteados, en esta tesis se propone
estudiar la capacidad de O. hatcheri para digerir cianobacterias, los consiguientes
efectos toxicos de la absorcion de MCLR y la cinética de acumulacion de la toxina.
Se utilizaran datos bibliograficos comparativos de O. mykiss para evaluar las
diferencias entre especies de distintas caracteristicas tréficas. Ademds se plantea
estudiar los mecanismos involucrados en la absorcién, biotransformacién y
excrecion de MCLR a nivel celular en intestino de O. hatcheri y O. mykiss.

Se seleccion6 una variante de MC como toxina de estudio, debido a que
estos compuestos fueron detectados en la region Norpatagonica (Pose et al., 2008),
donde se centr6 este trabajo de tesis y sus efectos adversos representan un riesgo
potencial tanto para la potabilizacion y consumo de agua, como para la produccién
pesquera de la zona y la salud ambiental de los cuerpos de agua. En particular se
trabajo6 con MCLR debido a que esta toxina se encuentra disponible
comercialmente como estdndar de laboratorio y dentro de las cianotoxinas, MCLR
es una de las mas estudiadas en cuanto a efectos toxicos y es la tinica sobre la cual
existe alguna informacién sobre transporte celular (aunque muy escasa),
caracteristicas que la convierten en un modelo atil para estudiar mecanismos de
transporte y acumulacién de cianotoxinas.

En cuanto a los modelos experimentales, se seleccion6 para este trabajo a O.
mykiss (trucha arco-iris) por ser una especies de importancia ecolégica y econémica
para la regiéon de estudio, sobre la cual existe amplia informacién biolégica y

toxicolégica, incluyendo trabajos sobre acumulacion y efectos de MCLR. Por otro
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lado, el hecho de contar con informacion bésica sobre la toxicidad de MCLR,
permiti6 seleccionar para el estudio a O. hatcheri, especie nativa de gran
importancia ecoldgica y econdmica en la regién norpatagonica, sobre la que existe

poca informacién biolégica.
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OBJETIVO GENERAL

> Estudiar las vias de ingreso al organismo, acumulacién, mecanismos de
toxicidad, de detoxificaciéon y eliminacion de la cianotoxina microcistina-LR en
peces de agua dulce de consumo humano (pejerrey patagénico, Odontesthes hatcheri

y trucha arco-iris, Oncorhynchus mykiss).

HIPOTESIS GENERALES

> O. hatcheri es un pez planctivoro-omnivoro, que consume cianobacterias
accidentalmente o como parte de su alimento. Su sistema digestivo tiene la
capacidad de romper las paredes de las células cianobacterianas, liberando toxinas,
como microcistina-LR, que pueden dafar a la mucosa intestinal. Las cianotoxinas
pueden acumularse en distintos 6rganos, especialmente en intestino e higado,

donde provocan dafios por inhibicién de enzimas y/o estrés oxidativo.

> En los peces (O. hatcheri y O. mykiss, en este estudio), la primera barrera de
defensa contra las cianotoxinas es la secreciéon de mucinas, que recubre epitelio
intestinal (glicocélix). Una vez absorbidas, las cianotoxinas, en particular MCLR,
pueden ser biotransformadas en los enterocitos por conjugaciéon con GSH y
exportadas hacia el lumen intestinal (detoxificaciéon) y/o hacia la sangre
(completando la absorcién), mediante transportadores tipo Abcc de ubicacion

apical y basolateral, respectivamente.
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1. Reactivos utilizados

Estdandar de MCLR de 3 mg L-! gentilmente donada por los Dres. Wayne
Carmichael y Sandra Azevedo; estindar de 3 mg L-1 MCLR de DAOS (Argentina) y
10 pg MCLR liofilizada ALEXIS Biochemicals (San Diego, CA). Glutatién reducido
(GSH), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), seroalbumina bovina (BSA),
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), acido tiobarbittarico (TBA), KIO4, NaxSOy, acido
tricloroacético (TCA), colorante Commassie brillant blue G250, ditiotreitol (DTT),
MK571, acido 5-5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), comprados a Sigma-Aldrich
(St Louis, MO). Tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris) comprado en Serva
(Alemania). Hexano, para-nitrofenil fosfato sal disodica (pNPP), dietil-éter, acido
trifluoroacético (TFA), MgCl> y HCl comprados a Merck (Alemania). NaxCOs y
KCI comprados a Anedra (Argentina). MnCl, y KMnOs comprados a Mallinckrodt
Baker (Phillipsburg, NJ). Calceina acetoximetil éster (calceina-AM, de Calbiochem,
San Diego, CA), gentilmente donada por el Dr. Amro M. Hamdoun (Scripps
Institution of Oceanography, UCSD).

Los anticuerpos y la microplaca sensibilizada con antigenos utilizados para
ELISA fueron obtenidos a través de trabajos en colaboracion con la Dra. Beatriz
Brena (Universidad de la Reptblica, Montevideo, Uruguay). El resto de los
reactivos quimicos utilizados para ELISA fueron de grado analitico.

Para lectina-histoquimica se utilizaron: Lectina de germen de trigo (WGA)
biotinilada, concanavalina A-Fluoresceina (ConA-FITC) succinilada y no
succinilada, aglutinina de Dolichos biflorus (DBA) biotinilada (Vector labs,
Burlingame, CA), estreptavidina-rodamina (Life Technologies, Gaithersburg, MD),
loduro de propidio (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Para inmunohistoquimica, los anticuerpos primarios utilizados fueron:
Anti-MRP2 mAb (M2III-6) monoclonal (ENZO Life Science, New York, USA),
Anti-MRP4 ab77184 policlonal (ABCAM, Cambridge, MA), Anti-ABCG2 (M-70):
sc-25822 policlonal y Anti-Mdr (H-241): sc-8313 policlonal (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA), los cuales fueron obtenidos a través de trabajos en
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colaboracién con la Dra. Silvina S.S5.M. Villanueva (IFISE, Universidad Nacional de
Rosario, Argentina). También se utilizaron anticuerpos secundarios anti-ratén
biotinilado (Dako, CA), anti-conejo y anti-cabra biotinilado (Chemicon, CA).
Streptavidina-HRP (horse rabbit peroxidase) y balsamo sintético (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO), diaminobenzidina (DAB) (Dako, CA).

2. Individuos de O. mykiss y O. hatcheri

Los ejemplares de O. mykiss y O. hatcheri fueron obtenidos del Centro de
Ecologia Aplicada del Neuquén (CEAN), Junin de los Andes, Argentina. Se
mantuvieron en acuarios (8 kg/m?) con agua proveniente del rio Chimehuin. Cada
acuario se mantuvo con sistema continuo de circulacién de agua, aireaciéon y
filtrado. La temperatura y la iluminacién variaron con su régimen natural. Antes
de realizar cada experimento, los individuos a utilizar fueron separados y
aclimatados a 20 £ 5 °C por una semana. Los peces fueron alimentados con
balanceado comercial para trucha (Ganave, Pilar S.A., Argentina) y alimento para
pejerrey formulado en el CEAN y producido por Molino Don Antonio S.A., La
Pampa, Argentina (Hualde et al., 2011). Se suministré el 1% del peso corporal
como racién diaria de alimento, salvo durante las 24 - 48 horas previas a cada
experimento, cuando fue suspendida la entrega de alimento. Los protocolos de
todos los disefios experimentales y la manutencién de los animales en laboratorio
fueron aprobados por el comité de bioética de la facultad de bioquimica y farmacia

de la Universidad Nacional de Rosario, Argentina (6060/116).

3. Cultivos de Microcystis aeruginosa

Se utilizaron dos cepas de Microcystis aeruginosa (Cyanophycea,
Chroococcales) (fig. 1), una de ellas productora de toxinas, mayormente MCLR
(cepa NPJB1), en una concentracién de 230 + 27 pg equivalentes de MCLR/10°
células (Azevedo et al., 1994; Brena et al., 2006); y otra cepa no toxica (NPDC1).

Ambas cepas fueron gentilmente cedidas por la Dra. Raquel Soares, Universidad
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Federal de Rio de Janeiro, Brasil. Los cultivos de M. aeruginosa se mantuvieron
axénicos, en Erlenmeyers de 50 mL con 20 mL de medio de cultivo ASM-1 (Anexo
I, Tabla 1, pag. 196) (Gorham et al., 1964, Sabatini, 2010), en condiciones
controladas de luz y temperatura (20 + 2 °C, con ciclos de 12 horas luz-oscuridad
con luz fria fluorescente).

Para cuantificar el nimero de células se utiliz6 la técnica de conteo directo
en una cdmara de Neubauer de 0,1 mm de profundidad, utilizando un microscopio
6ptico Olympus a 400 x. La suspensiéon de cianobacterias se diluyé con medio
ASM-1 para obtener una concentraciéon 6éptima de células para realizar el recuento.
El ntmero de células mL-! se estim6 con un error estdindar (EE) menor que 10%,

calculado como:

EE (%) = [DE * (n¥2 * X)1] * ;.. 1.4 * 100

Doénde:

DE: Desvio estandar

n : Numero de celdas contadas

X: Densidad celular promedio por celda

t (n-1;1-o) : Valor critico de la distribucion t
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10 pm

Figura 1. Microcystis aeruginosa. Foto extraida de
http://mcc.nies.go.jp//strainList.do?strainld=71.

4. Extraccion y purificacién de MCLR

Las técnicas para estos procedimientos se basaron en los trabajos de
Williams et al. (1997a); Carmichael y An (1999) y Lawton y Edwards (2001).

4.a) A partir de muestras de tejido: Se homogeniz6 el tejido en metanol 100% (10

mL/gramo de tejido). Se incub6 por 2 a 4 horas a temperatura ambiente. Luego, se
centrifugé a 11000 x g durante 15 minutos. Se colect6 el sobrenadante y se
repitieron los pasos anteriores dos veces mas, hasta obtener la combinacion de tres
sobrenadantes metanodlicos por muestra. Se evaporé el metanol por pasaje de N,
hasta obtener un residuo oleoso himedo que se resuspendi6 en agua bidestilada-
TFA 0,1%. Se asegurdé que cada muestra no tuviera mas del 10% de metanol para
no afectar las mediciones posteriores. Se continu6 la extraccién y purificacion de la
toxina mediante extraccion en fase sélida (SPE) (ver descripcion en 4.c).

4.b) A partir de cultivo de M. aeruginosa: De acuerdo a la cantidad de toxina a

utilizar, se cuantificaron las células necesarias de M. aeruginosa. Se separaron los

mL de cultivo que las contuvieran, se centrifugé a 10000 x g por 30 minutos y se
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resuspendié el pellet de células en agua destilada (lavado) para volver a
centrifugarlas. De esta forma se asegura que no se arrastre MCLR libre en el medio
de cultivo. Posteriormente, las células fueron sometidas a procesos fisicos para
lograr la ruptura y liberacion de la MCLR. Esto se realiz6 con ciclos de congelado y
descongelado del pellet de células (3 veces), resuspensiéon en metanol 100% y
agitacion fuerte con vortex. La presencia de células rotas se comprobd al
microscopio 6ptico (1000 x). Luego de una hora, se centrifugé a 10000 x g durante
10 minutos y el pellet resultante se volvié a resuspender en metanol. Se repiti6 el
procedimiento hasta obtener la combinacién de 3 sobrenadantes metandélicos por
muestra. Se evaporo el metanol por pasaje de N hasta obtener un residuo hiumedo
y luego se agregd agua bidestilada-0,1% TFA. Se procuré que cada muestra no
tuviera mas del 10% de metanol para no afectar las mediciones posteriores. Se
continu6 la extraccion y purificacion de la toxina mediante SPE.

4.c) Purificacion de MICLR por SPE: A lo largo de esta tesis se utilizaron micro-

columnas C18 ZipTip (Millipore, USA) y columnas C18 Sep-Pak Vac 1lcc, 50 mg
(Waters, USA). Cada una se acondicioné con las soluciones y volimenes
recomendados teniendo en cuenta los protocolos provistos con el producto, el
protocolo de extraccién y purificacion del laboratorio de la Dra. Beatriz Brena y las
descripciones de Carmichael y An (1999). Esta técnica, ademdas de concentrar la
toxina, reduce la cantidad de pigmentos de la muestra y elimina compuestos
inorgédnicos que pueden interferir en las mediciones, como NaF, que es inhibidor
de enzimas PP (Carmichael y An, 1999).

En primer lugar, para acondicionar el lecho de la columna, se lavé con
acetonitrilo (ACN) 100%, como solvente organico. De esta forma se busc6 remover
el aire atrapado en la columna y preparar los ligandos para la interaccién con la
muestra (fig. 2). Luego, se equilibré la columna con el solvente de dilucién de la
muestra, agua bidestilada-TFA 0,1%. Inmediatamente, para evitar el secado de la
columna, se sembré la muestra en la misma. Este paso se hizo lentamente (flujo

6ptimo de 1-2 mL min-'), para que MCLR fuera retenida en la columna. Por dltimo,
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se lavo con solucién de equilibrio (agua bidestilada-TFA 0,1%) y se eluy¢ la toxina
retenida en la columna con metanol 80%. Como resultado de este procedimiento,
se obtuvo la toxina purificada y concentrada. Para la cuantificacién de lo extraido o
su uso en experimentos, se evapor el metanol por pasaje de N2y se resuspendid
en agua, siempre manteniendo la concentracién de metanol menor que 10%.

El contenido y la pureza de MCLR en los extractos se determiné
cuantitativamente con las técnicas de ELISA (ensayo inmunoenzimatico) y PPIA
(ensayo de inhibicion de proteina fosfatasa). La identidad de la toxina fue
confirmada cualitativamente por la Dra. Beatriz Brena (Montevideo, Uruguay)
mediante la técnica de MALDI-TOF, usando un equipo Microflex LR (Bruker
Daltonics, Billerica, MS, USA) con un laser de N, 337 nm, operado en modo
reflectrén ion positivo (Welker et al., 2002).

Los procedimientos de extraccion y medicion de MCLR se validaron
mediante la inyeccion de cantidades conocidas de toxina en homogenato control
(en inglés “spikes”), que se sometieron a extracciéon metanoélica y purificaciéon por
SPE para luego calcular el porcentaje de recuperaciéon. El porcentaje de
recuperacion de los spikes fue del 72 £ 6 %; n=3. El andlisis de las muestras fue

ajustado segun este valor de recuperacion.

5. Extracto toxico de MCLR

A lo largo del tiempo, se control6 la cantidad de MCLR producida por los
cultivos de M. aeruginosa mediante PPIA (ver técnicas a continuacién). Luego de un
afo, el cultivo perdi6 la capacidad productora de toxina y a partir de ese momento
se utilizaron extractos toxicos provenientes de floraciones de cianobacterias,
obtenidos en colaboracién con la Dra. Beatriz Brena, Universidad de la Reptblica,
Uruguay.

Para obtener extractos concentrados de MCLR, la toxina se purificé de una
floracion natural de Microcystis sp. Para esto, las células de cianobacterias

suspendidas en agua se sometieron a 3 ciclos de congelado-descongelado, seguidos
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Figura 2. Esquema general de los pasos realizados en columnas C18. De izquierda a derecha:
acondicionamiento mediante el agregado de acetonitrilo; agregado de solucion de equilibrio compuesta por
agua bidestilada-0,1%TFA; siembra la muestra, la cual posee el metabolito que se desea seleccionar (que
quedard retenido en la columna) y otros compuestos que son impurezas; lavado con agua bidestilada-0,1%
TFA que arrastra las interferencias; extraccion del metabolito retenido en la columna mediante el agregado de
metanol 80%.

por una centrifugacion a 2500 x g durante 10 minutos. Luego se aplicé un volumen
de 450 mL a una columna C18 de 8,5 g (Phenomenex, CA, USA). El soporte de la
columna se prepar6 pasando 170 mL de metanol y el mismo volumen de agua. La
muestra se lavé con 150 mL de agua:metanol 90:10 y se eluy6é con 20 mL de
metanol. El extracto de MCLR se cuantificé por HPLC/UV (Waters 1525) usando
una columna Phenomenex Luna (5pm C18 250 x 4,6 mm). La columna analitica se
eluy6 con dos pasos de gradiente de acetonitrilo (Brena et al., 2006). La salida se
registr6 a 238 nm y los picos correspondientes a MCRR, MCYR y MCLR se
cuantificaron utilizando los estdndares apropiados. En el extracto solo se encontr6
MCLR en una concentraciéon de 1800 mg L1 (elucién metanoélica) (fig. 3). La
presencia de MCLR vy la ausencia de otras variantes de MC fueron confirmadas por

la técnica de MALDI-TOF.
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Figura 3. Cromatograma de HPLC del extracto de microcistina en dilucién 1/100 (pico mayor) y 2 mg L1 de
estandar de MCLR (pico menor).

6. Procesamiento de tejidos

En todos los experimentos donde se midi6é actividad enzimaética,
concentraciéon de GSH, peroxidacion lipidica (MDA) y proteinas, los tejidos se
procesaron con 4 mL de buffer de homogeneizaciéon (Tris 40 mM, KCl 20 mM,
Cl-Mg 30 mM, pH 8,6) por cada 0,5 g de tejido. Salvo en los casos donde se debia
medir actividad de PP, en todos los demas se agregé PMSF (concentracion final 2
mM) como inhibidor de proteasas. Se utiliz6 un homogeneizador teflén-vidrio o
un homogeneizador eléctrico Omni 1000, a 20000 rpm. Se centrifugo a 12000 x g
por 15 minutos, a 4° C y se colecté el sobrenadante de cada muestra para las

mediciones bioquimicas.

7. Andlisis bioquimicos (capitulos I y 11)

7.1 Actividad de PP1:

La actividad de esta enzima se midi6 de acuerdo a Carmichael y An (1999)
con ligeras modificaciones. Es un ensayo colorimétrico, en el que se utiliza pNPP
como sustrato. La sensibilidad del método esta en el orden de ng L-1. Las PP son

capaces de desfosforilar el pNPP, produciendo paranitrofenol, que da un color
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amarillo detectable en espectrofotometro a 405 nm. Para la medicién, se utiliz6 el
sobrenadante de cada muestra y se prepararon las siguientes soluciones:

e Solucién A: DDT, 3 mM en buffer de homogeneizacién

Solucién B: BSA, 1,5 mg mL-! en buffer de homogeneizacion

Solucién C: MnCl, 1,5 mM en buffer de homogeneizacion

Soluciéon D: 1 mL soluciéon A + 1 mL solucién B + 1 mL solucién C

Soluciéon E: pNPP 15 mM disuelto en la soluciéon D (concentracion modificada

respecto de la utilizada en Carmichael y An, 1999)

En microplaca, por pocillo se agregaron 90 pL de Soluciéon D + 10 pL de
muestra. En el pocillo de blanco, en vez de muestra se agregaron 100 pL de
solucion D. Se mezcl6 e incubé durante 5 minutos. Se agregaron 100 pL por pocillo
de solucién E y luego de mezclar e incubar durante 5 minutos, se registr6 la
absorbancia a 405 nm, cada 5 minutos, durante 40 minutos, a 25 °C. Cada muestra
se midi6é por triplicado, se graficaron las lecturas y se obtuvo la regresién lineal
para cada una. La pendiente de absorbancia en funcién del tiempo se utilizé para

estimar la actividad enzimatica a partir de la siguiente férmula:

(Pendiente-Blanco) * vol. Cubeta
Actividad PP1 (nKat mg proteinal) =

Vol. Alicuota* € *camino optico* proteinas

Doénde:
€ = Coeficiente de extincion molar del p-nitrofenol: 18000 M-! cm-!
Camino 6ptico = 0,5 cm
Se calcul6 el coeficiente de variacién (CV) de cada muestra como: DE * X-1

(%), donde “DE” es el desvio estindar y “X” la media de las réplicas. Se

consideraron sélo las muestras que no superaron el 15% de CV.
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NOTA: Para medir PP1 y PP2A se utilizaron homogenatos sin el agregado de
PMSF debido a que se observaron interferencias en la medicién producto del
mismo, coincidiendo con lo descripto por Carmichael y An (1999), donde los
autores describen que compuestos inorganicos como el NaF son inhibidores de
enzimas PP y pueden dar falsos positivos. Las mediciones de estas enzimas se

hicieron inmediatamente para evitar la degradacion enzimaética.

7.2 Actividad de PP2A:

La actividad de esta enzima se midié de acuerdo a Heresztyn y Nicholson,
(2001). Para esto se prepararon las siguientes soluciones:
e Solucién Enzima: Buffer Tris 80 mM con EGTA 0,19 mM, pH 7 + DIT 20 mM
disuelto en acetato de sodio 10 mM, pH 5,2 + MnCl> 10 mM disuelto en agua
destilada + BSA 5 mg mL-1. (65:5:20:10 v/v).
e Buffer de reaccion: buffer-Tris 250 mM (sin EGTA), pH 8,1 + MnCl> 10 mM
disuelto en agua destilada + MgCl> 200 mM disuelto en agua destilada + 5 mg mL-!
BSA. (50:4:26:20 v/ V).
e Solucién sustrato: Buffer de reaccion + pNPP 60 mM disuelto en agua destilada

+ DTT 20 mM disuelto en acetato de sodio 20 mM. (5:4:1 v/v).

En microplaca, por pocillo se agregaron 10 pL de solucién enzima + 10 pL
de muestra, excepto en el pocillo de blanco donde en vez de sobrenadante, se
agregaron 20 pL de solucién enzima. Luego de incubar 5 minutos se agregaron 180
uL de solucién sustrato. Se incub6é y mezclé durante 5 minutos y se registrod
absorbancia a 405 nm, cada 5 minutos, durante 40 minutos, a 25 °C. Cada muestra

se midi6 por triplicado, y el anélisis de los datos se realiz6 al igual que para PP1.
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7.3 Actividad Glutation-S-transferasa (GST):

Estas enzimas catalizan la conjugacién de diversas moléculas, entre las que
se encuentra MCLR, con el tripéptido GSH. Para medir dicha actividad, se utilizé
el protocolo de Habig et al. (1974). Los reactivos utilizados fueron:

e Buffer fosfato 100 mM a pH 6,5
e Solucion de GSH 100 mM en buffer fosfato a pH 6,5
e Solucién de 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB) 100 mM disuelto en etanol

En cubeta de cuarzo, se mezclaron 1,96 mL de buffer fosfato, 10 uL de solucién
de GSH y 30 pL de muestra. Luego de mezclar, se agregaron 10 pL de CDNB para
iniciar la reaccién, se volvié a mezclar e inmediatamente se registré la absorbancia
a 340 nm, cada 30 segundos, durante 5 minutos, a 25 °C. A esta longitud de onda se
detecta el producto de la conjugacién del CDNB con GSH (DNP-SG). Cada
muestra se evalué por duplicado. Se calculé la pendiente de absorbancia en

funcién del tiempo y la actividad enzimética se expresé como nKat mg proteina':

(Pendiente-Blanco) * vol. Cubeta
Actividad GST (nKat mg proteina)

Vol. Alicuota*® € *camino 6ptico™* proteinas

Donde:

¢ =Coeficiente de extincién molar del DNP-SG: 9,6 M-1 cm-!
Camino 6ptico =1 cm

7.4 Actividad catalasa (CAT):

CAT participa en la detoxificaciéon de peréxido de hidrégeno mediante una
reacciéon que genera agua y una molécula de oxigeno. La actividad de CAT se
midi6 siguiendo el protocolo de Aebi et al. (1984), midiendo la disminucién de la
concentracion de perdxido de hidrégeno mediada por la actividad de esta enzima.

La velocidad de descomposiciéon del HxO: es directamente proporcional a la
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velocidad enzimética. Para medir la actividad de esta enzima se utilizaron las
siguientes soluciones:
e Buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 7
e Solucién de H2O2 10 mM

En una cubeta de cuarzo se colocaron 1,92 mL de buffer fosfato de potasio y
40 pL de soluciéon de H2O». Se tomo la lectura del valor de absorbancia a 240 nm
como linea de base (blanco) y luego se agregaron 40 pL de muestra. Se agit6 vy,
luego de esperar 10 segundos, se registr6 la absorbancia a 240 nm, cada 2
segundos, durante 30 segundos, a 25 °C. Luego se calcul6 la pendiente de
absorbancia en funcién del tiempo y la actividad enzimética se expres6é como nKat

z. _1.
mg proteina:

| Pendiente-Blanco| * vol. Cubeta
Actividad CAT (nKat mg proteina)

Vol. Alicuota* € *camino optico* proteinas

Dénde:
¢ = Coeficiente de extincién molar del H>O»: 40 M1 em-1.

Camino 6ptico =1 cm

7.5 Concentracion de ¢lutation reducido (GSH):

Para determinar la concentracion de GSH (L-y-glutamil-L-cisteinglicina) se
sigui6 la técnica de Ellman (1959), modificada por Venturino et al. (2001). Esta
técnica se basa en la reacciéon del grupo tiol (SH) del GSH con el reactivo DTNB
dando TNB como producto, el cual se forma por ruptura del puente S-S en el
DTNB. Para esta técnica se prepararon las siguientes soluciones:

o Buffer fosfato 250 mM, pH 8
e Solucién sustrato: DTNB 1,5 mM disuelto en buffer fosfato 250 mM, pH 8
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e Soluciones de 4cido sulfosalicilico (SSA) 5, 10y 15%
e Solucién estandar de GSH 0,8 mM en SSA 5%.

Cada muestra se mezclé con SSA 15% (2 partes de muestra y 1 de SSA), se
centrifugé a 10000 x g durante 10 minutos y el sobrenadante resultante se utilizé
para las mediciones de GSH. En cada pocillo de una microplaca, se colocaron 20 pL
de muestra y 180 pL de solucién sustrato. Se realiz6 una curva de calibraciéon de 1 a
16 nmol GSH. Luego de 5 minutos de incubacién, se tom6 una lectura tnica de
absorbancia a 405 nm. Se trabaj6 a 25 °C y cada muestra se midi6 por triplicado. El

resultado, expresado como nmol GSH mg proteina-l, se calculé como:

g (Abs muestra — Abs blanco) * factor
nmol GSH mg proteina™® _ * dilucién

Vol. Alicuota™® proteinas

Dénde:

Factor = 1/pendiente de la curva de calibracion

7.6 Peroxidacion lipidica:

La cuantificacién de los peréxidos lipidicos, a través de sustancias reactivas
al acido tiobarbittrico (TBARS) se llevé a cabo de acuerdo al protocolo de Beuge y
Aust (1978), con ligeras modificaciones. En esta técnica, los productos de la
oxidacién de acidos grasos poliinsaturados, tales como perdxidos lipidicos, entre
los que se encuentra el malondialdehido (MDA), reaccionan con el &acido
tiobarbittrico en medio acido, a alta temperatura, para dar un compuesto MDA-
TBA de color rosado, que puede medirse en espectrofotémetro a 532 nm.
Para esta técnica se preparo la siguiente solucion:
e Solucion de reaccion: TCA 15 % m/v, TBA 0,375 % m/v, HCl 2 % v/v, BHT 6,8

mM disuelto en etanol.
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Cada muestra se mezcl6 con solucién de reaccién y se incubd a 95 °C, a
bafio maria, durante 15 minutos. Luego de dejar enfriar se centrifugé a 12000 x g
durante 10 minutos y la absorbancia del sobrenadante se ley6 a 532 nm. Los
resultados se expresaron como ng MDA mg proteinal. Cada muestra se midi6 por

triplicado. La concentracion de MDA se estim6 como:

nmol MDA mg proteina-t (Abs muestra-Abs blanco) * vol. Cubeta

Vol. Alicuota* € *camino optico* proteinas

Dénde:
e = Coeficiente de extincién molar del complejo MDA-TBA: 156 mM-! cm-.

Camino 6ptico =1 cm

7.7 Determinacion de proteinas:

El contenido total de proteinas solubles en las muestras analizadas se midié
por el método de Bradford (1976). Para esta técnica se preparo:
¢ Solucién estdndar de seroalbtimina bovina (BSA) de 0,1 mg mL!
e Reactivo Bradford

En cada cubeta, se agregaron 5 pL de muestra y 1 mL de reactivo Bradford.
Para realizar la curva de calibracion, en vez de muestra, se agreg6 solucion
estindar de BSA, en las cantidades necesarias para obtener una curva de 0 a 10 pg
BSA. Luego de mezclar e incubar 10 minutos, se tom6 una lectura de absorbancia
a 595 nm. Los resultados se expresaron como mg de proteina mL? y fueron

calculados como:
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—p (Abs muestra — Abs blanco) * factor | Eiceisn

Vol. Alicuota

Doénde:

Factor = 1/pendiente de la curva de calibracién

En algunos experimentos, se utilizé6 un kit para mediciéon de proteinas
(Qubit-iTTM protein assay kit, Q33211), Invitrogen, Molecular Probes (Oregon,
EEUU) y se ley6 en un fluorémetro Qubit. Los resultados se expresaron como mg

de proteina mL-.

8. Métodos de deteccion de microcistina

Existen diversos métodos para detectar cualitativa y cuantitativamente la
presencia de MC en muestras ambientales y de laboratorio. Los dos pardmetros a
considerar a la hora de elegir un método son la selectividad y sensibilidad del
mismo. Por lo general, los métodos de escaneo son poco sensibles y selectivos pero
son rapidos y sencillos por lo que permiten tener un resultado en corto tiempo y
sirven para determinar el riesgo toxicolégico. En el otro extremo se encuentran los
métodos analiticos complejos, de gran sensibilidad y selectividad pero de mayor
costo y complejidad (Ardanaz, 2010). Segtin Carmichael y An (1999) y Sivonen y
Jones (1999), las técnicas de deteccion se pueden diferenciar en tres tipos:

v" Biolégicas: implican el uso de animales pequefios (ratones, peces, cladéceros) y
microorganismos (bacterias). Estos métodos brindan un panorama general sobre la
presencia y a veces hasta el tipo de toxina presente pero son métodos pocos
sensibles (en el orden de mg L-!) y de poca precisiéon. En general, en estos ensayos
una muestra toxica, que puede ser de composicién desconocida, es inyectada por

via intraperitoneal en el animal o se coloca el compuesto téxico en el medio y se
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observa la respuesta toxicolégica. Es una técnica sencilla, que se puede realizar en
cualquier laboratorio, aunque hoy en dia se intenta utilizar la menor cantidad de
animales posibles y los comités de ética desaconsejan estos ensayos por el
sufrimiento animal que conllevan.

v Bioquimicas: Estos métodos han reemplazado a los biolégicos a la hora de
obtener un panorama general del compuesto téxico, debido a que son muy
sensibles (ng L1 o ng L!) y sencillos de realizar. Dentro de este tipo de métodos se
incluyen inmunoensayos (especialmente ELISA, sigla de su nombre en inglés
“Enzyme linked immunosorvent assay”), mediciones enzimaticas (inhibicion de PP in
vitro: PPIA). Estas técnicas poseen una mayor sensibilidad pero tienen maés
interferencias, por lo cual son poco selectivas respecto a otras técnicas de medicion.
Sin embargo, son tan sensibles como las técnicas fisicoquimicas y son econémicas,
lo que las convierte en herramientas muy utilizadas. Dentro de estos métodos las
técnicas de ELISA y PPIA son las mas importantes a la hora de determinar MC. La
técnica de ELISA implica la utilizacién de anticuerpos generados contra una
variante de microcistina (aunque normalmente hay reaccién cruzada con otras
variantes) o contra el aminodcido Adda, que es comtn a todas las microcistinas y
nodularinas (Poste et al., 2011). El ensayo de PPIA se basa en la capacidad de las
MC y nodularinas para inhibir a la actividad enziméatica de PP1 o PP2A.

v’ Fisicoquimicas: Comprende los métodos cromatogréficos como cromatografia
de capa delgada, cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), cromatografia
gaseosa (CG); acoplados con diferentes detectores (UV, arreglo de diodos,
espectrometria de masas) y resonancia magnética nuclear. Estos métodos suelen
ser de gran sensibilidad (ng L o pg L), aunque costosos en comparacién con los
biolégicos o bioquimicos, y su selectividad es intermedia a alta. El método analitico
mas difundido para la determinaciéon de MC es el que emplea HPLC con un
detector por absorciéon UV. En este método las toxinas son separadas entre si y de
otros compuestos utilizando una columna de fase reversa CI18 y luego se

determina la absorcién a 238 nm. Debido a que a esa longitud se pueden absorber
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otros compuestos, esta técnica puede presentar interferencias. Otra posibilidad es
utilizar deteccion por arreglo de diodos o espectrometria de masas, que
disminuyen notablemente dichas interferencias y mejoran el limite de deteccién,
por ejemplo, la técnica de MALDI-TOFF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Time-of-Flight). Una variante es la oxidaciéon de MC hasta acido 3-metoxi-2-metil-4-
fenilbutanoico (MMPB) y deteccion por cromatografia gaseosa (o HPLC) y
espectrometria de masa (CG/EM o HPLC/EM). Esta técnica permite medir MC
total, ya que toda la toxina (nativa, conjugada con GSH o Cis, o unida a proteinas)
se transforma en este compuesto. Esta técnica, posee alta sensibilidad y baja
selectividad ya que no diferencia entre variantes de MC ni entre MC y ND , debido
a que todas estas toxinas poseen el grupo Adda, que es la porciéon de la molécula
que se fragmenta dando el compuesto MMPB (Sano et al., 1992; Kaya y Sano, 1999;
Ott y Carmichael, 2006; Ardanaz, 2010).

8.1 Ensayo de inhibicion de proteina fosfatasa 1 in vitro (PPIA):

Se utiliz6 para cuantificar MCLR contenida en cultivos de M. aeruginosa
(extraible por metanol) y la fraccién soluble en metanol de la MCLR acumulada en
muestras de tejidos de O. hatcheri, (MCLR nativa + MC-SG + MC-Cis). La ventaja
de esta técnica es que es una medicion directa de la toxicidad de MCLR aunque
presenta como desventaja el hecho de que puede dar falsos positivos. Para
evitarlos, se recomienda purificar las muestras por extracciéon en metanol y SPE
(elimina impurezas y precipita enzimas PP propias de la muestra), como se
describe en la seccién 4. Otra limitacién de esta técnica a tener en cuenta, es que la
MCLR unida a GSH o Cis puede ser menos inhibitoria que la toxina pura para las
PP, por lo tanto se podria subestimar la concentraciéon de MC en la muestra (Ito et
al., 2002).

Para realizar esta técnica, se utilizaron las soluciones detalladas para la
medicion de actividad de PP1 (solucién A, B, C y D) y como fuente de enzima se

utiliz6 homogenato de higado de individuos de O. mykiss no tratados. En
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microplaca, por pocillo, se agregaron 70 uL de Solucién D y 10 uL de enzima. En el
pocillo de blanco, en vez de enzima se agregaron 80 pL de solucién D. Luego en
cada pocillo se agregaron 20 pL de muestra (MCLR purificada de muestra de tejido
o de cultivo), en el blanco se agregaron 20 pL de agua en vez de muestra y se
procedié a medir la actividad PP1 como se describe en la secciéon 7.1. Para realizar
una curva de inhibiciéon con MCLR estandar, en lugar de la muestra, se agregaron
20 pL por pocillo de diluciones del estindar de MCLR (de 0,3 a 30 uM). La curva
obtenida se grafic6 como Actividad de PP1 (%) vs. Log [MCLR], considerando
solamente los puntos de la misma con CV < 15% (ver descripcién en Actividad de
PP1). La concentracién de equivalentes de MCLR en cada muestra, se calcul6, por
interpolacién en dicha curva.

En la figura 4 se muestra una curva de MCLR representativa de todas las
obtenidas en esta tesis. A su vez, promediando los valores de Clso de las curvas de
calibraciéon mas confiables obtenidas (n=6), se calcul6é la Clso promedio de la
técnica, que resulto ser 1,47 nM = 0,3 (media + EE), valor que se encuentra dentro
del intervalo de referencia descripto por Heresztyn y Nicholson, (2001) para
inhibicién in vitro de PP1 por MCLR (de 0,8 a 38 nM), pero que resulta mayor que
el descripto por Wiegand y Pflugmacher, 2005 (Clso entre 0,1-0,25 nM).
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Figura 4. Curva representativa de la actividad de la enzima PP1 en presencia de MCLR, n=4.

8. 2 Ensayo inmunoenzimatico (ELISA):

Esta técnica se utiliz6 para cuantificar MCLR extraible por metanol
contenida en cultivos de M. aeruginosa y para corroborar las concentraciones de los
extracto metanélicos de floraciones naturales, extraidos en Uruguay. Como guia
para su desarrollo se utiliz6 el protocolo desarrollado en el laboratorio de la Dra.
Beatriz Brena, Facultad de Quimica, Universidad de la Reptblica, Montevideo,
Uruguay.

Para esta técnica se prepararon las siguientes soluciones:

e Diluciones de estindar de MCLR (de 0,2a 2,5 ng L1).

e Buffer PBS-BSA 0,1%.

e Solucién de anticuerpo policlonal de conejo: formada por 1,34 mL de buffer de
interferencias 10X con 6 mL de solucién de anticuerpo policlonal de conejo anti-
MCLR.

e Soluciéon de lavado: PBS (buffer fosfato salino, pH 7)-Tween 20 0,05%.

e Solucién inmunoglobulina anti conejo-peroxidasa.
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e Solucién sustrato: formada por 200 pL TMB (3,3%,5,5°-Tetrametilbencidina) 0,6%
m/v en DMSO, 50 pL H202 1% y 12,5 mL buffer acetato 1 M, pH 5,5.
e Acido sulfdrico 2N.

Con los reactivos a temperatura ambiente, se colocaron 50 pL por pocillo de
las diluciones de estindar de MCLR y de las muestras en una placa de 96 pocillos
sensibilizada con antigenos. Luego de evaporar el metanol por pasaje de N, se
resuspendi6é las muestras en agua bidestilada. De cada una, se realizaron
diluciones seriadas (1/2, 1/50, 1/100, 1/1000, etc.) en PBS-BSA 0,1%. Se sembro6
una solucién de concentracion de MCLR conocida (1 pg MCLR L-1), como
“control”. En el “blanco” se sembraron 100 uL de buffer PBS-BSA 0,1% y para los
pocillos “cero” se sembraron 50 pL del mismo buffer. Se realizaron triplicados de
cada solucion. Luego se sembraron 60 pL de solucién de anticuerpo policlonal de
conejo anti-MCLR en todos los pocillos salvo en los pocillos destinados a blanco. Se
incub6 a temperatura ambiente durante 50 minutos, con agitacion continua.
Transcurrida la incubacién se lavé la microplaca 4 veces, con solucién de lavado.
Se sec6 golpeando enérgicamente la microplaca boca abajo sobre papel absorbente
y se agregaron 100 pL por pocillo de soluciéon de inmunoglobulina anti conejo-
peroxidasa. Se incub6 durante 40 minutos a temperatura ambiente, con agitacion
constante y luego se lavé con solucion de lavado, repitiendo 7 veces. Se seco, se
agregaron 100 pL de solucion sustrato por pocillo y se incubd la microplaca
protegida de la luz, durante 5-20 minutos, para permitir el desarrollo de la reaccién
de la peroxidasa con la solucién sustrato. Esta reaccion se detuvo agregando 50 pL
de acido sulfarico 2N por pocillo.

En esta técnica, las muestras que tuvieran MCLR provocarian interferencias
en la unién de los anticuerpos anti-MCLR con los antigenos de la microplaca
sensibilizada (ELISA de competicién) por lo que en los sucesivos lavados, los
anticuerpos unidos a la MCLR de la muestra se perderian, imposibilitando la

unién posterior del anticuerpo secundario unido a peroxidasa. Es decir, a mayor
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concentraciéon de MCLR en la muestra, menor color de reaccién por pocillo. El
color de reaccion se midié por absorbancia a 450 y 620 nm. Se calcul6 el CV (%)
entre triplicados y solo se consideraron las muestras que no superaran el 15% de
CV. Para realizar una curva de calibracién, se graficé absorbancia vs. Ln [MCLR].
La cuantificacion de las muestras solo fue posible cuando la absorbancia de las
mismas cay6 dentro de la curva. Para comparar entre distintas corridas de
medicién, se ajustaron los valores de absorbancia (de muestras y curva estandar)

mediante normalizacion con la absorbancia del cero.

8.3 Cuantificacion de MICLR total mediante la deteccion de MMPB:

Las MC, debido a su peso molecular son de baja volatilidad y no pueden
inyectarse directamente en el cromatégrafo gaseoso. Es por ello que se requiere un
paso previo, una oxidacién fuerte, que convierta MC en MMPB, producto volatil y
que no se encuentra en la naturaleza. Esta oxidacién puede realizarse con ozono o
con oxidantes fuertes como permanganato y periodato (oxidacion de Lemieux).
Oxidacion de Lemieux: se utiliz6 esta técnica siguiendo los protocolos de Sano et
al. (1992), Williams et al. (1997a) y Ardanaz (2010), en muestras de tejido de O.
hatcheri. Por cada gramo de tejido se agregaron 8 mL de solucién oxidante (5,7 mg
de KMnOs y 318,6 mg KIO4 en 16 mL de agua destilada) y 23 mg de Na>COs. La
reaccion se llevé a cabo durante toda la noche, manteniendo el pH en 9 y el color
de la solucién purpura, por agregado de Na,COs; y KMnOs/NalOs cuando era
necesario. Luego, para reducir el exceso de oxidante, se agregaron unas gotas de
metabisulfito de sodio 20% y la débil reacciéon alcalina, se acidificé con gotas de
H>504 10%. Para extraer el MMPB se utilizé6 una técnica de extracciéon liquido-
liquido con dietil-éter (4 x 15 mL por gramo de tejido). Se colectaron las fracciones
de éter y se extrajo el agua con Na2SOs anhidro.

Cromatografia gaseosa con espectrometria de masas (CG/EM): El analisis de
CG/EM capilar se realiz6 en un equipo Agilent 6890 vinculado a un espectrémetro

de masa Agilent 5973 con ionizacién por impacto electrénico en modo SIM. La
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columna HP-5 MS (revestimiento de 0,25 pm, 0,25 mm i.d. x 30 m; Agilent 19091S-
433) se us6 con gas helio como soporte (flujo, 24,4 cm s), presiéon constante, y 12
y. La tasa de programa para PTV Inlet fue 80°C (0,00 minutos), luego 720 °C min-!
(0,00 minutos) a 250 °C (2,00 minutos), modo splitless de inyeccién. La tasa de
programa de andlisis fue 75°C (0,00 minutos) tiempo inicial, 5°C min' a 200 °C
(0,00 minutos) en 35 min tiempo total. Las demas condiciones fueron: fuente de
iones, 230 °C; temperatura cuadrupolo, 150 °C; interfase, 280 °C; volumen de

inyeccion, 3 pL.

El MMPB se detect6 a los 15,659 minutos. La autenticidad de este compuesto
se confirmé por el analisis de los fragmentos idnicos caracteristicos de acuerdo a
Williams et al. (1997a). Se cuantificé usando una curva de calibracion realizada con
diluciones de MCLR estdndar sometida a oxidacién de Lemieux. El limite de
deteccién que dio una calibracién consistente fue menor que 0,2 ng de MMPB. En
las figuras 5a-c se muestran la curva de calibraciéon junto con los picos del
cromatograma del estdindar y de una muestra de higado.

Para calibrar la técnica se prepararon 3 spikes con muestras de higado de
peces sanos, a las que se les agregd una cantidad conocida de estandar. Luego se
los someti6 a oxidaciéon de Lemieux y CG/EM. El porcentaje de recuperacion de

estos spikes fue de 67,25+ 26 %, valor con el que se ajusto6 el andlisis de las muestras.

alibration Curve

MMPB
Hesponse
h.00e+007
0-¢ | |
0 0.5 1
Amount

Figura 5.a. Curva de calibracion de MMPB
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Figura 5. b. Pico de MMPB (de MCLR estindar oxidada) y fragmentos ionicos caracteristicos.
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Figura 5. c. Pico de MMPB en muestra de higado con sus fragmentos idnicos caracteristicos.

9. Técnicas ex vivo para estudio de transporte intestinal (capitulo 1I)

Para estudiar el transporte y metabolismo de un determinado compuesto en

el intestino, en general se utilizan técnicas in vivo, con la totalidad del animal; in

o1



Metodologia General

situ, donde se perfunde el intestino directamente sobre el animal anestesiado; ex
vivo con Organo o tejido intacto; comprende intestino perfundido, sacos
intestinales, cdmara de Ussing, biopsias, entre otras, o in vitro con cultivos de
células primarias, lineas celulares o fracciones subcelulares. Todas estas técnicas
permiten contar con valiosa informacion referida a la absorciéon y metabolismo a
nivel intestinal, y cada una presenta ventajas y desventajas (van de Kerkhof, 2007).
En esta tesis se utilizaron técnicas ex vivo mediante la preparacion de sacos
intestinales evertidos y no-evertidos, tiras intestinales y segmentos evertidos. A
pesar de que los modelos ex vivo no reflejan en su totalidad lo que ocurre in vivo,
resultan de gran utilidad para responder preguntas especificas, bajo condiciones
de estudio mas controladas con respecto a un in vivo. Estas técnicas se aplicaron en
las distintas secciones del intestino de O. mykiss y O. hatcheri para evaluar el

transporte de MCLR.

9.1 Sacos y tiras intestinales

Luego de 24 h de ayuno, los peces fueron sacrificados por decapitaciéon y
ruptura del centro nervioso. Se removié el intestino, descartando la seccién de
ciegos piloricos (en O. mykiss) y el eséfago y la valvula intestinal, en O. hatcheri. Las
secciones media y posterior del intestino de O. mykiss y anterior, media y posterior
del intestino de O. hatcheri, fueron seleccionadas para los experimentos de
transporte (fig. 6). S6lo se trabajé con estas partes del intestino porque la anatomia
de las mismas result6 adecuada al disefio experimental. Cada secciéon de intestino
se coloc6 inmediatamente en solucién salina Cortland (Anexo I, Tabla 2, pag. 193)
en frio y se eliminé cuidadosamente el contenido intestinal. Se utilizaron porciones
de aproximadamente 15 mm de longitud de estas secciones intestinales para la
preparacion de tiras, segmentos evertidos y sacos intestinales.

Para preparar sacos intestinales evertidos, se introdujo una aguja de crochet
en la porcién de intestino, se sujetd con hilo por el extremo superior de la aguja y,

con suave presion desde el extremo libre hacia el extremo atado, se desliz6 la
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porcion de intestino sobre si misma, dejando de esta forma la mucosa intestinal
expuesta. Una vez evertido, se pesé y se cerrd sujetando con hilo por ambos
extremos, insertando una canula de teflon en uno de ellos para poder aplicar
solucion salina en el interior (63 + 4,6 uL) con una jeringa Hamilton. Los sacos
intestinales no-evertidos, se ataron y llenaron directamente (fig. 7). Estas
preparaciones fueron usadas para medir los flujos de transporte desde el espacio
intracelular hacia el lumen intestinal (transporte apical) y desde el espacio
intracelular hacia el lado serosal de la pared intestinal (transporte basolateral),

respectivamente.

O. mykiss O. hatcheri

ligadura l

\ Seccion
i ; - - media
Seccwn .ant.erlor y SRR ceibn
ciegos piléricos media osterio:

SACOSY TIRAS
INTESTINALES

Figura 6. Esquema de las secciones intestinales utilizadas para realizar sacos y tiras intestinales.

En algunos experimentos resulté conveniente utilizar tiras longitudinales de
intestino. En este caso se utilizaron s6lo porciones de la seccion media del
intestino, tanto en O. hatcheri como en O. mykiss. Cada tira se pesé y colocé al azar

en un tubo de vidrio o de microcentrifuga. Este tipo de preparaciones resulté ttil
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para trabajar con volumenes pequefios, reduciendo la cantidad de reactivos
necesarios y permitié aplicar hasta seis tratamientos méas dos controles sobre el
intestino de un mismo individuo, reduciendo el nimero de individuos por
experimento. Los resultados obtenidos con tiras intestinales reflejaron la suma de

los flujos basolateral y apical.

R

Figura 7. Saco intestinal no-evertido.

9.2 Calibracion de la técnica de CDNB

Para medir la actividad de transportadores tipo Abcc se utiliz6 CDNB,
compuesto descripto como sustrato especifico de dichos transportadores en
mamiferos (Evers et al.,, 2000; Gotoh et al., 2000, Mottino et al., 2001) y en el
condrictio Raja erinacea (Rebbeor et al., 2000). El CDNB es permeable a la
membrana celular y una vez dentro de la célula es conjugado con GSH, en una
reacciéon catalizada por GST. El producto resultante de la conjugacién, 2,4-
dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG), es eliminado a través de Abcc (estos

transportadores se describen en detalle en el capitulo II).
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Para desarrollar la técnica de transporte con CDNB, se utilizaron como
referencia los experimentos descriptos por Gotoh et al. (2000), Mottino et al. (2000)
y Villanueva et al. (2005). Como primer paso, se determiné la concentracién mas
adecuada de CDNB a utilizar. Para ello se prepararon sacos intestinales con
porciones de las secciones media y posterior del intestino O. mykiss y se incubaron
en 5 mL de solucién salina (bafio) con: 0, 50, 100 6 200 uM CDNB, concentracién
final (el CDNB se disolvié previamente en DMSO como solucién madre de 200
mM; este solvente siempre estuvo a una concentraciéon < 0,1% en el bafio de
incubacién de cada saco intestinal). Se registré la absorbancia a 340 nm (longitud
de onda en la cual se detecta DNP-SG), cada 10 minutos. De la misma forma se
registr6 la absorbancia de las soluciones empleadas pero sin preparados de
intestino (blanco de soluciones) y de sacos intestinales en solucién salina sin CDNB
(blanco de tejido).

En los bafios de los sacos intestinales incubados con distintas
concentraciones de CDNB, se observé un incremento en la absorbancia a lo largo
del tiempo, que fue bastante lineal durante la primera hora, siendo mayores las
lecturas en las concentraciones altas de CDNB. Mediante los blancos de solucién se
comprob6é que el CDNB no se modificaba espontdneamente, mientras que los
blancos de tejido producian lecturas a 340 nm, que aumentaban en el tiempo. No se
pudo definir el origen de esas lecturas, aunque eran bajas comparadas con las
obtenidas por DNP-SG, y para la concentracién de 200 uM CDNB, el error causado
por esta interferencia resulté despreciable. A partir de estos resultados
preliminares se fijaron un tiempo de una hora y una concentracién de 200 uM
CDNB como condiciones 6ptimas para estos experimentos.

Por dltimo, para confirmar que el producto medido fuera DNP-SG y para
detectar la presencia de metabolitos subsecuentes, 6 muestras de bafios de
preparaciones de O. mykiss y 6 de O. hatcheri (3 de sacos evertidos y 3 de no-
evertidos) y 3 muestras de tejido por cada especie, se prepararon para analisis por

HPLC. Este trabajo se realiz6 en colaboraciéon con la Dra. Silvina S.M. Villanueva,
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en el Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE) de la Universidad Nacional de
Rosario. Para ello, a cada muestra se le agregaron 50 pL mL-! de HCIO4 70 % y se
centrifugé a 3500 x g durante 5 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se
inyectaron en un equipo Waters M-6000 HPLC (Waters, Milford, MA). Se trabajo
en condiciones de elucién isocratica con columna C18 de 5 pm (Phenomenex,
Torrance, CA), con la fase mévil de acetonitrilo: 0,01% HsPOs (1:3, v/v), a una
velocidad de flujo de 1,0 mL min! (Hinchman et al., 1991). E1 DNP-SG se detect6 a
365 nm y se cuantific6 mediante el método de estandar externo, tomando la altura
de cada pico (fig. 8). De esta forma se pudo comprobar la formacién de DNP-SG, y
corroborar que no se producian metabolitos secundarios producto de la

degradacion enziméatica de dicho compuesto.
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Figura 8. Pico de DNP-SG detectado a los 7 minutos por HPLC.
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9.3 Calibracion de la técnica de calceina-AM:

La calceina-AM es un compuesto lipofilico no fluorescente, capaz de
atravesar las membranas celulares. Una vez dentro de la célula este compuesto es
atacado por esterasas, que hidrolizan la unién éster, dando como resultado
calceina (fluorescente). En la forma no fluorescente (calceina-AM) se elimina
mediante actividad de los transportadores Abcbl, mientras que en su forma
fluorescente (calceina) es eliminado por Abcc (Evers et al., 2000; Takano et al., 2006;
Luckenbach et al., 2014).

Para estudiar el transporte intestinal con calceina, se utilizaron tiras
intestinales de la secciéon media de intestino de O. mykiss y O. hatcheri, las cuales se
colocaron en tubos de microcentrifuga con bafios de solucién salina de 300 pL, con
calceina-AM a una concentraciéon final de 0,25 pM (Zaja et al., 2008) (disuelta
previamente en DMSO a 0,25 mM, resultando la concentracién de dicho solvente
de 0,1% en los bafios de incubacién de cada tira intestinal). Luego, a lo largo de una
hora, se tomaron alicuotas de 200 pL de cada bafio y se ley6 la fluorescencia
(calceina) en un fluorémetro Qubit (Invitrogen-Molecular Probes, Oregon) a
485/530 nm longitudes de onda de excitacién/emisién. Una vez obtenida la
lectura, las alicuotas fueron inmediatamente devueltas a cada bafio para mantener
volimenes constantes. Los tubos fueron protegidos de la luz durante todo el
experimento. La tasa de transporte de calceina, se calcul6 como unidades de
fluorescencia por minuto, y se refiri6 a la masa de tejido. Como blanco de solucién
se tomaron lecturas del liquido sin tejido y también se realizaron blancos de tejido,
con tiras intestinales incubadas solamente en solucién salina. En ambos tipos de
preparaciéon se controlé si aparecia fluorescencia a lo largo del tiempo. Los
resultados mostraron que estas preparaciones no daban lecturas en la fluorescencia
de calceina o bien presentaban valores muy bajos respecto de las muestras, sin que

alteraran los resultados de los experimentos.
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10. Técnicas histologicas y de histoquimica (capitulo 111)

Para detectar la presencia de transportadores ABC y evaluar aspectos
toxicos de MCLR a nivel de tejido, se realizaron preparaciones histolégicas de
intestino de O. hatcheri. Para esto se tomaron porciones de intestino (de las
secciones anterior, media y posterior), de 5 mm aproximadamente, las cuales
fueron inmediatamente fijadas en Bouin durante 1 hora a 4°C y luego 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se deshidrataron en alcoholes de
graduacion creciente, se aclararon con butanol e incluyeron en parafina,
respetando los siguientes tiempos de incubacion: alcohol 70 (12 horas), alcohol 80
(1 hora), alcohol 90 (1 hora), alcohol 96 (1 hora), alcohol 100 (1 hora), butanol (2
horas), butanol-parafina (50/50) (3 horas a 58 °C), parafina 1 (3 horas a 58 °C),
parafina 2 (12 horas a 58 °C). Se confeccionaron los tacos en moldes metalicos y se
dejaron enfriar en heladera. De los tacos resultantes, se obtuvieron cortes de 4 uM
con un micrétomo rotatorio (Leica) y se montaron en portaobjetos. Estos cortes de
intestino de O. hatcheri se utilizaron para aplicar técnicas de lectin- e
inmunohistoquimica, en el laboratorio de Biologia del desarrollo, Instituto de

Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociencia (IFIBYNE)-CONICET-UBA.

10.1 Lectina-histoquimica:

Las técnicas de lectina-histoquimica permiten evidenciar la presencia y
distribucién de glicoconjugados especificos, tanto en tejidos normales como en
patolégicos. Se basan en el uso de lectinas, definidas como un grupo heterogéneo
de proteinas o glicoproteinas de origen animal o vegetal, que tienen la propiedad
de reconocer y unirse con alta especificidad y en forma reversible a hidratos de
carbono terminales o a moléculas de hidratos de carbono incluidas en
glicoconjugados complejos (Spicer y Schulte, 1992; Genten et al., 2009).

Para esta técnica, se desparafin6 e hidraté6 cada corte histologico en
alcoholes de graduacion creciente y PBS mediante los siguientes pasos: incubacién

en estufa de cultivo a 65°C (7 minutos), xilol I (15 minutos), xilol II (15 minutos),
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alcohol 100 (5 minutos), alcohol 95 (5 minutos), alcohol 90 (5 minutos), alcohol 70
(b minutos), PBS. Luego se incubaron con distintas combinaciones de lectinas
(descripcion en capitulo III). Para las incubaciones se trabajo en caAmaras hamedas
(placas de Petri cubiertas en su interior con papel absorbente humedecido con
agua destilada), protegidas de la luz con papel aluminio. Una vez incubadas las
lectinas, se realiz6 un montaje con glicerol-PBS (50/50) y se observé y fotografié
cada corte en microscopio confocal Olympus Fluoview y con el software Fluoview

V 5.0.

10.2 Inmunohistoquimica:

Esta técnica se basa en la especificidad de unién antigeno-anticuerpo y en
esta tesis se utiliz6 para localizar transportadores de la superfamilia ABC. Para
esto, luego de desparafinar e hidratar cortes histolégicos de intestino (de igual
manera que lo descripto para lectinas), se realiz6 el bloqueo de las peroxidasas
endoégenas del tejido (incubando con solucién de H2O; 5% durante 5 minutos a
temperatura ambiente). Luego de lavar en PBS se incub6é durante 40 minutos a
temperatura ambiente con solucién Blotto (5% de leche descremada en polvo en
PBS) con el fin de bloquear sitios inespecificos de unién para los anticuerpos (AC).
Se eliminé dicha solucién de los cortes sin lavar y se agregaron distintos
anticuerpos primarios: anti-ABCB1 (Pgp), -ABCC2 (MRP2), -ABCC4 (MRP4) o -
ABCG2 (BCRP). Luego de incubar 12 horas en camara himeda y a 4°C, se
realizaron lavados y se aplicaron los AC secundarios biotinilados
correspondientes, con los cuales se incub6 durante 40 minutos a temperatura
ambiente. Se lavé en PBS y luego, para la amplificacién y deteccién de la marca, se
agregd estreptavidina unida a peroxidasa, con la cual se incub6é durante 45
minutos a temperatura ambiente. Las moléculas de estreptavidina se unen
fuertemente con la biotina adosada a los AC secundarios. Para el revelado se us6
solucion del complejo 3,3°diaminobencidina (DAB) (1 mL buffer 0,05 M Tris-HCl
pH 7,6 + 1 gota de 0,02% DAB + 20 uL. H>O2 de 30 vol.) aplicada en forma de gotas
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sobre el corte bajo microscopio 6ptico. E1 DAB es un cromoégeno de gran
especificidad para la peroxidasa, que revela indirectamente el AC aplicado. A los
10-20 segundos, la reaccién se detuvo colocando cada porta en un coplin con agua
corriente. Por ultimo, se realizé una coloracién rapida de Hematoxilina-Eosina (H-
E), deshidratacion en alcoholes de graduacion creciente, aclaramiento en xilol y se
monto cada porta con balsamo sintético. Cada corte se observé y fotografié con un
microscopio Optico de campo claro (Olympus) o microscopio 6ptico invertido
(Nikon Eclipse TiS).

Como controles negativos, se realizaron cortes donde se omiti6 el agregado
del AC primario, colocando en su lugar unas gotas de PBS. El resto de los pasos

fueron iguales a lo descripto anteriormente.

11. Anadlisis grifico y estadistico

Todos los datos a lo largo de la tesis se presentan como media + error
estandar. Se utilizaron los siguientes programas: Graph Pad Prism v.5, Statistica 7,
Microsoft Excel. Los libros Zar (1999) y Fowler et al. (1998) fueron utilizados como
bibliografia de referencia. Los anélisis estadisticos utilizados en los distintos

capitulos, se detallan en las secciones de metodologia de los mismos.
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Capitulo I: Efectos toxicos y acumulacion de MCLR en O. hatcheri

INTRODUCCION

Los organismos acuaticos son los primeros en estar expuestos a las
cianotoxinas y el sistema gastrointestinal es una de las principales vias de
intoxicaciéon. En condiciones naturales, numerosas especies de invertebrados y
peces se alimentan de cianobacterias. O. hatcheri se encuentra en ambientes, donde
coexiste con frecuentes floraciones de cianobacterias. Aunque se desconoce si las
ingiere como parte de su dieta o de manera accidental, se ha descripto la presencia
de células de cianobacterias en el tracto intestinal de esta especie (Hualde et al.,
2011). Teniendo en cuenta que el riesgo de incorporar cianotoxinas como MCLR
dependeria en gran parte de la digestion de las cianobacterias seguida de la
absorcion de la toxina, en este capitulo se estudi6 la capacidad de O. hatcheri de
digerir la pared de células de Microcystis aeruginosa y se evaluaron la acumulacion

de MCLR y los efectos téxicos provocados por la misma.

Efectos toxicos de las microcistinas

El principal efecto toxico de las MC, es la inhibicién de las proteinas
fosfatasas (PP) 1 y 2A. Entre estas enzimas PP2A es mas sensible a MCLR que PP1
(Heresztyn y Nicholson, 2001; Wiegand y Pflugmacher, 2005). La inhibicién de PP
se produce cuando el residuo cisteina 273 de la subunidad catalitica de la enzima
PP1 o PP2A interactta con el grupo carbonilo del residuo Mdha de la molécula de
MC, sin ser necesaria una uniéon covalente para que ocurra la inhibicién. La
introducciéon del grupo Adda en la parte hidrofébica del sitio catalitico de la
enzima es lo que produce su inactivaciéon (Dawson, 1998). Se ha detectado que esta
interaccién consta de una primera etapa, donde ocurre la unién rapida y reversible
de una molécula de MC con una de PP, hecho que conduce a la inhibicién de la
actividad catalitica. Luego, en una segunda etapa, que puede tardar horas, se

establece un enlace covalente entre el residuo de Mdha de la MC y las posiciones
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nucleofilicas de las enzimas, llegaindose a una inactivaciéon irreversible de PP
(Honkanen et al., 1990; MacKintosh, et al., 1995; Runnegar et al., 1995; Craig et al.,
1996; Williams et al., 1997a).

En casos de intoxicaciéon aguda por MC en mamiferos, la hiperfosforilacién
de las proteinas lleva a la disrupciéon del citoesqueleto hepatico, causando
hemorragias masivas en dicho o6rgano, necrosis, destrucciéon sinusoidal vy,
eventualmente, la muerte por shock hemodinamico (Kondo et al., 1992; Hooser et
al., 2000). En una intoxicacién crénica, las MC pueden causar dafio en la
organizacion tisular hepética y se describen como promotoras de cancer hepético y
compuestos genotdxicos (Hooser et al., 1989; Carmichael, 1992; Falconer et al,,
1992; Kuiper-Goodman et al., 1999; Campos y Vasconcelos, 2010). Este tipo de
dafio también se ha observado en el glomérulo y en células de los tabulos
proximales del rifién, que también ha sido descripto como 6rgano blanco de las
MC (Eriksson et al., 1990; 1992; MacKintosh et al., 1990). También se han descripto
efectos deletéreos en pulmones, corazon e intestino (Hooser et al., 1990; Ito et al.,
2000).

Otro efecto toxico importante causado por las MC, tanto en mamiferos como
en organismos acuaticos, es el estrés oxidativo (revision de Amado y Monserrat
2010). La definicién clasica de estrés oxidativo hace referencia al desequilibrio
entre moléculas pro-oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar o neutralizar dichas especies quimicas. La diferencia a favor de los pro-
oxidantes representa un potencial dafio molecular y celular. Una definicién mas
amplia define estrés oxidativo como la disrupcién del control y la sefalizacion
redox (Amado y Monserrat 2010; Sabatini, 2010). La toxicidad de las MC se
relaciona con la produccién de radicales libres de oxigeno (ROS), especies quimicas
extremadamente inestables, que atacan a distintos tipos de macromoléculas
causando peroxidaciéon lipidica, oxidacién de proteinas, dafio a ADN, dafio
mitocondrial, alteraciones del sistema de defensa antioxidante y alteraciones en los
niveles de GSH intracelular, entre otros efectos (Li et al., 2003; Vinagre et al., 2003;
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Pinho et al., 2003; Jos et al., 2005; Cazenave et al., 2006; Zhang et al., 2007; Prieto et
al., 2008). Los mecanismos de defensa frente a los ROS pueden ser de dos tipos:
enzimaticos (GST, CAT, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, entre otras
enzimas) y no enzimaticos (GSH, tocoferol, ascorbato, etc.).

Segin Amado y Monserrat (2010) el estrés y dafio oxidativo causado por las MC
seria producto de:

v' La disminucion de la reserva intracelular de GSH: La captacion de la toxina
involucraria un contra-transporte con GSH a través de transportadores biliares
(Oatp) y, a su vez, la MC es conjugada con GSH para su detoxificacién, por lo que
la reserva celular de GSH se veria disminuida, alterando a su vez la capacidad de
defensa frente a otras moléculas oxidantes exégenas o propias del metabolismo
celular. Por otro lado, al inhibir a las PP, se ha visto que la enzima clave en la
producciéon de GSH, la glutamato cisteina ligasa (GCL), queda en su estado
fosforilado, forma en la que es menos activa, llevando a un mayor descenso en la
reserva de GSH.

v" La desorganizacién de la cadena de transporte de electrones mitocondrial: Se ha
sugerido que las MC provocan este desacople, favoreciendo, en consecuencia, la
aparicion de ROS, disminuyendo la produccién de ATP y afectando, por lo tanto,
procesos como la sintesis de novo de GSH.

v  Debido a que varias enzimas antioxidantes son reguladas por procesos
postraduccionales, como la fosforilacion, el efecto inhibitorio de MC sobre las PP,

alteraria las defensas celulares.

Por dltimo, las MC, al provocar estrés oxidativo, desencadenarian la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, afectando la permeabilidad
mitocondrial, lo que liberaria citocromo c, molécula que inicia la via de
sefializacion apoptoética. También se ha visto que la subunidad 3 de la ATP-sintasa
seria blanco de MCLR y este efecto podria promover la sefializacion apoptética
mitocondrial, aunque solamente se ha observado esta respuesta a altas
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concentraciones celulares de toxina (Mikhailov et al.,, 2003). Otras proteinas y
factores de transcripcion afectados por MC se detallan en la revision de Campos y

Vasconcelos (2010).

En peces, el higado es considerado el principal érgano blanco de MC, al
igual que en mamiferos, aunque los efectos toxicos de estos compuestos también
han sido descriptos en rifién, branquias, tracto digestivo y cerebro (Kotak et al.,
1996; Fisher and Dietrich, 2000; Cazenave et al., 2005, 2006; Molina et al., 2005;
Prieto et al., 2008). En concordancia, varios autores han detectado MC acumulada
en higado, intestino, rifién, musculo, vesicula biliar y sangre de distintas especies
de peces (Williams et al., 1995, 1997a,b; Sahin et al., 1996; Tencalla y Dietrich, 1997;
Bury et al., 1998; Magalhaes et al., 2003; Xie et al., 2004, 2005; Cazenave et al., 2005;
Smith y Haney, 2006). Al igual que en mamiferos, se ha observado que en los
peces, las MC producen inhibicién de PP1 y PP2A in vivo e in vitro (Tencalla y
Dietrich, 1997; Runnegar et al., 1999) y estrés y dafio oxidativo (Li et al., 2003; Jos et
al., 2005; Cazenave et al., 2006). El higado y el rifién son los 6érganos mas afectados
y, al igual que en mamiferos, sufren desintegraciéon tisular y disfuncién. En
mamiferos el sintoma mas notorio en el higado es la hemorragia, con muerte
causada por shock hipovolémico, mientras que en peces se observa mayormente
una necrosis masiva del higado (Réberg et al., 1991; Carbis et al., 1996). En estudios
con lineas celulares de mamiferos y peces, también se describe dafio lisosomal
como uno de los efectos tempranos en la intoxicacion con MCLR (Boaru et al.,
2006) Otros efectos toxicos de MC registrados en peces son: degeneracion y
necrosis de células del epitelio branquial y otros efectos histopatolégicos en
6rganos como rifién e intestino; alteraciones de pardmetros hematologicos, de la
regulacion iénica y balance osmotico; alteraciones cardiacas y respiratorias;
cambios de comportamiento y de la actividad locomotora, etc. (revisiones de
Malbrouck y Ketesmont, 2006; Wiegand y Pflugmacher, 2005; Ferrao-Filho y
Kozlowsky-Suzuki, 2011).
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Consumo de cianobacterias y resistencia a cianotoxinas

Las cianobacterias constituyen una parte importante en la dieta de muchos
animales acuaticos tales como zooplancton, bivalvos y peces fitoplanctéfagos
(Bastviken et al., 1998; Ferrao-Filho et al., 2002; Dionisio Pires et al., 2004; Xie et al.,
2004, 2005). En el caso de los peces, numerosos trabajos afirman que la piel y las
branquias formarian una barrera contra MC (Tencalla et al., 1994; Bury et al., 1995),
por lo que la ingestion seria la principal via de intoxicacién (Bury et al., 1998;
Malbrouck y Kestemont, 2006). No obstante, otros autores sugieren que algunas
MC podrian ingresar a través del epitelio branquial (Cazenave et al., 2005).

Mientras que algunas especies de invertebrados y peces son capaces de
distinguir la presencia de cianobacterias toxicas y evitar el consumo de las mismas,
al menos cuando otras fuentes de alimento son accesibles; otras especies consumen
activamente cianobacterias toxicas sin sufrir efectos negativos. Entre los
organismos capaces de distinguir y evitar el consumo de cianobacterias toxicas se
encuentran, por ejemplo, dos representantes del zooplancton: el misidaceo Mysis
mixta y el copépodo Eurytemora affinis (Engstrom-Ost, 2002). Otros copépodos como
Acartia bifilosa no discriminan entre cianobacterias toxicas u otro tipo de alimento
(Engstrom-Ost, 2002). Entre las especies que consumen activamente cianobacterias,
se encuentran Daphnia magna (Schwarzenberger et al., 2014), el mejilléon Dreissena
polymorpha (Dionisio Pires et al., 2004) y la carpa plateada (Hypophthalmichthys
molitrix). Esta dltima es una especie que vive en ambientes donde ocurren
frecuentes floraciones de cianobacterias y tolera la presencia de MC; incluso,
debido a su gran resistencia a las cianotoxinas, ha sido utilizada para controlar
floraciones toxicas en lagos eutroéficos (Xie et al., 2004; Zhang et al., 2007).

En los peces, las diferencias interespecificas en cuanto a sensibilidad frente a
las cianotoxinas han sido relacionadas con los distintos habitos alimentarios; sin
embargo, se observan discrepancias en la bibliografia al respecto. Por ejemplo, la

carpa comun (Cyprinus carpio) es mas sensible que la trucha arco-iris (O. mykiss)
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frente a MCLR, cuando la toxina es administrada forzosamente por via oral
(Fischer y Dietrich, 2000). Con una concentraciéon de 1,7 pg MCLR g! masa
corporal (mc), individuos de C. carpio presentaron dafio hepatico severo y se
registraron casos de mortalidad, mientras que individuos de O. mykiss intoxicados
con la misma concentracién de MCLR no sufrieron efectos toxicos. Sélo con una
concentraciéon de 6,6 pgMCLR g1 mc, el dafio hepatico fue severo en ambas
especies y se observaron casos de mortalidad tanto en O. mykiss como en C. carpio,
resultando los efectos letales mas tempranos en C. carpio (Fischer y Dietrich, 2000).
Cuando ambas especies recibieron una concentracion de 0,55 ng MCLR g mc por
via intraperitoneal, dicha concentracion téxica resulté ser letal, tanto para C. carpio
como para O. mykiss, indicando que la diferencia en sensibilidad entre estas
especies se deberia a diferencias en el sistema gastrointestinal. Segtan Fischer y
Dietrich (2000), las caracteristicas inherentes al sistema digestivo de cada especie
estarian relacionadas con estas diferencias. Dado que C. carpio es una especie
herbivora-omnivora, que posee un intestino largo en comparaciéon con O. mykiss
(especie carnivora), tendria mayor 4rea de superficie para la absorcion de MCLR
(Bury et al., 1998; Fischer y Dietrich, 2000). Por el contrario y como se menciond
anteriormente, Xie et al. (2004) sugieren que la carpa plateada (H. molitrix), a pesar
de ser una especie fitoplantofaga, es resistente a MCLR y RR. Segtn los autores,
esta resistencia se deberia a la capacidad de H. molitrix de degradar activamente
MCLR durante la digestion y/o a la capacidad de bloquear la absorcién intestinal

de MCLR y de eliminar la MCRR absorbida.

Acumulacién de microcistina en peces

En numerosos organismos acuaticos se estudié la acumulacion de MCLR y
otras variantes de MC (revision de Ferrdo-Filho y Kozlowsky-Suzuki, 2011). En lo
que respecta a los peces, se describe acumulacién de MC en diversos tejidos. Las

mayores concentraciones se detectaron en higado e intestino, seguidos del rifién,
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bilis, sangre, goénadas, cerebro y musculo (Williams et al., 1997a; Malbrouck et al.,
2003; Li et al., 2004; Soares et al., 2004; Xie et al., 2005; Sotton et al., 2012). También
se encontré6 MC en cantidades sustanciales en heces de peces (Soares et al., 2004;
Xie et al., 2005; Ferrao-Filho y Kozlowsky-Suzuki, 2011).

El anélisis de acumulaciéon de MC entre especies de peces sugiere que
existen distintos patrones segun el habito tréfico. En peces de agua dulce
colectados a campo, Xie et al., (2005) detectaron mayores concentraciones de
MCLR + RR acumuladas en musculo en Culter ilishaeformis (carnivoro) y en
Carassius auratus (omnivoro) (2,22 y 1,96 pg MC g1 mts, respectivamente), en
comparacion con el fitoplanctéfago H. molitrix y con el herbivoro Parabramis
pekinensis (1,65 y 0,66 pg MC g1 mts, respectivamente), a pesar de que en el tracto
intestinal de H. molitrix, la cantidad de MC fue de 6,5 pg MC g-1 mts. Sin embargo,
a pesar de que las mayores concentraciones de MCLR se encontraron en peces
carnivoros, estas especies acumularian menor cantidad de MC que la dieta que
consumen (revision de Ferrdo-Filho y Kozlowsky-Suzuki, 2011). Segun la
informacién analizada en esta revision, es mas comun que ocurra biodilucién a lo
largo de la cadena tréfica, con excepciéon de los peces zooplanctéfagos, donde si
ocurriria biomagnificaciéon (es decir, estos peces acumularian mas MC que la
acumulada en el zooplancton consumido).

Por otro lado, existen diferencias en la bibliografia en relacién con las
técnicas de medicion utilizadas para determinar MC acumulada. Debido a que la
toxina puede encontrarse acumulada en los tejidos en forma de conjugado con
GSH o Cis, unida a proteinas o en su forma nativa; de acuerdo al método de
extracciéon y medicion elegido, se pueden detectar sé6lo algunas de estas fracciones
o MC total acumulada (Ibelings y Chorus, 2007). En la mayor parte de la
bibliografia existente, se mide MC extraible en metanol o mezcla de alcoholes (MC
nativa, conjugada con Cis o GSH) (Cazenave et al., 2005; Xie et al., 2005; Deblois et
al., 2011; Sotton et al., 2012, Poste et al., 2011; entre otros), mientras que son muy
pocos los trabajos en los que se cuantifica MC total, incluyendo la fraccién unida a
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proteinas (Williams et al., 1997a,b; Dionisio Pires et al., 2004). Dentro de la MC
detectada en la fracciéon soluble en metanol, MC-Cis seria el conjugado
predominante en la carpa fitoplanctéfaga Aristichthys nobilis, tanto en peces
colectados a campo como en individuos intoxicados con MCLR en laboratorio. Este
conjugado, ademas, seria predominante en el rifién (He et al., 2012; Zhang et al.,
2012; Li et al., 2014). En cuanto a la fraccion de MCLR unida a proteinas, Williams
et al., (1997a) mostraron que salmones del atlantico (Salmo salar) intoxicados con
MCLR mediante inyeccién intraperitoneal, presentaban acumulacién de MCLR,

mayormente como MCLR unida a proteinas.

Como ya se menciond, O. hatcheri es una especie planctivora-omnivora de
habitos oportunistas, cuyo tracto digestivo contiene frecuentemente cianobacterias.
Sin embargo, ain no se ha determinado si esta especie consume activamente
cianobacterias, como parte de la dieta, ni si es capaz de digerir su pared celular, lo
que acarrearia la liberacién de toxinas en el interior del tracto digestivo.

Es posible asumir, que al igual que varias especies de peces de importancia
econdmica, O. hatcheri coexiste con cianobacterias potencialmente téxicas en su
ambiente natural, donde ocasionalmente ocurren floraciones. Por lo tanto, las
poblaciones de esta especie estan probablemente expuestas a concentraciones sub-
letales de cianotoxinas, al menos estacionalmente, incluso en ausencia de
floraciones visibles. La acumulacién de MC en los tejidos de O. hatcheri bajo estas
condiciones podria provocar efectos toxicos, que resulten perjudiciales para las
poblaciones de esta especie, a la vez que constituirfa un riesgo para la salud

humana y del ambiente.

69



Capitulo I: Efectos toxicos y acumulacion de MCLR en O. hatcheri

OBJETIVOS

> Evaluar la capacidad de O. hatcheri para digerir células cianobacterianas y
absorber MCLR, utilizando células intactas y células rotas de una cepa toxica de M.

aeruginosa adicionada a la dieta.

» Determinar los efectos toxicos de MCLR en tejido intestinal y hepético de los

individuos intoxicados.

> Analizar las distintas formas en las que se acumula MCLR (unida a proteinas o

extraible en metanol) en higado e intestino, a lo largo del tiempo.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

> H1: O. hatcheri puede acumular MCLR a partir de la ingestiéon de células de
cianobacterias. La MCLR se acumula en tejidos como intestino e higado, sin
embargo procesos de metabolizacién/eliminacion hacen que la toxina

acumulada disminuya a lo largo del tiempo.

» Pla: Luego de la alimentacion con células de M. aeruginosa, se detectara

MCLR en intestino e higado.

> P1b: En ambos tejidos se detectarda MCLR en concentraciones decrecientes a

lo largo del tiempo.

> H2: En el intestino y en el higado de O. hatcheri, MCLR causa efectos toxicos
caracterizados por la inhibicién de PP1 y estrés oxidativo. Estos efectos se revierten
a lo largo del tiempo por eliminacién de la toxina, activacion de respuesta

antioxidante y sintesis de novo de PP1.
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P2a: En intestino e higado de O. hatcheri expuesto a cianobacterias

productoras de MCLR, se detectara inhibicién de PP1.

P2b: El efecto planteado en P2a disminuiré a lo largo del tiempo.

P3a: En intestino e higado de O. hatcheri expuesto a cianobacterias

productoras de MCLR, se detectaran signos de estrés oxidativo.

P3b: El efecto planteado en P3a disminuira a lo largo del tiempo.
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METODOLOGIA

Se llevé a cabo la exposicién aguda de individuos de O. hatcheri a una dosis
sub-letal de MCLR a través de una tnica administracion de células de M.
aeruginosa toxicas en el alimento. Los peces tratados de esta forma recibieron 1,3 pg
MCLR g' mc. La concentracién aplicada es ambientalmente relevante (Chorus y
Bartram, 1999; Magalhdes et al., 2001; Othaz Brida et al., 2010) y se seleccion6 en base a
estudios previos de nuestro laboratorio, en los cuales dicha concentracién de
MCLR no caus6é mortalidad pero si produjo efectos bioquimicos medibles en O.
hatcheri (Ferrada, 2010). Ademas, esta concentracion se asemeja a las aplicadas en
los trabajos de Williams et al. (1997a) y Jos et al. (2005), lo que facilita la

comparacion de resultados.

Aclimatacién de O. hatcheri

Se utilizaron ejemplares de O. hatcheri (n = 120; 13,5 + 3,5 g) mantenidos
como se describe en la Metodologia general (secciéon 2). Antes de realizar los
experimentos, los peces fueron aclimatados durante una semana a las condiciones

de laboratorio.

Extraccion de MCLR y preparacion del alimento experimental

Las células de M. aeruginosa (cepa toxica) utilizadas en el alimento fueron
previamente separadas del liquido de cultivo y lavadas por 3 ciclos de
centrifugacion y resuspensiéon en agua destilada, para eliminar la MCLR que
estuviera libre en el medio (metodologia general, seccién 4b). En los tratamientos
con células rotas de M. aeruginosa, las células fueron sometidas a 3 ciclos de
congelado-descongelado y homogeneizaciéon (con homogeneizador manual de

vidrio y émbolo de tefléon) (Lawton y Edwards, 2001). La presencia de células rotas
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se comprobd por observacion al microscopio 6ptico (1000 x). El mismo
procedimiento se llevé a cabo con células de M. aeruginosa del cultivo no-téxico.

En todos los tratamientos, el alimento se preparé6 moliendo el pellet
comercial en un mortero hasta obtener un granulado fino al cual se le agreg6 agua
destilada (grupo control) o el volumen correspondiente de cultivo de M. aeruginosa
(cepa toxica o no toxica). La pasta resultante se dejo secar parcialmente al aire y
luego se pasé por un colador para volver a formar cilindros del tamafio del pellet
comercial.

En todos los tratamientos se redujo la cantidad de alimento de 1 a 0,5% mc
para asegurar que los peces consumieran toda la toxina. Debido al
comportamiento gregario de alimentacién de estos peces, el alimento se administré
por grupo de pecera. Este tipo de alimentacion dificulta la deteccion de la cantidad
exacta de toxina que recibi6 cada individuo pero asegura que los peces acepten la
comida. Se control6é visualmente que cada pez consumiera alimento y que todo el

alimento fuera consumido.

Experimento 1
El primer experimento consisti6 en 2 tratamientos (n = 3 peces/tratamiento)
definidos como:

1- Células toxicas intactas: peces que fueron alimentados con alimento comercial

mezclado con células intactas de M. aeruginosa toxica. Este tratamiento simularia
una intoxicaciéon de peces en una floraciéon temprana de cianobacterias, donde la
mayor parte de la MCLR estarfa contenida en las células y el riesgo de absorcion

estaria dado por la digestién de las mismas.

2- Células toxicas rotas: peces que recibieron alimento comercial mezclado con
células de la misma cepa de M. aeruginosa previamente rotas por los mecanismos

fisicos ya descriptos. Este tratamiento simularia un caso de intoxicacién en una
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floracion tardia de cianobacterias, donde las células de cianobacterias muertas
liberarian gran cantidad de MCLR al agua.

Teniendo en cuenta que la digestion del pejerrey se completa en
aproximadamente 12 horas (Hualde, com. pers.), todos los individuos fueron
sacrificados transcurrido ese tiempo después de haber recibido el alimento toxico.
Se extrajeron higado e intestino (sin contenido), se lavaron y homogeneizaron en
buffer de homogeneizacién frio. El homogenato se centrifugé a 11000 x g durante
15 minutos y los sobrenadantes obtenidos se colectaron para ser sometidos a

oxidacion de Lemieux y analizados por CG/EM (metodologia general, seccién 8.3).

Experimento 2
Se realizaron los siguientes tratamientos: (n = 30 peces /tratamiento):
1- Grupo control: peces alimentados con pellet comercial.

2- Control de cianobacterias: peces alimentados con pellet comercial de O. hatcheri

mezclado con células rotas de M. aeruginosa no toxica.

3- Tratamiento toxico: peces que recibieron alimento comercial mezclado con células

rotas de M. aeruginosa toxica.

Una vez administrado el alimento, 6 peces de cada tratamiento fueron
sacrificados a los siguientes tiempos: 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Se extrajo el higado y el
intestino de cada individuo, se lavé, homogeneizé y se obtuvo el sobrenadante de
la misma forma que en el experimento 1. El sobrenadante se utiliz6 para
mediciones de actividad enzimatica: CAT y GST (como indicadores de estrés
oxidativo) y PP1 (como efecto especifico de MCLR); dafio oxidativo como MDA y
cuantificacion de proteinas. Ademas, se calcul6 el indice hepatosomético (IHS) de

cada individuo como:

IHS (%) = Masa higado * 100 * (Masa corporal total)1
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En el tratamiento 3, la mitad del tejido del higado y del intestino de 3 peces
por tiempo se homogeneizé en metanol 100%. Se centrifugé a 11000 x g durante 15
minutos y del sobrenadante metanélico resultante se purificé y concentré la MCLR
acumulada mediante columnas C18 (SPE; metodologia general, secciéon 4). Para
cuantificar la concentracién de MCLR de estas muestras, se utilizé la técnica in
vitro PPIA (MC extraible en metanol). Otra fracciéon de los sobrenadantes
metanolicos, junto con los pellets correspondientes a estas muestras, fueron
sometidos a oxidacion de Lemieux para cuantificaciéon de MC total, como su

producto de oxidacion (MMPB), por CG/EM (metodologia general, seccion 8.3).
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Figura 1. Resumen del diseiio experimental de este capitulo. CG/EM, cromatografia gaseosa-espectrometria
de masa; METOH, metanol 100%; Ox. Lemieux, oxidacion de Lemieux; SN, sobrenadante; SPE, extraccion
en fase sélida.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante andlisis de la varianza (ANOVA)

de dos vias. Los efectos de los tratamientos fueron analizados por comparacién
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planeada LSD o por comparacién pos hoc Newman-Keuls cuando fue necesario. Se

consideraron valores de p < 0,05 como estadisticamente significativos (Zar, 1999).

RESULTADOS

Durante el periodo experimental ningtn individuo murié. Tampoco se
observaron cambios en el aspecto externo o en la conducta natatoria de los peces

tratados con respecto a los controles.

Experimento 1

En las muestras de higado de los peces alimentados con células intactas de
M. aeruginosa, analizadas mediante oxidaciéon de Lemieux-CG/EM, se detecto
MCLR acumulada (334 + 134 ng MCLR g! tejido). Este valor fue similar al
encontrado en higado de los peces alimentados con células rotas de M. aeruginosa
(349 + 139 ng g tejido). Estos resultados sugieren que O. hatcheri es capaz de
digerir células de cianobacterias y absorber la MCLR liberada. Los peces que
recibieron células intactas de M. aeruginosa acumularon 174 + 95 ng g intestino,
pero no se pudo detectar adecuadamente cudnta MCLR habia en el intestino de los

peces alimentados con células rotas como para hacer una comparacion.

Experimento 2

No se observaron cambios significativos en el IHS de los peces expuestos a
MCLR con respecto a los peces control (fig. 2). Los higados de los peces tratados

tenian aspecto saludable (coloracién rosada sin signos visibles de desintegracion).

Acumulacion de MCLR

Los resultados de las técnicas de extraccion metanodlica-PPIA, aplicadas para

detectar MCLR extraible en el higado e intestino, se resumen en la tabla 1 y figura
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3, junto con los resultados de MCLR extraible y unida a proteinas determinadas

por oxidacion de Lemieux-CG/EM.

m Control
25 O Control cianobacterias
EIMCLR
2.0 T
[1 11 I
1.5 L o T
(N I e
1.0 :
0.5
0.0
I 3 1 I 6 1 I 12 1 I 24 1 I 48 1
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Figura 2. Indice hepatosomdtico de individuos de Odontesthes hatcheri alimentados con pellet comercial
(control), pellet + Microcystis aeruginosa no toxica (control cianobacterias) y pellet + Microcystis aeruginosa

toxica (MCLR). No se encontraron cambios significativos entre tratamientos ni en el tiempo (p>0,5).
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Figura 3: Porcentaje de MCLR acumulada con respecto a la cantidad de MCLR administrada en (a) intestino

y (b) higado de Odontesthes hatcheri. SN, sobrenadante.
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Pellet - CG/EM Sobrenadante - CG/EM Sobrenadante - PPIA

Muestra ng MCLR/ % de la ng MCLR/g % de la ng MCLR/g % de la

gtejido®  MCLR tejido MCLR tejido” MCLR

administrada administrada administrada

Intestino3 h | 22881 31,7 - - 13,63 +6 0,019
6h 4658 6,5 105 0,15 5472 0,008
12h 3385 4,7 79 0,11 12,55 +5 0,017
24 h 710 1.0 - - 7,50 0,010
48 h - - 84 0,12 4,90 0,007
Higado 3 h 1943 2,2 1021 1,18 3,3 0,004
6h 9400 10,9 186 0,21 1,3 0,002
12 h 1284 15 107 0,12 2,62+1 0,003
24 h 384 0,4 66 0,08 5955 0,007
48 h 75 0,1 - - 2,62 +1 0,003

Tabla 1. MCLR acumulada en intestino e higado de Odontesthes hatcheri, medida por oxidacion de Lemieux-

CG/EM vy ensayo de PP1 in vitro (PPIA). *Valor correspondiente a la combinacién de muestras de 3

individuos. YMedia + error estindar n = 3. Con un quidn se indican los puntos en los que la MCLR no pudo

ser detectada correctamente.

El total de MCLR detectada por oxidacién de Lemieux-CG/EM en intestino
e higado represent6 entre 1y 31,7% y entre 0,1y 11,1% de la MCLR administrada
(1,3 ng g! mc), respectivamente. El contenido de MCLR en la fraccién extraible
mostré importantes diferencias de acuerdo al método utilizado para el analisis. Por
PPIA, se obtuvieron valores muy bajos de MCLR en comparaciéon con los
detectados por CG/EM, indicando que no toda la MCLR extraible fue capaz de
inhibir la actividad de PP1. La mayor proporciéon de MCLR se encontré en las
muestras de pellet metandlico de ambos tejidos, analizadas por oxidacién de
Lemieux y CG/EM, fraccién correspondiente a la MCLR unida a proteinas. El
intestino acumulé mas MCLR que el higado, si se considera MCLR unida a

proteinas. Por otro lado, en ambos tejidos se observa que la MCLR acumulada es
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mayor en los primeros tiempos de medicién, decreciendo a lo largo del tiempo.

Esta tendencia no es muy clara en la fraccion de MCLR extraible medible por PPIA.

Actividad de PP1 endogena

En el higado, la actividad de esta enzima present6é una tendencia decreciente
a lo largo del tiempo (p < 0,001) mientras que no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (p > 0,05). Sin embargo, cuando realizamos
una comparacion a priori LSD entre el tratamiento 3 (peces alimentados con células
toxicas) y los tratamientos 1 y 2 (grupos control) combinados, la actividad de la
enzima PP1 en el tratamiento 3 fue significativamente mas alta (p < 0,001; fig. 4).
En intestino, no se observaron diferencias en la actividad PP1 entre tratamientos,

s6lo se observaron diferencias significativas a lo largo del tiempo (p <0,05).
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Figura 4: Actividad de la enzima PP1 en (a) higado y (b) intestino de Odontesthes hatcheri. Cuando la
diferencia entre tratamientos fue significativa (comparacion a priori LSD), se colocé asterisco (*) en la leyenda
del grifico.

Glutation-S-transferasa

La actividad de GST hepética fue distinta entre tratamientos y a lo largo del
tiempo (p < 0,001), sin interaccién significativa de dichos factores. Mediante
comparaciones post hoc se evidenciaron diferencias significativas entre todos los

tratamientos. Los dos tratamientos con cianobacterias (téxicas y no toxicas)
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causaron un incremento en la actividad de GST en comparacién con la actividad de
la enzima de los peces control (p < 0,001). La actividad de esta enzima fue mayor
en el tratamiento toxico que en el tratamiento con cianobacterias no toxicas (p <
0,05). En intestino, no se observaron diferencias en la actividad GST entre
tratamientos, s6lo se observaron diferencias significativas a lo largo del tiempo (p <

0,001; fig. 5).
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Figura 5: Actividad de la enzima GST en (a) higado y (b) intestino de Odontesthes hatcheri. Cuando la
diferencia entre tratamientos fue significativa (comparacion pos hoc Newman-Keuls), se colocaron letras
distintas en la leyenda del grifico.

Catalasa:

La actividad de la enzima catalasa en el higado decreci6 significativamente a
lo largo del tiempo; sin embargo, no se observé una tendencia clara como en PP1
(p < 0,05). A su vez, no se encontraron diferencias entre tratamientos (p > 0,05)
pero al comparar a priori por LSD el tratamiento téxico contra los tratamientos
control combinados, el tratamiento toxico tuvo mayor actividad de catalasa (p <
0,05). En intestino, no se observaron diferencias en la actividad CAT entre
tratamientos, s6lo se observaron diferencias significativas a lo largo del tiempo (p <

0,001) (fig. 6).
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Figura 6: Actividad de CAT (a) en higado y (b) en intestino de Odontesthes hatcheri. Cuando la diferencia
entre tratamientos fue significativa (comparacion a priori LSD), se coloco asterisco (*) en la leyenda del

grdfico.

Peroxidacion lipidica:

En la concentraciéon de MDA hepética en general, se observé una tendencia
decreciente a lo largo del tiempo. El ANOVA mostré diferencias significativas
tanto entre tratamientos como a lo largo del tiempo (p < 0,001), sin interaccién
entre ambos factores. En el tratamiento téxico, se observé la mayor concentracion
de MDA (p < 0,001). Entre los tratamientos 1 y 2 no se observaron diferencias
significativas. Se evidencia una tendencia de compensacion a lo largo del tiempo
en el tratamiento toxico, alcanzando valores control a las 24 horas. En intestino, no
se observaron diferencias en la concentracion de MDA entre tratamientos, sélo se

observaron diferencias significativas a lo largo del tiempo (p < 0,001; fig. 7).
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Figura 7: Concentracion de MDA (a) en higado e (b) en intestino de Odontesthes hatcheri. Cuando Ia

diferencia entre tratamientos fue significativa (comparacion pos hoc Newman-Keuls), se coloco asterisco (*)
en la leyenda del grifico.

DISCUSION

En este capitulo se evalué la capacidad de O. hatcheri para digerir
cianobacterias, se analiz6 la absorcion de MCLR, la cinética de acumulacién y los
efectos toxicos de dicha toxina en intestino e higado, tras una tinica administracién
por via oral de células de M. aeruginosa toxicas. Los resultados obtenidos en el
experimento 1 de este capitulo, en el cual peces alimentados con células sanas y
rotas de M. aeruginosa acumularon cantidades similares de MCLR en sus tejidos,
indican que, una vez que las cianobacterias llegan al interior del tracto digestivo de
O. hatcheri, son digeridas y la MCLR liberada es absorbida (Pla). Este panorama
refleja, ademads, que el riesgo de intoxicacién por MCLR para esta especie existe
tanto en una floracién temprana como en una senescente. Ademas, esta capacidad
de digerir cianobacterias sugiere que esta especie podria incorporar cianotoxinas
de manera relativamente continua durante las épocas en que éstas son abundantes
en el fitoplancton aunque no lleguen a formar floraciones. Por otro lado, indica que

O. hatcheri digiere completamente las células de cianobacterias. En contraste, Jos et
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al. (2005) observan mas efectos toxicos en individuos de Oreochromis sp.
alimentados con células rotas de M. aeruginosa con respecto a los alimentados con

células sanas, lo que sugiere una digestiéon incompleta de las cianobacterias.

Para dilucidar la cinética de la acumulacién de MCLR en higado e intestino,
se utilizaron dos técnicas de medicién, oxidacién de Lemieux- CG/EM y PPIA.
Tres horas después de la ingestion de células toxicas, la MCLR acumulada
representé cerca del 32%, en intestino y 2% en higado con respecto al total de
MCLR administrada. A las 6 horas este porcentaje cambié a 7% y 11% en intestino
e higado, respectivamente. Este cambio temporal sugiere la transferencia de parte
de la toxina desde el intestino hacia el higado. La diferencia entre la toxina
detectada en intestino e higado probablemente se deba a excrecién desde las
células del intestino hacia el lumen del 6rgano aunque parte de la toxina puede
haberse derivado al rifion. Esto significaria que el intestino de O. hatcheri
constituye una barrera frente a la captacion de MCLR. En los tiempos mas largos
de medicion (24 - 48 horas), el contenido de MCLR fue muy bajo o indetectable en
ambos tejidos (P1b). Sin embargo no es posible descartar que parte de la MCLR
absorbida haya sido transferida a otros tejidos. Al igual que en este trabajo, otros
estudios con peces sugieren que procesos de metabolizaciéon y/o eliminacién
afectan la acumulacién de MCLR en los tejidos a lo largo del tiempo (Williams et
al., 1997a; Bury et al., 1998; Xie et al., 2004). En el primero de estos trabajos, se
midieron MCLR total y extraible en higado de salmones intoxicados con 2 pg
MCLR g! mc por via intraperitoneal, utilizando como técnicas de medicién la
oxidacién de Lemieux-CG/EM y PPIA. A las 7 horas posteriores a la intoxicacién,
el total de la MCLR en el higado de los salmones alcanzé el 33% de la dosis
inyectada. Este valor resulta similar al 32% detectado en este trabajo de tesis a las 3
horas post-intoxicacion en el intestino de O. hatcheri. Por el contrario, sélo el 2% y
11% de la dosis administrada se detect6 en el higado de O. hatcheri alas 3y 6 horas
respectivamente. Estas diferencias en el patréon de acumulacién entre ambos
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trabajos podrian relacionarse con las diferencias en la ruta de intoxicacion y
coinciden con la mayor sensibilidad de los peces a la intoxicacién intraperitoneal
que a la intoxicacién por via oral (Fischer y Dietrich, 2000).

Los resultados del experimento 2 permiten observar que la MCLR unida a
proteinas fue la fraccion dominante tanto en higado como en intestino,
representando del 98 a cerca del 100% y del 66 a cerca del 100% del total
acumulado en intestino e higado, respectivamente. Estos valores coinciden con
trabajos que estiman que la mayor proporciéon de MC acumulada se encuentra
unida a proteinas (Williams et al., 1997a,b; Dionisio-Pires et al., 2004; Ibelings y
Chorus, 2007) y se asemejan a los obtenidos por Williams et al. (1997a), quienes
encontraron que del 38 al 99% de la MCLR total acumulada estaba unida a
proteinas. Ademas, se observa que el pico de acumulacién de MCLR en el higado
es posterior al detectado en intestino. Es interesante notar que, en intestino la
mayor parte de la MCLR a las 3 horas se detecta en la fracciéon unida a proteinas,
con solo el 0,02% en la fraccion soluble; sin embargo, una parte importante de la
toxina acumulada en intestino aparece luego en el higado. Aparentemente, las
proteinas unidas a MCLR se degradan en los enterocitos y los residuos solubles de
MCLR unida a uno (cisteina) o a unos pocos aminoacidos, son trasportados hacia
la luz del intestino (excretados) o hacia la sangre y posteriormente al higado o al
rifién. Williams et al., (1997a) describen una tasa de eliminacion de MCLR
acumulada en el higado de los salmones similar a la que se describe en este
experimento con O. hatcheri. Esto sugiere que el higado de los peces puede
degradar las proteinas unidas a la toxina a compuestos mas pequefos, susceptibles
de ser transportados y excretados en un plazo de horas. Otro antecedente de
metabolizacién y eliminaciéon de MCLR acumulada se observa en el trabajo de
Sotton et al. (2012), donde se estudi6 la cinética de acumulacién de MCLR en Perca
fluviatilis, luego de alimentacién forzada con 0,05 6 0,5 pg MCLR g mc. Dichos
autores observaron un patrén de acumulacién similar al que se obtuvo en este
trabajo de tesis, con el maximo de MCLR acumulado en higado detectado a las 6
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horas post-intoxicacién, aunque los valores de acumulacion de MCLR en P.
fluviatilis son mas bajos que los detectados en O. hatcheri, probablemente porque
como método de deteccion utilizaron solamente ELISA, que no detecta MCLR
unida a proteinas y la dosis administrada fue menor que la de este estudio.

En cuanto a la MCLR extraible, se observan diferencias importantes (1-2
6rdenes de magnitud) entre los resultados obtenidos segiin el método empleado
para el anélisis. Por oxidaciéon de Lemieux-CG/EM se detecté mayor concentraciéon
de MCLR en comparacién con lo detectado por PPIA. Esto sugiere que parte de la
MCLR presente en la extraccion metanodlica no es inhibitoria de PP1. En esta
fraccion se espera encontrar MCLR en su forma nativa y conjugada con GSH y Cis
(Williams et al., 1997a; Pflugmacher et al., 1998; Yuan et al., 2006). Sin bien, estos
conjugados han sido descriptos como menos téxicos que MCLR nativa (Kondo et
al., 1992), Ito et al. (2002) observaron que su capacidad para inhibir PP1 y 2A no es
muy inferior. Por lo tanto, la presencia de estos conjugados en higado e intestino
de O. hatcheri no explicaria las diferencias observadas entre los resultados
obtenidos por las dos formas de deteccion de MCLR utilizadas. Se podria
especular que una buena parte de la fracciéon metanoélica, corresponde a MCLR
unida a fragmentos peptidicos derivados de la degradacioén de las proteinas a las
que originalmente estaba unida. Esta hipdtesis permitiria explicar la progresiva
disminucién de la MCLR acumulada en ambos tejidos a lo largo del tiempo.
Trabajos previos, (Amorin y Vasconcelos 1999; Soares et al. 2004), muestran
procesos de metabolizacion de proteinas unidas a MCLR en almejas y peces,
respectivamente. En ambos estudios, se detectan altas concentraciones de MCLR
durante los periodos de depuracion posteriores a la intoxicacién y se propone que
el reciclaje de proteinas unidas a MCLR podria dar lugar a la liberacion de la
toxina, haciendo que sea detectable por ELISA. En el mismo sentido, en una serie
de estudios a campo y de laboratorio, (He et al., 2012; Zhang et al., 2012; Li et al,,
2014), MCLR y RR se detectaron en su mayor parte como conjugados de cisteina,
especialmente en rifidon. Aunque en estos trabajos no se midi6 MC unida a
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proteinas, se propuso que la presencia del conjugado MC-Cis estaria relacionada
con la degradaciéon de PP unidas a MC. Por el contrario, en esta tesis, la baja
capacidad de inhibicién de PP1 de la fraccién de MCLR extraida en metanol de
higado e intestino de O. hatcheri, sugiere que otros productos de degradacion
proteica son mas abundantes que los conjugados con Cis y GSH.

En esta tesis, a pesar de la importante acumulacién de MCLR observada en
intestino, no se detectaron efectos téxicos como inhibicién de PP endégena ni como
estrés oxidativo, contrariamente a lo planteado en las predicciones 2 y 3. Son pocos
los trabajos en los que se estudi6 la toxicidad de MCLR en intestino de peces y la
mayoria de ellos describe alteraciones histopatolégicas (Fischer y Dietrich, 2000;
Ernst et al., 2006; Malbrouck y Ketesmont; 2006). Cazenave et al. (2006) estudiaron
alteraciones en la defensa antioxidante de varios tejidos de individuos de Corydoras
paleatus expuestos a distintas concentraciones de MCRR disuelta en el agua. Los
autores describen que los 6rganos principalmente afectados fueron el higado y las
branquias, mientras que en intestino no observaron respuestas significativas frente
a MCRR, a excepcion de la inhibiciéon de GST.

En esta tesis, en el higado de O. hatcheri, se encontraron alteraciones
enzimaticas y estrés oxidativo significativos frente a la exposicion con MCLR
(acorde a la prediccién 3a), aunque estas respuestas mostraron un dafio hepético
moderado. En cuanto al aspecto general del 6rgano no se detectaron diferencias
entre controles y tratados ni cambios en el IHS, coincidiendo con otros trabajos en
peces donde no se evidencian cambios en el IHS (Tencalla y Dietrich, 1997; Atencio
et al., 2008). En estos casos, el IHS no parece ser un buen indice de toxicidad por
MCLR. En cuanto a los efectos toxicos producidos por MCLR, en este trabajo se
observa incremento de la actividad de la enzima PP1 en el higado de los peces
intoxicados, en contraste con la inhibicién esperada (P2a). Este resultado podria
deberse a modulacion postraduccional (Oliver y Shenolikar, 1998; Therien y
Blostein, 2000; Bollen, 2001, Wang et al., 2010a,b) y/o a sintesis de novo de la
enzima. A pesar de que existen abundantes trabajos in vitro, en los que se observa
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inhibicién de PP1 end6gena por MCLR (Honkanen et al., 1990; MacKintosh et al.,
1990, 1995; Ito et al., 2002), los efectos in vivo de la toxina en la actividad de PP1 en
peces se han medido en pocos estudios (Tencalla y Dietrich, 1997; Runnegar et al.,
1999; Malbrouck et al., 2004, Wang et al.,, 2010a,b). De estos trabajos, los dos
altimos muestran activacion de PP en higado y cerebro del pez cebra (Danio rerio)
expuesto cronicamente a MCLR. Mientras que Runnegar et al. (1999) describen un
efecto dependiente de la dosis en el higado de la raya (Raja erinacea) inyectada
intraperitonealmente con MCLR, con incremento de actividad de PP a 0,005 ug g!
mc y una inhibicion del 85% a 0,063 ng MCLR g. Tencalla y Dietrich (1997),
intoxicaron individuos de O. mykiss mediante administracion forzada con 5,7 pg
MCLR g1 mcy, entre 1 y 72 horas post-intoxicacion, observaron dafios severos en
el higado, con inhibicién de la actividad de las enzimas PP y acumulacién de
MCLR en plasma e higado. La actividad de PP se inhibi6 practicamente en su
totalidad a las 3 horas post-intoxicacion y se recuperé hasta un 50% a las 72 horas.
Esto podria indicar un recambio de las proteinas unidas a MC. De acuerdo a Wang
et al. (2010a) y segtin nuestros resultados, se podria plantear que, dependiendo de
la especie y la concentracion de MCLR administrada, la estimulacién
postraduccional y/o la induccién génica podrian compensar o incluso superar el
efecto inhibitorio inicial causado por MCLR. Sin embargo, estas posibles respuestas
tendrian que ser evaluadas a través de estudios de respuesta en funciéon de la
concentracién y del tiempo, en los que se evalten la actividad, la expresion génica
de PP y la activacién de vias de sefializacion celular. Por otro lado, en todos los
tratamientos aplicados en el experimento 2 de este capitulo, se observa una caida
de la actividad de PP1 en el higado a lo largo del tiempo. Este resultado es
probablemente consecuencia del ayuno de los individuos, al igual que lo
observado por Malbrouck et al. (2004) en hepatocitos aislados de Carassius auratus.
Distintas formas de la enzima GST participan en la detoxificacion de
compuestos toxicos como MCLR (Pflugmacher et al., 1998; Hao et al., 2008). La
conjugacion con GSH se describe como el paso inicial en la detoxificaciéon de la
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toxina y es un evento importante para prevenir la bioacumulacién de MCLR y su
toxicidad. En los resultados de este capitulo, se observa que la actividad de GST
hepatica fue mayor en los tratamientos con cianobacterias, tanto toxicas como no
toxicas con respecto a la actividad control. Este incremento de actividad fue mayor
en el tratamiento téxico que en el no téxico. En la bibliografia se describen
diferentes respuestas de GST en peces frente a la intoxicacién con MC, como
inhibicion (Cazenave et al., 2006), inducciéon (Li et al., 2005; Qiu et al., 2007) o
ausencia de efecto (Li et al., 2003; Malbrouck et al., 2003; Sotton et al., 2012). En O.
hatcheri, el aumento de actividad de GST observado podria reflejar una respuesta
modulatoria, que incrementa la tasa de conjugacion de MCLR con GSH, lo que
favoreceria su excrecion por el sistema biliar (Sahin et al., 1996). Por otro lado, el
incremento menor aunque significativo, observado en los individuos alimentados
con cianobacterias no téxicas, podria estar inducido por componentes téxicos de la
pared celular, como los liposacaridos (LPS). Sin embargo, debido a que O. hatcheri
resulté capaz de digerir las células de cianobacterias y, por lo tanto, de liberar
contenidos intracelulares, no es posible discriminar entre los efectos producidos
por componentes intracelulares o por LPS, en este experimento.
La enzima CAT participa en la detoxificacién de peréxido de hidrégeno y es
una enzima importante en la defensa frente al estrés y dafio oxidativo (Halliwell y
Gutteridge, 2007). En los experimentos de este capitulo, la actividad de CAT
hepatica fue mayor en el tratamiento téxico, coincidiendo con un incremento del
dafio oxidativo a lipidos (MDA). Resulta interesante observar que los picos
maximos de actividad de CAT y de nivel de MDA se detectaron a las 3 y 6 horas,
coincidiendo con los valores méximos de MCLR acumulada en este tejido. Esto
sugiere un probable efecto pro-oxidante de MCLR en el higado, el cual es
parcialmente compensado por induccién de CAT. Incrementos en la actividad de
esta enzima producto de MCLR, también se han descripto para otras especies
como tilapia, Oreochromis sp. (Jos et al., 2005), Corydoras paleatus (Cazenave et al.,
2006) y para hepatocitos aislados de Cyprinus carpio (Li et al., 2003). En los dos
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primeros trabajos, el nivel de MDA también estd incrementado. Por otro lado,
Atencio et al. (2008) observaron incremento de MDA, junto con un descenso en la
actividad de CAT en el higado de Tinca tinca. Los efectos observados en la
actividad de GST, CAT y el dafio a lipidos, el cual se revierte a lo largo del tiempo,

coinciden con lo esperado (P3a y b).
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Capitulo 1I: Transporte de MCLR en intestino de O. hatcheri y O. mykiss

INTRODUCCION

El sistema gastrointestinal tiene mdultiples funciones, entre las que se
destacan la digestiéon y absorcion de nutrientes. Al mismo tiempo, es uno de los
sistemas mds expuestos a sustancias toxicas y funciona como una barrera de
defensa frente a las mismas. Esta barrera esta constituida por una gran variedad de
enzimas citosolicas y transportadores de membrana, que llevan a cabo procesos de
biotransformacién y eliminacién de compuestos toéxicos. Debido a que la
acumulaciéon y toxicidad de MCLR en los animales acuaticos de consumo humano
implica un importante riesgo para el ambiente y la salud humana, en este capitulo
se evaldan las posibles vias de absorcién y eliminaciéon de MCLR en intestino de O.

mykiss y O. hatcheri.

Transporte a través del epitelio intestinal

La concentracion de un compuesto quimico en el organismo estd
determinada fundamentalmente por procesos de absorcién, distribucion,
metabolismo y excrecién; por lo tanto, su efecto fisiologico estard a su vez,
determinado por estos procesos (Klaassen y Aleksunes, 2010). El flujo de un
compuesto quimico a través de la membrana celular es un paso principal para su
absorciéon y eliminacion. En algunos casos, la difusion simple es suficiente para que
un compuesto quimico entre a la célula, asi como para que sea eliminado de forma
pasiva. En otras instancias, las propiedades fisicas y quimicas tales como tamarfio,
carga e hidrofilicidad son determinantes para atravesar la membrana celular por
difusién, por lo que el flujo es mediado por proteinas especificas, que facilitan el
paso de compuestos quimicos de un lado al otro de la membrana celular.

Actualmente, se conoce que la membrana apical de los enterocitos posee
una gran variedad de proteinas de transporte, que facilitan la captacién de
aminoacidos, péptidos, hexosas, aniones organicos, cationes organicos, nucleétidos

y otros nutrientes (Takano et al., 2006, Klaassen y Aleksunes, 2010). A su vez,
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muchas drogas o sustancias toxicas ingresan al organismo a través de estos
transportadores, dependiendo de su similitud molecular con los sustratos
fisiol6gicos de cada transportador.

La biodisponibilidad de drogas terapéuticas y el flujo de compuestos
endégenos, como acidos biliares y colesterol, estan asociados frecuentemente a dos
superfamilias de transportadores: los transportadores de solutos (SLC, solute
carrier) y los transportadores ABC (ATP-binding cassette transporters). Los SLC
forman parte de los principales transportadores encargados de facilitar la
absorcion de compuestos quimicos y también son las vias de entrada de
numerosos compuestos téxicos como MCLR, mientras que los transportadores
ABC funcionan como bombas de exportacién, que, a expensas del consumo de
ATP, remueven compuestos toxicos y productos metabélicos de la célula u
organelas (Klaassen y Aleksunes, 2010).

El sistema gastrointestinal de los peces, ademds de ser fundamental en la
digestion y absorcion de nutrientes, tiene un papel primordial en la
osmorregulaciéon, el equilibrio acido-base y en la inmunidad del organismo
(Marshall y Grosell, 2006; Cain y Swan, 2011). A su vez, al igual que en mamiferos,
es uno de los principales 6rganos implicados en la eliminacién de compuestos

toxicos, ya sean enddgenos o exdgenos.

Absorcion de MCLR

Debido al peso molecular y la polaridad de algunas variantes de MC, entre
las cuales se destaca MCLR, estas moléculas no podrian atravesar la membrana
celular por difusiéon. MCLR ingresaria a la célula mediante transportadores del
sistema biliar, especificamente a través de los polipéptidos transportadores de
aniones organicos (OATP). Este transporte de MCLR se ha estudiado, tanto in vivo
como in vitro, en mamiferos asi como también en peces (Runnegar et al., 1999;

Fischer et al., 2005, 2010; Boaru et al., 2006; Meier-Abt et al., 2007; Lu et al., 2008).
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Los OATP son miembros de la superfamilia SLC y pertenecen al grupo de
transportadores de aniones organicos Na*-independientes (Fischer et al., 2005;
Klaassen y Aleksunes, 2010). Poseen un amplio espectro de sustratos, que
comprende sales biliares, &cidos biliares, colorantes aniénicos de diagnostico,
esteroides neutros y varios péptidos lineares y ciclicos (dentro de estos altimos se
encontraria MCLR) (Hagenbuch y Meier, 2003). Los OATP se expresan en diversos
6rganos como intestino, higado, rifién, corazén, pulmén, bazo, pancreas, cerebro y
en la barrera hematoencefalica (Feurstein et al., 2010).

Boaru et al. (2006) observaron que hepatocitos primarios de O. mykiss y de
mamiferos sufrian efectos toxicos frente a MCLR, mientras que lineas celulares de
higado e intestino del mismo origen, no lo hacian. Posteriormente encontraron que
estas diferencias de toxicidad se debian a la pérdida de expresiéon de Oatp en las
lineas celulares, por lo que MCLR no ingresaba a las células. Los hepatocitos
primarios de O. mykiss y de mamiferos, mantenian la expresiéon de Oatp en sus
membranas y eran capaces de absorber MCLR. Fischer et al. (2005), estudiaron el
transporte de MCLR por diferentes Oatp de rata y OATP de humanos, utilizando
Xenopus laevis como modelo de expresion. De sus resultados concluyen que
Oatplb2 de rata y OATP1B1 y OATP1B3 de humano, serian los responsables del
transporte de MCLR en el higado, mientras que OATP1A2 mediaria el transporte
de MCLR a través de la barrera hematoencefélica. Incluso, segin estos autores, el
hecho de que el higado y el cerebro estén entre los 6rganos més afectados por
MCLR podria explicarse por la presencia de estos transportadores OATP en
dichos tejidos.

En cuanto al flujo hacia la sangre (absorcion) de MCLR, se desconoce la via
de transporte a través de la membrana basolateral del enterocito. Hasta el
momento no hay estudios que mencionen qué tipo de proteinas estarian

implicadas en este transporte.
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Mecanismos de detoxificacion

En el intestino, la captacion y los efectos toxicos intracelulares de
compuestos naturales y antropogénicos estdn limitados por un sistema de defensa
que se basa en la actividad de enzimas de biotransformacién y transportadores de
membrana de la superfamilia ABC (Ishikawa, 1992; Chan, et al., 2004; Klaassen y
Aleksunes, 2010).

Los transportadores ABC acoplan la hidrélisis del ATP al transporte de
sustratos a través de la membrana celular y presentan dominios de unién a ATP
caracteristicos, que dan lugar a su denominacién (ATP-Binding Cassette). Entre
estos transportadores, se destacan tres componentes responsables de la defensa
frente a compuestos toxicos: la glicoproteina-P (MDR1, ABCB1, Pgp), la proteina
asociada a resistencia a multiples drogas tipo 2 (MRP2, ABCC2) y la proteina de
resistencia de cancer de mama (BCRP, ABCG2). Estas proteinas son fundamentales
para cualquier sistema vivo, debido a que eliminan un amplio espectro de
sustancias, ademds de transportar sustratos fisiolégicos, principalmente
compuestos biliares. Dentro de los sustratos que transportan, se encuentran
numerosas drogas terapéuticas, por lo que son mediadores de la denominada
“resistencia a mdultiples drogas” (MDR), descripta originalmente en células
tumorales de mamiferos (Gottesman y Pastan, 1993).

En general, el proceso de biotransformacién y eliminacion de un compuesto
toxico se describe en 4 fases, que no siempre son consecutivas. Este sistema de
defensa es practicamente universal, ya que se ha descripto desde arqueobacterias
hasta humanos (Bard, 2000; Ferreira et al., 2014a). Una vez que un compuesto
toxico ingresa a la célula, ya sea por difusion o dependiendo de transportadores de
membrana, puede ser eliminado directamente (fase 0) o sufrir transformaciones en
las fases I y/o II (fig. 1). La fase I comprende reacciones de oxidacién, epoxidacion,
hidroxilacién, metilacién, ruptura de enlaces éster, entre otras reacciones que
convierten al compuesto en sustrato de las enzimas de fase Il o de un

transportador ABC. Las principales enzimas que participan en fase I son las
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monooxigenasas dependientes del citocromo P450 (CYP). En el intestino de
mamiferos se expresan varias CYP, incluyendo CYP3A4 en la chapa estriada del
epitelio intestinal, el principal sitio de absorcion (Takano et al., 2006). Las
reacciones de fase I generalmente dan productos menos téxicos que el compuesto
nativo aunque en algunos casos originan compuestos de mayor toxicidad. La fase
IT consiste en la conjugacién de compuestos provenientes de fase I o que no
sufrieron transformacién previa con &acido glucurénico, GSH o sulfatos. Estas
conjugaciones son catalizadas por enzimas transferasas (UGT, GST y SULT,
respectivamente) y estdn asociadas al reticulo endoplasmético o al sitio donde
ocurre la reacciéon de fase I, disminuyendo asi la vida media de los productos de
esta fase (Zamek-Gliszczynski et al., 2006). Los productos de fase II son
principalmente sustratos de los transportadores ABCC y ABCG2 (Chan et al., 2004;
Klaassen y Aleksunes, 2010). En mamiferos, se han descripto varias isoformas de
GST, de expresion variable segin el 6rgano considerado. Por otro lado, se ha
observado una asociacién espacial y funcional en intestino, entre las enzimas de
biotransformacion de fase I y fase Il y los transportadores ABCB1 y ABCC2, lo que
sugiere una actuacién coordinada en la eliminacién de compuestos tdxicos
(Mottino et al., 2000; Catania et al., 2004; Chan et al. 2004). La fase III, por dltimo,
comprende la exportacion de los compuestos toxicos transformados en fases /11
hacia afuera de la célula, a través de los transportadores ABC ya mencionados y
descriptos en mayor detalle a continuacién:

ABCBI: Esta glicoproteina de 170 kDa fue descripta en la década de 1970, en
células tumorales que presentaban resistencia a multiples drogas (Takano et al.,
2006). Recibi6 el nombre de glicoproteina-P (Pgp) debido a que modula la
permeabilidad de la membrana frente a numerosas drogas aparentemente no
relacionadas. Posteriormente, se encontré en tejidos normales humanos: rifién,
higado, intestino, pulmén, cerebro, piel, estémago, ovario, musculo, corazoén,
prostata, entre otros; asi como también en importantes barreras sanguineas,

incluyendo la barrera hematoencefdlica (Chan et al., 2004; Takano et al., 2006). En
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el intestino de humanos, se ha visto que ABCBI1 se expresa mayormente en la
superficie apical del epitelio (chapa estriada), sobre todo en las regiones distales
del intestino (ileon y colon), decreciendo la expresion hacia el intestino proximal
(yeyuno, duodeno) (Chan et al., 2004; Takano et al., 2006). ABCB1 reconoce una
gran variedad de compuestos estructural y farmacolégicamente no relacionados
entre si, generalmente de carédcter hidrofébico, neutros o con carga positiva (Chan
et al.,, 2004). Entre los sustratos descriptos para ABCBI1, se encuentran drogas
anticancerigenas, = inmunosupresores, hormonas esteroideas, antivirales,
inhibidores de canales de calcio, etc. Como se menciond anteriormente, muchos
compuestos no metabolizados (fase 0) y metabolitos derivados de fase I son
sustratos de ABCBI1.

ABCC: Esta familia comprende 9 miembros (ABCC1-9). En comparacién con
ABCC1 y 2, los més estudiados, es menos lo que se conoce sobre otros ABCC
aunque se sugiere que ABCC3, 4 y 5 también contribuirian a la defensa frente a
xenobiéticos (Borst et al., 2007). ABCC2 tiene localizacién apical en gran cantidad
de tejidos, incluyendo el epitelio intestinal, mientras que otros ABCC se ubican en
membrana basolateral o su localizacién atin es desconocida o poco clara (revisiones
de Borst et al., 1999; Chan et al., 2004; Klaassen y Aleksunes, 2010). ABCC2 fue
caracterizado funcionalmente como transportador de aniones organicos en la
membrana canalicular de hepatocitos. Es una proteina de 190 kDa, que, al igual
que ABCBI1, se encontr6 tanto en células tumorales resistentes a drogas
terapéuticas como en numerosos tejidos normales. A diferencia de ABCB1, ABCC2
transporta compuestos relativamente hidrofilicos, incluyendo sustratos endégenos
y exégenos conjugados con glucurénidos, glutation y sulfato, por lo tanto exporta
productos de fase II y también algunos compuestos no conjugados (Chan et al.,
2004; Takano et al., 2006). Entre los sustratos de este transportador, se encuentran
el 2,4-dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG), glucurénidos de bilirrubina y leucotrieno
C4, calceina, entre otros. También pueden transportar moléculas de glutation

reducido y oxidado (GSH y GSSG) y numerosas drogas terapéuticas o conjugados
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de las mismas (Fardel et al., 2005). En cambio, ABCC1 y 3 comparten afinidad por
varios sustratos de ABCC2 pero al ser de ubicacién basolateral en los enterocitos,
se encargan del transporte hacia la sangre de compuestos endégenos y exdgenos.
ABCC1 compartiria afinidad por algunos sustratos con ABCB1 (Luckenbach et al.,
2014) y con ABCC2 comparte, por ejemplo, la capacidad de transportar moléculas
de GSH. Por otro lado también se ha visto que ABCC1, ABCC2 y proteinas
homodlogas de invertebrados transportan metales como el cadmio, mercurio,
arsénico y platino, probablemente conjugados con GSH (Miller et al., 2007; revisiéon
de Luckenbach et al., 2014). En cuanto a su distribucién y al igual que lo observado
con ABCBI, el transportador ABCC2 no se encuentra de manera uniforme a lo
largo del intestino en mamiferos. Por el contrario, mediante estudios de
histoquimica y Western blot en intestino delgado de rata, se observa que ABCC2 es
expresado en la membrana apical mayormente en la region proximal del intestino,
decreciendo del yeyuno al ileon (Mottino et al., 2000; Takano et al., 2006). A su vez,
se expresa en mayor densidad en el extremo distal de las vellosidades y decrece
hacia las criptas intestinales (Mottino et al., 2000). En cuanto a ABCC4, es poco lo
que se conoce aun respecto a los sustratos que transporta. En particular, se lo ha
relacionado con el flujo de acido félico, metotrexato, AMPc, GMPc, acidos biliares,
prostaglandina E, entre otros compuestos (Klaassen y Aleksunes, 2010) y su
ubicacién en la membrana celular es atin poco clara y poco estudiada.

ABCG2: Actualmente se sabe que este transportador, aislado y descripto a partir
de células tumorales de mama, se expresa tanto en células tumorales como en
células normales. ABCG2 se encuentra en la membrana apical de los enterocitos y
tiene afinidad por sustratos similares a los de ABCB1 y ABCC1, debido a que
ABCG?2 reconoce drogas contra el cancer relativamente hidrofébicas y también
seria capaz de eliminar conjugados con acido glucurénico y sulfato (Chan et al.,

2004; Takano et al., 2006; Klaassen y Aleksunes, 2010).
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Figura 1. Modelo general de vias de detoxificacion de xenobidticos y localizacién descripta para mamiferos, de

las principales enzimas de biotranformacién y transportadores ABC (basado en esquema de Chan et al., 2004
y Bieczynski et al., 2014). ABCB1, glicoproteina-P; ABCC2, proteina de resistencia a multiples drogas tipo 2;
ABCC, proteinas de resistencia a miiltiples drogas de ubicacion basolateral (por ejemplo: ABCC1, 3); ABCG2,
proteina de resistencia de cancer de mama; CYP, enzimas citocromo P450 (como ejemplo de fase I de
biotransformacion); GST, glutation S-transferasa (como ejemplo de fase II); X, xenobidtico; X-OH
xenobidtico hidroxilado; X-SG, xenobidtico conjugado con glutation. Las flechas indican mayor abundancia
(zona de mayor grosor) o menor (zona de menor grosor) de transportadores y enzimas a lo largo del intestino.
En la esquina superior izquierda se representa una vellosidad intestinal donde se observa mayor abundancia
de transportadores ABC y enzimas de biotransformacion en el extremo apical.

Mecanismos de detoxificacion en animales acudticos

Las proteinas de la superfamilia ABC tienen un alto grado de conservacion
entre distintos grupos; se han descripto proteinas homoélogas a las de mamiferos en
numerosos organismos acuaticos como moluscos, crustdceos, anfibios, esponjas y
varias especies de peces (Kurelec, 1992; Bard et al., 2000; Smital et al., 2004; Epel et
al., 2008; Ferreira et al., 2014a; Luckenbach et al., 2014). Siguiendo la nomenclatura
utilizada por Luckenbach et al., 2014, en esta tesis se escriben los nombres en

mindscula (por ejemplo Abcc2) para designar los transportadores de la
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superfamilia ABC en organismos no-mamiferos; mientras que las mayusculas se
utilizan para designar transportadores de mamiferos o para hacer referencias
generales.

La importancia ecolégica de los transportadores ABC en organismos
acuaticos fue reconocida por primera vez por Kurelec, quien demostré que el
transportador Abcbl protegia a los organismos acuaticos frente a diversos
contaminantes. Para denominar este fenémeno acun6 el término de “resistencia a
multiples xenobioticos” (MXR), que seria homoéloga a MDR de mamiferos (Kurelec,
1992; Bard, 2000). Varios estudios sobre el metabolismo y transporte muestran que
contaminantes, en principio inocuos para los organismos acuaticos, afectan el
transporte MXR (Kurelec 1997; Luckenbach et al., 2004; Luckenbach y Epel, 2005).
Esto provoca mayor sensibilidad a otras sustancias toxicas, incluso a bajas
concentraciones y puede desencadenar desbalances en el metabolismo. También
se ha visto que transportadores MXR como Abcbl, Abcc y Abcg2 pueden ser
inducidos por sustratos naturales como biotoxinas, dentro de las cuales se
encuentra el acido okadaico (Ritz et al., 1999; Bard et al., 2000; Lozano Paredes,
2013).

Abcbl fue el primer transportador ABC descripto en organismos acuaticos
(Bard, 2000; Sturm et al., 2001). A partir de la descripciéon molecular de Abcbl en el
lenguado Pleuronectes americanus (Chan, 1992), en los altimos afios han aumentado
considerablemente los estudios sobre transportadores ABC en numerosos tejidos
de peces, a través de técnicas inmunohistoquimica, moleculares y experimentos de
transporte. Ademas, recientemente se han obtenido secuencias génicas para varios
transportadores ABC y la familia de genes ABC ha sido caracterizada y analizada
filogenéticamente en el pez cebra (Danio rerio) y en el bagre de canal (catfish,
Ictalurus punctatus) (revision de Luckenbach et al, 2014). No obstante,
recientemente Fischer et al. (2013) describieron que en D. rerio el transportador
Abcb4 seria funcionalmente similar al transportador ABCB1 de mamiferos pero

distinto al ABCB4 (el cual no participa en la defensa celular en mamiferos). Debido
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a que estos estudios son recientes y atn no es clara la identidad molecular exacta
de estos transportadores en peces, a lo largo de esta tesis se denominaran como
transportadores “tipo” Abcbl, Abccl-4 y Abcg2, a fin de cotejar funciones
equivalentes a las de los transportadores de mamiferos.

Abcbl es el transportador que més se ha estudiado en relaciéon a la
eliminacién de compuestos téxicos en organismos acuaticos, aunque las proteinas
Abcc también constituyen una parte integral del sistema MXR en los mismos (Zaja
et al., 2008; Costa et al., 2012). Mas aun, estudios en hepatocitos primarios y en
lineas celulares de distintos tejidos de O. mykiss, demuestran que la expresion y
actividad de proteinas Abcc es mas pronunciada que la de Abcbl (Zaja et al., 2008;
Fischer et al., 2011). Por lo que se sugiere que el estudio de la actividad de los
transportadores Abcc en peces es importante y requiere mayor atencién (Ferreira
et al., 2014b).

En cuanto a la localizacién de los transportadores ABC, a diferencia de
mamiferos, donde se conoce que el intestino es uno de los principales sitios de
expresion de dichos transportadores (revision de Oostendorp et al., 2009), en peces,
es relativamente poco lo que se conoce sobre la expresiéon y actividad de
transportadores ABC en el sistema gastrointestinal (Luckenbach et al., 2014). En
linea celular de intestino de O. mykiss, por ejemplo, se observé abundante
expresion de ARNm de Abcbl, Abcc2, Abcc3 y Abcg2 mientras que la expresion de
ARNm de Abccl, Abcc4 y Abecb fue menor (Loncar et al., 2010). A su vez, de estos
transportadores, Abcbl, Abcc2, y Abcg? mostraron mayores niveles de expresiéon

de ARNm en la region distal que en la proximal del intestino (Loncar et al., 2010).

Detoxificacion de MCLR

El primer paso en la detoxificacion de MCLR, tanto en mamiferos como en
organismos acudaticos, implica la actividad de la enzima GST. Una vez que la
MCLR ingresa a la célula, es conjugada con una molécula de GSH en una reacciéon

catalizada por GST, el producto resultante (MC-SG), puede ser eliminado via
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excrecion biliar (Kondo et al., 1996; Sahin et al., 1996; Pflugmacher et al., 1998; Ito et
al., 2002). A su vez, Kondo et al. (1996), mencionan la posible formacién de un
derivado de la toxina por epoxidacién, seguido de hidrélisis y conjugacion con
sulfato (en el grupo Adda) y conjugaciéon con GSH (en el grupo Mdha). No
obstante, aunque existen evidencias sobre procesos de metabolizacién y
eliminacién de MCLR, tanto en estudios a campo como de laboratorio (Sahin et al.,
1996; Tencalla y Dietrich, 1997; Williams et al., 1997a,b; Amorim y Vasconcelos,
1999; Ito et al., 2000; Soares et al., 2004; Xie et al., 2004; Cazenave et al., 2005; Smith
y Haney, 2006; Ibelings y Chorus, 2007; Sotton et al., 2012; Bieczynski et al., 2013),
existen pocos trabajos acerca de la participacion de los transportadores ABC en la
detoxificacion de esta toxina. Los resultados obtenidos en ratones intoxicados con
MCLR, MCRR, MC-5G o MC-Cis, indicarian la posible participaciéon de “bombas
GS-X” (transportadores ATP-dependientes, que exportan conjugados de glutation)
en el proceso de eliminaciéon de MC-SG, MC-Cis y MCRR (Ito et al., 2002). En la
revision de Malbrouck y Kestemont (2006) también se menciona la posible
implicancia de transportadores Mrp (Abcc) en la eliminacion de MC-SG. Sin
embargo, ninguno de los dos trabajos estudia dicho transporte. Por otro lado, sélo
Contardo-Jara et al. (2008) y Amé et al. (2009) estudiaron a nivel molecular y
funcional, la participacion de otro transportador, Abcbl, en la excrecion de MCLR.
Por lo tanto, la naturaleza del transportador de fase III responsable de la
eliminacién de MC es atin un poco clara y, a pesar de la informacién funcional y
molecular disponible sobre los transportadores Abcc en peces (Zaja et al., 2008;
Sauerborn Klobucar et al., 2010; Fischer et al., 2011; Long et al., 2011; Luckenbach et
al., 2014), estos transportadores no han sido estudiados en relaciéon con el
transporte de MCLR. En lo que refiere al transporte de MCLR desde la célula hacia
la sangre, no existe ninguna informacién sobre qué transportadores estarian
implicados. Teniendo en cuenta estos antecedentes, resulta interesante analizar la
participacion de transportadores Abcc en el flujo MCLR, tanto en el lado apical

como en el basolateral del epitelio intestinal de los peces.
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OBJETIVOS

> ldentificar y caracterizar los transportadores responsables de la excrecién hacia
el lumen intestinal y absorcién (transporte hacia la sangre) de MCLR en células
principales del epitelio intestinal (enterocitos) de O. hatcheri y O. mykiss, en
preparaciones ex vivo de las distintas secciones del intestino de O. hatcheri y O.

mykiss.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

> H1: Los peces son capaces de limitar la absorcién intestinal de MCLR a través de
la conjugaciéon con GSH, catalizada por GST, seguida de la exportacion del
conjugado MC-SG a través de proteinas Abcc ubicadas en la cara luminal del

epitelio intestinal.

» Pla: Al incubar segmentos de intestino de O. hatcheri con sustratos
especificos para Abcc junto con MCLR, la toxina inhibira competitivamente

el transporte apical de dichos sustratos.

> P1b: Al incubar segmentos de intestino de O. mykiss con sustratos
especificos para Abcc junto con MCLR, la toxina inhibira competitivamente

el transporte apical de dichos sustratos.

» H2: El conjugado MC-SG se transporta desde los enterocitos hacia la sangre a

través de proteinas Abcc de ubicacién basolateral.

» P2a: Al incubar segmentos de intestino de O. hatcheri con sustratos
especificos para Abcc junto con MCLR, la toxina inhibird competitivamente

el transporte basolateral de dichos sustratos.
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» P2b: Al incubar segmentos de intestino de O. mykiss con sustratos
especificos para Abcc junto con MCLR, la toxina inhibird competitivamente

el transporte basolateral de dichos sustratos.

> P3a: En intestino de O. hatcheri, la aplicacién conjunta de MCLR e
inhibidores especificos de Abcc disminuira la tasa de eliminacién de MCLR,
produciendo efectos toxicos intracelulares caracteristicos de la toxina, como
inhibicién de PP y/o estrés oxidativo, a concentraciones de MCLR mads bajas
que las necesarias para producir dichos efectos en ausencia de inhibidores

de Abcec.

» P3b: En intestino de O. mykiss, la aplicacién conjunta de MCLR e inhibidores
especificos de Abcc disminuird la tasa de eliminacion de MCLR,
produciendo efectos toxicos intracelulares caracteristicos de la toxina, como
inhibicién de PP y/o estrés oxidativo, a concentraciones de MCLR mas bajas

que las necesarias para producir dichos efectos en ausencia de inhibidores

de Abcc.
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METODOLOGIA

Se realizaron preparaciones ex vivo de intestino para evaluar el transporte
mediado por proteinas tipo Abcc. La figura 2 muestra parte de las fases de
detoxificacién y la manera en que los sustratos modelos para Abcc (CDNB y
calceina-AM) fueron utilizados en este estudio. En lineas punteadas se indica el

camino hipotético planteado en esta tesis para la detoxificacién y transporte de

MCLR.

.’Abcbl ’.’ Abcce l
O e | Dow |

MCLR -G (©)-am
A A

MCIR+GSH # %

MCLR -SG
CDNB + GSH > {E} Es

DNP-SG

- / .- —
= {é} MCLR -SG

DNP-SG

Figura 2. Vias de detoxificacion de sustratos de Abcc y caminos posibles propuestos para MCLR. CDNB, 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno; MCLR, microcistina-LR; GSH, glutation reducido; DNP-SG, 2,4-dinitrofenil-S-
glutation; MCLR-SG, microcistina-LR conjugada con GSH; GST, glutation S-transferasa; C-AM, calceina
acetoximetil éster (no-fluorescente); C, calceina (fluorescente); Es, esterasas; Abcbl, glicoproteina-P; Abcc2,
proteina de resistencia a miuiltiples drogas tipo 2; Abcc, proteinas de resistencia a miiltiples drogas de
ubicacion basolateral; Oatp, polipéptidos transportadores de anmiones orgdnicos. Las lineas punteadas
representan vias de exportacion hipotéticas. Las lineas solidas indican caminos de exportacion conocidos.
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Preparaciones intestinales

Se utilizaron individuos de O. mykiss (n = 82; 141 £ 61 g) y O. hatcheri (n = 53;
22,5 + 7,3 g), manteniéndolos en las condiciones descriptas en la metodologia
general, seccion 2. Se utilizaron sacos evertidos, no-evertidos, segmentos y tiras
longitudinales de intestino. Para medir la actividad de transportadores Abcc, se
utiliz6 CDNB, el cual se aplicé sélo (control) o combinado con MCLR o MK571
(inhibidor especifico de Abcc). Alternativamente, se realizaron experimentos de
flujo de calceina. En los experimentos con MK571 se utilizé una solucién madre de
3 mM en agua. Las caracteristicas de estos compuestos y el disefio general de los

experimentos se detallan en la metodologia general.

Efecto de MCLR en el transporte de DNP-SG

Las secciones media y posterior del intestino de 5 individuos de O. mykiss
fueron fraccionadas en mitades, una mitad se utiliz6 como control y otra como
tratado (muestras pareadas). De esta forma se prepararon sacos intestinales
evertidos y no-evertidos (0,186 + 0,010 g). Lo mismo se hizo con las secciones
anterior, media y posterior de 5 individuos de O. hatcheri (0,049 + 0,002 g).

Los sacos control se mantuvieron en vasos de vidrio con 5 mL de solucién
salina con 200 pM CDNB (bafio), durante una hora. Los sacos de intestino tratados
se prepararon de la misma forma pero agregando 5,65 pg MCLR (1,14 pM
concentracion final) en el bafo (sacos intestinales evertidos). Mientras que en los
sacos no-evertidos, se agregd la misma cantidad de MCLR disuelta en solucién
salina en el interior de los mismos. Estas concentraciones se eligieron para lograr
una concentracion cercana a 72,2 pg MCLR /g de intestino, concentracion similar a
la aplicada en previos experimentos in vivo (Williams et al., 1997a; capitulo 1 de
esta tesis).

Cada 10 minutos, se tomaron alicuotas de 2 mL de los bafios y se tomaron
lecturas a 340 nm en espectrofotoémetro, para determinar la cantidad de DNP-SG

transportado a lo largo del tiempo. Luego de medir, las alicuotas fueron devueltas
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al bafio para mantener volimenes constantes. E1l DNP-SG transportado en cada
preparacion se calculé a partir de la pendiente de absorbancia acumulada vs.
tiempo, el coeficiente de extincién molar del DNP-5G (9,6 mM-! cm1), el camino
optico de la cubeta (1 cm) y se refiri6 este resultado a los gramos de tejido. Los
resultados correspondientes a cada preparaciéon con MCLR se expresaron como
porcentaje respecto del DNP-SG transportado por el respectivo control.

Para medir el efecto concentraciéon-dependiente de MCLR sobre el flujo de
DNP-SG, se utilizaron tiras longitudinales (0,019 + 0,006 g) de la seccién media del
intestino (mediciones repetidas) de 4 individuos de O. mykiss y 4 individuos de O.
hatcheri, las cuales se colocaron en bafios de solucién salina con CDNB y 0 (control);
0,6; 1,14; 2,3; 3,4; 5,7; 6,8; 8,5 u 11,4 uM MCLR (concentracién final). El DNP-SG
excretado hacia el bafio se registr6 durante una hora, tomando alicuotas cada 10
minutos. La tasa de transporte especifica de DNP-SG se expresé como porcentaje
del transporte de los respectivos controles. Se grafic6 tasa de transporte de DNP-
SG (como % del control) vs. Log [MCLR], se calcularon las regresiones no-lineales y

se obtuvieron los valores de Clsg.

Efectos de MK571 en el transporte de DNP-SG

Se aplic6 MK571 en sacos intestinales pareados, evertidos y no-evertidos,
obtenidos de las secciones media y posterior de individuos de O. mykiss. Un total
de 3 sacos evertidos (0,301 + 0,014 g) por concentracion de inhibidor se incubaron
durante 10 minutos en solucién salina con 0; 0,3; 1,5 6 3 uM MK571. Luego, fueron
transferidos a banos de 200 uM CDNB con la misma concentracién de MK571. Los
sacos intestinales no-evertidos (n = 3 por concentracién de inhibidor; 0,406 + 0,03
g), fueron tratados sélo con dos concentraciones de MK571, 3 6 10 uM, siguiendo el
mismo protocolo experimental descripto para los sacos evertidos. Se calcul6 la tasa
de transporte especifico de DNP-SG como se describe en la seccién anterior y se
expresaron los resultados como porcentaje del DNP-SG transportado por el

respectivo control.
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Ademas, se evalud el efecto concentracion-dependiente de MK571 sobre el
flujo de DNP-SG en tiras intestinales (0,021 + 0,006 g) de la seccion media de
intestino de 4 individuos de O. mykiss y 4 individuos de O. hatcheri, las cuales se
colocaron en bafios de solucién salina con CDNB y 0 (control); 0,6; 1,14; 2,3; 3,4 6
6,8 uM MK571 (concentracién final). El DNP-SG excretado hacia el bafio se registr6
durante una hora, tomando alicuotas cada 10 minutos. La tasa de transporte
especifico de DNP-SG se expres6 como porcentaje respecto del transporte de los
respectivos controles. Se graficé la curva tasa de transporte especifico de DNP-SG
(como % del control) vs. Log [MK571], se calcularon las regresiones no-lineales y se

obtuvieron los valores de Clso.

Efectos de MCLR y MK571 en el transporte de calceina

Alternativamente, para estudiar el transporte por Abcc, se realizaron
experimentos de flujo de calceina. Las tiras de intestino del segmento medio de 7
individuos de O. mykiss (6 tiras por individuo, 0,08 + 0,006 g) y 7 individuos de O.
hatcheri (6 tiras por individuo, 0,045 + 0,003 g), luego de ser pesadas, se colocaron
en tubos de microcentrifuga (2 tiras por tubo), con bafios de solucién salina de 300
uL con calceina-AM (forma no-fluorescente) a una concentraciéon final de 0,25uM
(Zaja et al, 2008). En los tubos tratados se agreg¢6 MCLR o MK571 a
concentraciones finales de 2,3 uM y 3 uM, respectivamente. Las tiras tratadas con
MKS571 fueron previamente incubadas durante 10 minutos en solucién salina con el

inhibidor, sin calceina-AM.

Efectos téxicos de MCLR

Se incubaron segmentos evertidos de intestino medio (0,05 + 0,002 g) de 30
individuos de O. mykiss, en vasos de vidrio con 5 mL de solucién salina (control),
solucién salina + 1,14 pM MCLR (MC1); 2,3 uM MCLR (MC2); 3 uM MK571 (MK) 6
1,14 uM MCLR + 3 pM MK571 (MC1/MK). Segmentos (0,048 + 0,004 g) de la
secciéon media de intestino de 33 individuos de O. hatcheri, se incubaron en 5 mL de
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solucion salina (control), solucién salina + 1,14 pM MCLR (MC1); 2,3 uM MCLR
(MC2); 6,8 uM MCLR (MC6); 3 pM MK571 (MK); 1,14 uM MCLR + 3 pM MK571
(MC1/MK) 6 6,8 uM MCLR + 3 uM MK571 (MC6/MK). Los segmentos de todos
los tratamientos con MK571 fueron incubados previamente durante 10 minutos en
solucion salina solamente con el inhibidor antes de agregar MCLR.

Luego de una hora de incubacién en las correspondientes soluciones, cada
segmento se lavd con soluciéon de homogeneizacion fria y se homogeneiz6 y
centrifugd como se describe en la seccion 6 de la metodologia general. Los
sobrenadantes resultantes se utilizaron para mediciones de actividad enzimatica
(PP1, PP2A y GST) y para cuantificacion de GSH y proteinas totales. Los
protocolos de estas mediciones se detallan en la seccion 7 de la metodologia

general.

Otros 9 individuos de O. mykiss fueron utilizados para estudiar los efectos
concentraciéon dependiente de MCLR en la actividad de la enzima PP1 en presencia
o no del inhibidor MK571. Para ello se cortaron tiras longitudinales (0,038 + 0,003
g) de la secciéon media de intestino de cada individuo y se trataron con distintas
concentraciones de MCLR (mediciones repetidas). Cada tira de intestino se coloc6
en un vaso de vidrio con 1 mL de solucién salina de bano + 0; 1,14; 2,3; 4,5; 9 6 13,6
uM de MCLR, en presencia de 0; 3 6 6 uM MK571. Las tiras con MK571 fueron
incubadas previamente durante 10 minutos solamente con el inhibidor.

Luego de 1 hora de incubacién, todas las tiras en las soluciones
correspondientes se lavaron y homogeneizaron en buffer de homogeneizacién frio
y se centrifugaron como se describe en la seccién 6 de metodologia general. Los

sobrenadantes se utilizaron para medir actividad de PP1 enddgena.

Analisis estadistico

Las comparaciones entre grupos se realizaron con test de Student (pareado o

no pareado), ANOVA de un factor y ANOVA de dos factores para muestras
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independientes o de medidas repetidas, segin el caso correspondiente. Se
consider6 un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo (Zar, 1999). Se
utilizaron comparaciones post hoc de Fischer LSD cuando el ANOVA result6
significativo. Por tltimo, cuando los supuestos de homocedacia (test de Bartlett) y
normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov) no se cumplieron, los datos se

transformaron con Logio.

RESULTADOS

Efectos de MCLR y MK571 en el transporte de DNP-SG

En todos los sacos intestinales, la presencia de 1,14 uM de MCLR inhibi6
significativamente el flujo de DNP-SG, salvo en intestino posterior de O. hatcheri,
donde no hubo efecto significativo. En los sacos evertidos de O. mykiss, la tasa de
transporte de DNP-SG disminuy6 de 4,3 + 0,5 en el control a 3,1+ 0,3 nmol DNP-SG
gl min en el tratado, en intestino medio y de 7,1+ 1,4 a 4,9 £ 1,2 nmol DNP-5G g
min' en intestino posterior (p < 0,05 para ambas secciones de intestino). En los
sacos no-evertidos de O. mykiss la tasa de transporte se redujo de 83 +1,2a 6,2 =
0,8 nmol DNP-SG g min (control y tratado, respectivamente) en intestino medio
y de 58 = 0,6 a 49 £ 03 nmol DNP-SG g! min! (control y tratado,
respectivamente) en intestino posterior (p < 0,05 para ambas secciones). En la
figura 3a se presentan los resultados como porcentaje de la tasa de transporte de
DNP-SG respecto de los controles. La comparacién entre los porcentajes de
inhibicién entre segmentos medio y posterior no resulté significativa para las
preparaciones evertidas ni para las no-evertidas (p > 0,05).

En los sacos intestinales evertidos de O. hatcheri, la tasa de transporte
disminuy6 de 7,7 £ 3,9 a 5,5 + 2,8 nmol DNP-5G g-'min! en intestino anterior y de
10 £ 4,2 a 5,3 + 1,2 nmol DNP-5G g'min! en intestino medio (p < 0,05 para ambas
secciones). En intestino posterior las tasas de transporte fueronde7,5+0,6 y 54 *
0,6 nmol DNP-5G g'min (p > 0,05). En los sacos intestinales no-evertidos de O.
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hatcheri la tasa de transporte disminuy6 de 8,3 + 2,7 a 6,3 £ 1,6 nmol DNP-5G g-
Imint (p < 0,05) en intestino medio, mientras que en intestino posterior no hubo
cambio significativo (6,2 £ 0,7 y 5,4 + 0,4 nmol DNP-SG g-'min, (p > 0,05). Los
datos correspondientes a sacos no-evertidos de intestino anterior de O. hatcheri,
debieron ser descartados por resultar incoherentes, probablemente se hayan
incluido porciones de eséfago al realizar el corte del segmento, el cual
aparentemente no transporta los compuestos de estudio. En la figura 3b se
presentan los resultados como porcentaje de la tasa de transporte de DNP-SG

respecto de los controles correspondientes.
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Figura 3. a) Tasa de transporte de DNP-SG (en % del control) en sacos intestinales evertidos y no-evertidos
de intestino medio y posterior de Oncorhynchus mykiss y b) secciones anterior (A), media (M) y posterior (P)
del intestino de Odontesthes hatcheri. Controles (200 uM CDNB), tratados (200 uM CDNB + 1,14 uM
MCLR); n=>5. *p < 0,05 con respecto a su control.

Los sacos intestinales de O. mykiss, evertidos y no-evertidos, incubados con
distintas concentraciones de MK571 presentaron inhibicion del flujo de DNP-SG
respecto de los correspondientes sacos control (p < 0,05 y 0,01, fig. 4). En los sacos
evertidos de intestino medio, MK571 produjo un claro efecto inhibitorio
concentraciéon dependiente (p < 0,05), con porcentajes de inhibicién de 25,6%;
51,1% y 76,2% para 0,3; 1,5 y 3 uM de MK571. En los sacos evertidos de intestino

posterior el efecto inhibitorio fue menos marcado (5,1%; 23,4% y 37,8%,
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respectivamente) y no se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones del inhibidor (p > 0,05). En los sacos intestinales no-evertidos, 3 y
10 uM de MKS571 causaron inhibicién significativa del transporte de DNP-SG
(224% vy 353%, respectivamente, en intestino medio, y 20,2% y 40,6%,

respectivamente, en intestino posterior).
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Figura 4. Tasa de transporte de DNP-SG (en % del control) en sacos intestinales de Oncorhynchus mykiss
incubados con 200 uM CDNB (controles) o 200 uM CDNB + MK571 (tratados). Sacos intestinales a)

evertidos y ¢) no-evertidos de intestino medio, b) evertidos y d) no-evertidos de intestino posterior. n = 3 por

*

tratamiento. * y ** indican diferencias significativas respecto del control correspondiente (p < 0,05 y 0,01,

respectivamente). Las letras indican diferencias significativas entre concentraciones de MK571 (p < 0,05).

Las tiras longitudinales de la secciéon media de intestino, incubadas con
distintas concentraciones de MCLR, presentaron un efecto inhibitorio
concentraciéon-dependiente sobre el transporte de DNP-SG, tanto en O. mykiss

como en O. hatcheri. MK571 también inhibi6 el transporte de DNP-SG en forma
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concentracién-dependiente. Las figuras 5 y 6 muestran las curvas de inhibicién de
MCLR y MK571 de O. mykiss y O. hatcheri, respectivamente. O. mykiss presenté una
Cls0 de 1,4 uM (R? = 0,72) para MCLR y de 0,2 pM para MK571 (R? = (,86), mientras
que para O. hatcheri la Clso para MCLR fue de 3,3 uM (R? = 0,75) y para MK571 fue
de 0,6 uM (R? = 0,6). Se observa, de estos resultados, que los transportadores tipo

Abcc de O. mykiss son mas afines por ambos compuestos, que los de O. hatcheri.
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Figura 5. Tiras de intestino medio de Oncorhynchus mykiss incubadas con 200 uM CDNB + MCLR ¢
MK571. Regresion no lineal de la Tasa de transporte de DNP-SG (como % del control) vs. Logaritmo de la
concentracion de MCLR 6 MK571, n = 4. Clsy MCLR= 1,4 uM, R?= 0,72. ClI5o MK571=0,2 uM, R?= 0,86.
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Figura 6. Tiras de intestino medio de Odontesthes hatcheri incubadas con 200 uM CDNB + MCLR ¢
MK571. Regresion no lineal de la Tasa de transporte de DNP-SG (como % del control) vs. Logaritmo de la
concentracion de MCLR 6 MK571, n = 4. Clsy MCLR = 3,3 uM, R2= 0,75. Clsy MK571 = 0,6 uM, R2= 0,6.

Transporte calceina en tiras de intestino

El transporte de calceina (detectado por fluorescencia) hacia la solucién
bafio se redujo significativamente en las tiras de intestino incubadas con 2,3 pM
MCLR o 3 pM MKD571 respecto de los correspondientes controles (p < 0,05). Entre
tratamientos no se observaron diferencias significativas. Este resultado se obtuvo
tanto en las tiras intestinales de O. mykiss como en las de O. hatcheri, con
porcentajes de inhibicién de 17,4 % para MCLR y 20 % para MK571, en O. mykiss y
de 38% para MCLR y 27% para MK571, en O. hatcheri (fig. 7).
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Figura 7. Transporte de calceina (unidades de fluorescencia por gramo de tejido por minuto) en tiras de
intestino de (a) Oncorhynchus mykiss y (b) Odontesthes hatcheri. Control (0,25 uM calceina-AM), tratados
(0,25 uM calceina-AM + 2,3 uM MCLR 6 3 uM MK571); n = 7. Las letras indican diferencias significativas
entre tratamientos (p < 0,05).

Efectos toxicos de MCLR

En los segmentos evertidos de intestino medio de O. mykiss, se observaron
diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a la actividad de las enzimas
PP1 y PP2A (p < 0,05y p < 0,001, respectivamente, fig. 8c, d), mientras que la
actividad de GST y la concentracién de GSH no variaron significativamente entre
tratamientos (fig. 8a, b). En los segmentos de intestino incubados con 1,14 uM
MCLR (MC1), no se observaron cambios en ninguna de las variables medidas
respecto de los controles, mientras que en las incubadas con 2,3 pM MCLR (MC2),
las actividades de las enzimas PP1 y PP2A resultaron inhibidas significativamente
en comparacion con la actividad control, 41% y 49% de inhibicion,
respectivamente. Los segmentos de intestino incubados con MC1/MK también
mostraron inhibicién del 34% y 38% para PP1 y PP2A, respectivamente (p < 0,05).
Los segmentos incubados s6lo con MK571, presentaron activacion significativa de
la enzima PP2A (40% respecto del control).

En las tiras de intestino medio de O. mykiss, MCLR inhibi6 la actividad de

PP1 en forma concentraciéon-dependiente. En presencia 3 uM MKD571, el efecto
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inhibitorio de MCLR fue mayor. Aunque con 6 uM MKS571 los resultaros fueron
mas variables, la inhibiciéon fue un poco mayor que con 3 uM MK571. En la figura 9
se observan las regresiones no-lineales de cada tratamiento. Los valores de Clso
obtenidos fueron de 1,04 pM (R? = 0,74) para MCLR y 0,52 y 0,37 uM (R? = 0,86 y
0,74), para MCLR + 3 uM MK571 y MCLR+ 6 uM MKb571, respectivamente. Las
tiras intestinales incubadas solamente con 6 uM MK571 no mostraron cambios

significativos en cuanto a la actividad PP1.
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Figura 8. Efectos toxicos de MCLR en segmentos evertidos de intestino medio de Oncorhynchus mykiss.
Control; 1,14 uM MCLR (MC1); 2,3 uM MCLR (MC2); 1,14 uM MCLR + 3 uM MK571 (MC1/MK) y 3
uM MK571 (MK), n = 5-7. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
a) Concentracion intracelular de GSH, b) Actividad de GST, ¢) Actividad de PP1, d) Actividad de PP2A.
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Figura 9. Tiras longitudinales de intestino medio de Oncorhynchus mykiss incubadas con MCLR, MCLR +
3 uM 6 6 uM MK571. Regresion no lineal de actividad de la enzima PP1 enddgena (como % del control) vs.
Logaritmo de la concentracion de MCLR; n = 9.

En los segmentos de intestino medio de O. hatcheri no se observaron
cambios significativos en las variables medidas respecto de los controles en los
tratamientos con MC1, MC2 6 MKb571. Por lo tanto, se realizaron segmentos
intestinales incubados con mayor concentracion de MCLR (6 uM MCLR y 6 pM
MCLR + 3 pM MKk571). Sin embargo, tampoco se observaron efectos téxicos a estas
concentraciones de MCLR (fig. 10a-d). Lamentablemente no se pudo medir GSH en

los tratamientos con 6 pM MCLR.
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Figura 10. Efectos toxicos de MICLR en segmentos evertidos de intestino medio de Odontesthes hatcheri.
Control; 1,14 uM MCLR (MC1); 2,3 uM MCLR (MC2); 6,8 uM MCLR (MC6); 1,14 uM MCLR + 3 uM
MK571 (MC1/MK) y 6,8 uM MCLR + 3 uM MK571 (MC6/MK); n = 4-7. a) Concentracion intracelular de
GSH, b) Actividad de GST, c) Actividad de PP1, d) Actividad de PP2A.

DISCUSION

Teniendo en cuenta que son muy pocos los antecedentes en cuanto al
transporte de MCLR a través de la membrana celular, en este capitulo se buscé
determinar la participaciéon de transportadores tipo Abcc en la excrecién y/o

absorcion de esta toxina, en las diferentes secciones del intestino de O. mykiss y O.
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hatcheri. La actividad de estos transportadores se evalué utilizando DNP-SG y
calceina como sustratos modelo, en conjunto con el inhibidor especifico, MK571, en
distintas preparaciones ex vivo de intestino.

Los resultados obtenidos muestran que MCLR reduce significativamente el
flujo de DNP-5G, tanto en el lado luminal como en el serosal del epitelio y esto se
observa en todas las secciones intestinales de O. hatcheri (Pla, P2a) y O. mykiss
(P1b, P2b). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre las secciones
intestinales, que permitieran realizar una caracterizaciéon del intestino en cuanto a
la distribucién de los sitios de mayor absorcién o detoxificacion de MCLR. En este
sentido, la tinica diferencia notable se observé en la seccién posterior del intestino
de O. hatcheri, donde la inhibicién del flujo de DNP-SG por MCLR, tanto en sentido
luminal como serosal, no alcanzo a ser significativa. Por lo tanto, se podria pensar
que el intestino posterior es importante en cuanto al transporte de MCLR por
transportadores tipo Abcc en O. mykiss pero no en O. hatcheri. En O. hatcheri esto
podria deberse a una menor absorciéon de MCLR en la seccién posterior o a menos
afinidad de los transportadores tipo Abcc por esta toxina en dicha regién. Debido a
que el transporte de DNP-SG no difiere respecto de los otros segmentos, no es
esperable que se deba a menor cantidad de transportadores Abcc o diferencias de
afinidad por el DNP-SG entre secciones.

A pesar de que no se midi6 directamente flujo de MCLR o MC-SG, la
inhibicién competitiva y concentracién-dependiente del flujo de DNP-SG por
MCLR sugiere que MCLR es exportada a través de proteinas tipo Abcc, tanto en O.
mykiss como en O. hatcheri. Ademads, la inhibicion concentracién-dependiente
producida por MK571 confirma que al menos una parte del DNP-SG se transporta
por proteinas tipo Abcc. Los experimentos de este capitulo no permiten descartar
la participacion de otros transportadores de importancia en eliminacién de
compuestos toéxicos hacia la luz del intestino, como Abcbl o Abcg2, en la

eliminacion de MCLR. Sin embargo, el sustrato de Abcc utilizado en estos
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experimentos (DNP-SG) no ha sido relacionado con dichos transportadores (Chan
et al., 2004).

También se evalu6 el efecto inhibitorio de MK571 en sacos intestinales
evertidos y no-evertidos de las distintas secciones intestinales de O. mykiss, para
evaluar la localizacién del efecto producido. MK571 inhibi6 el transporte de DNP-
SG en ambos tipos de preparacién, con mayor efecto en los sacos intestinales
evertidos de la seccion media. Esta diferencia en la sensibilidad a MK571 podria
implicar mayor afinidad por el inhibidor de los transportadores tipo Abcc apicales
en dicha seccién. De acuerdo a la literatura, en la membrana apical del enterocito,
se espera encontrar s6lo Abcc2, mientras que del lado basolateral, el transporte
puede estar mediado por diferentes Abcc, como 1, 3, 4 y 5 (Cai et al., 2003; Chan et
al., 2004; Klaassen y Aleksunes, 2010; Loncar et al., 2010; Luckenbach et al., 2014),
los cuales podrian tener distintas afinidades por MK571 y /o por DNP-SG.

Una limitaciéon metodolégica para interpretar que la disminucion del flujo
de DNP-SG en presencia de MCLR se debe a que ambos compuestos son
transportados por proteinas Abcc, radica en que MCLR podria competir con el
CDNB como sustrato de la conjugacién con GSH mediada por la enzima GST. De
esta forma disminuiria la tasa de formaciéon de DNP-SG, con la consiguiente
reduccion de transporte por proteinas tipo Abcc. Para descartar esta posibilidad, se
evalud el efecto de MCLR sobre el transporte tipo Abcc utilizando calceina-AM,
cuya metabolizacion a calceina (fluorescente, sustrato de Abcc) es independiente
de GST. En estos experimentos, la toxina inhibi6 el flujo de calceina de manera
similar a la inhibicion producida en el flujo de DNP-SG. Mas atn, concentraciones
similares de MCLR y MK571 inhibieron el flujo de calceina en proporcion similar.

El transportador Abcb1 ha sido sugerido en trabajos anteriores como posible
responsable del transporte de MCLR (Contardo-Jara et al., 2008; Amé et al., 2009).
Este transportador exporta calceina-AM (en su forma nativa no fluorescente) pero
no calceina (Takano et al., 2006). El transporte de calceina-AM tiende a disminuir la

cantidad de producto fluorescente en el interior celular. Si MCLR inhibiera la

119



Capitulo 1I: Transporte de MCLR en intestino de O. hatcheri y O. mykiss

actividad de proteinas tipo Abcbl, se esperaria un aumento de la concentracion
intracelular de calceina-AM vy, por consiguiente, de calceina. Este aumento en la
concentracién de sustrato llevaria a mayor actividad de transporte por proteinas
tipo Abcc y a una subestimacion de los efectos de MCLR en la actividad de los
transportadores tipo Abcc. Esto quiere decir que, no es posible descartar el
transporte de MCLR a través de Abcbl, aunque la reduccién en el transporte de
calceina observada en los experimentos de este capitulo no puede deberse a
inhibicion de la actividad de esa proteina. En el mismo sentido, Abcg2 no
transportaria calceina-AM (Chan et al., 2004) y no ha sido relacionado hasta ahora
con el transporte de MCLR.

Hasta el momento, se conoce muy poco sobre la identidad de las proteinas
responsables de la excrecion de MCLR en la mucosa intestinal o en otros tejidos y
no hay antecedentes sobre cudles serian las proteinas implicadas en el transporte
basolateral (hacia la sangre) de esta toxina. Contardo-Jara et al. (2008) y Amé et al.
(2009) estudiaron la posible participacion de Abcbl en la excrecion de MCLR en
animales acuaticos. Los primeros autores describen un aumento en la expresion de
ARNm de Abcbl (aunque no es estadisticamente significativo), en branquias del
mejillén Dreissena polymorpha previamente expuestas a MCLR. También observan
un incremento en la excreciéon de rodamina B en todo el animal, resultado que
asignan a la actividad de Abcbl. Amé et al. (2009) describieron induccién de la
expresion génica de Abcbl en branquias, cerebro e higado del pez Jenynsia
multidentata expuesto a MCLR. En otro tipo de estudio, De Souza Votto et al. (2007)
evaluaron la capacidad de MCLR de producir estrés oxidativo en lineas celulares
humanas con y sin fenotipo MDR (definido como la sobreexpresiéon de ABCB1) y
encontraron que las lineas celulares MDR eran mas resistentes a MCLR, aunque no
pudieron asociar esta resistencia a la expresiéon de ABCB1. En cambio estos autores
sugieren una alta competencia antioxidante en el fenotipo MDR y un elevado

contenido de tubulina-a, que preservaria el citoesqueleto.
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Existe abundante informacion sobre la expresiéon génica y caracterizacion
funcional de proteinas Abcc y otras ABC para varias especies de peces, incluyendo
a O. mykiss (Masereeuw et al., 2000; Sturm et al., 2001; Miller et al., 2002; Cai et al.,
2003; Caminada et al.,, 2008; Zaja et al., 2008; Sauerborn Klobucar et al., 2010;
Fischer et al., 2010, 2011; 2013; Long et al., 2011; Ferreira et al., 2014 a,b; revisiéon de
Luckenbach et al., 2014), sin embargo, hasta ahora, los Abcc no han sido
relacionados con la eliminacién de MCLR, con la posible excepcion de los trabajos
de Ito et al., (2002) y de Malbrouck y Kestmont, (2006), quienes sugirieron que los
conjugados de MC-SG podrian ser excretados a través de bombas de transporte
GS-X o Mrp, respectivamente. Abcc y Abcbl han sido caracterizados en tejido
intestinal y en lineas celulares permanentes derivadas de intestino de O. mykiss
(Loncar et al., 2010; Zaja et al., 2008; Fischer et al., 2011). Como se mencioné en la
introduccién, en hepatocitos primarios y lineas celulares de distintos érganos de O.
mykiss, la expresion y actividad de proteinas Abcc es mas pronunciada que la de
Abcbl (Zaja et al., 2008; Fischer et al., 2011). Sin embargo, los transportadores Abcc
han sido menos estudiados que Abcbl y, en general, ambos tipos de
transportadores han sido poco estudiados en intestino de peces y en cuanto al
papel que cumplen frente a compuestos toxicos.

Para confirmar la implicancia de transportadores tipo Abcc en el transporte
de MCLR, se estudiaron los efectos intracelulares de esta toxina en segmentos
evertidos de intestino medio de O. mykiss y O. hatcheri, aplicando la toxina de
manera individual o en presencia de MK571. En O. mykiss, se observé que la
concentracién de 1,14 pM MCLR (MC1), la misma concentracién que inhibié en un
27% el transporte de DNP-SG en sacos evertidos de intestino medio (ver
experimentos de transporte de DNP-SG), no afecté ninguno de los pardmetros
medidos en este experimento (actividad de enzimas GST, PP1 y PP2A,
concentraciéon de GSH). Cuando se increment6 al doble la concentracion de MCLR
(MC2), se produjo una inhibicién significativa de la actividad de las enzimas PP1 y

PP2A. Estas enzimas han sido descriptas como el blanco principal de MCLR
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(Carmichael, 1994; Dawson, 1998; Hooser, 2000), por lo tanto, el efecto observado
es un buen indicador de la presencia de dicha toxina en el interior del enterocito.
Se ha descripto que PP2A es mas sensible a MCLR que PP1 (Heresztyn y
Nicholson, 2001; Wiegand y Pflugmacher, 2005); sin embargo, en este trabajo, la
inhibicién de ambas enzimas fue similar. Cuando se aplicé la concentracion MC1
combinada con el inhibidor de Abcc MK571 (MC1/MK), se obtuvo un efecto
inhibitorio similar al de MC2 sobre las dos PP, mientras que la aplicaciéon de
MKS571 sola no inhibié dichas enzimas, por el contrario, la actividad de PP2A se
vio incrementada en un 40 % respecto de la actividad control. Este resultado
inesperado podria deberse a regulaciones intracelulares provocadas por el
inhibidor pero hacen falta més datos para una correcta interpretaciéon. Sin
embargo, queda claro que la inhibicién de la enzima, observada en el tratamiento
MC1/MK, no es producto del inhibidor.

Estos resultados sugieren fuertemente que MCLR es transportada fuera de
la célula por proteinas tipo Abcc, ya que la inhibicién de estos transportadores por
MK571 incrementaria la concentracién intracelular de la toxina hasta un nivel en el
que resulta inhibitorio para PP1 y 2A. Estos efectos téxicos observados en O.
mykiss, incrementados en presencia de MK571, coinciden con lo esperado (P3b).

Una explicacién alternativa para estos resultados seria que MK571 tuviera
un efecto estimulante sobre la actividad de los transportadores Oatp, por los que
MCLR ingresa a la célula (Boaru et al., 2006), incrementando la concentracién
intracelular de MCLR. Sin embargo, no existen antecedentes sobre la estimulacién
de Oatp por MK571. Por el contrario, un trabajo reciente, en lineas celulares
humanas, describe la inhibicién de tres formas de OATP con MK571 (Karlgren et
al., 2012).

El efecto inhibitorio concentracién-dependiente de MCLR sobre la actividad
de PP1, en conjunto con el aumento en la inhibicién que se observa cuando la
toxina es aplicada junto con MK571, refuerza la evidencia a favor de un transporte

de MCLR mediado por Abcc. También resulta notorio que la diferencia entre
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agregar 3 o 6 pM de MK571 produce sélo un ligero incremento en la inhibicion,
sugiriendo que la concentracion 3 pM se encuentra cerca del plateau en el efecto
inhibitorio. Ademas, con 6 uM MK571 se obtuvieron resultados poco consistentes,
tal vez relacionados con inhibicion de Oatp a esta concentraciéon de MK571
(Karlgren et al., 2012), lo que podria haber disminuido el ingreso de MCLR a la
célula.

Existe consenso en la bibliografia sobre la conjugacién con GSH catalizada
por GST, como primer paso en la detoxificacion de MCLR (Pflugmacher et al.,
1998). Sin embargo, en los experimentos de esta tesis, no se observaron alteraciones
significativas en la actividad de la enzima GST ni en la concentraciéon de GSH,
causadas por los tratamientos con MCLR o MCLR-MK571. La falta de inhibicién
de GST refuerza los resultados de los experimentos de transporte de DNP-SG, ya
que la inhibicién de dicho transporte en presencia de MCLR no podria deberse a
una disminucién en la tasa de formacion de DNDP-SG, sino a la inhibicién
competitiva del transportador. Se ha postulado que la concentraciéon de GSH
podria disminuir en respuesta a MCLR, no solo por la conjugaciéon MCLR-GSH,
sino también porque el ingreso de la toxina a la célula, mediado por Oatp,
involucraria un contratransporte con GSH (Amado y Monserrat, 2010). Sin
embargo, al igual que en los resultados obtenidos en este capitulo, en otros trabajos
con peces tampoco se observan cambios en la concentracion de GSH causados por
MCLR (Malbrouck et al., 2004; Atencio et al., 2008). Se podria especular que la
reserva y/o la velocidad de sintesis de GSH en los enterocitos de O. mykis es
suficientemente grande como para evitar una reduccion significativa de la
concentracion de este compuesto. También podria ocurrir un incremento
compensatorio de la actividad de sintesis de GSH frente al consumo del mismo.

En los segmentos de intestino de O. hatcheri incubados con distintas
concentraciones de MCLR y/o MK571, no se observaron efectos téxicos
significativos en los pardmetros medidos, incluso a concentraciones de MCLR

mayores que las aplicadas en O. mykiss (no se cumple P3a). Considerando este
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resultado junto con los efectos de MCLR sobre el transporte de DNP-SG (Cls01,4 y
3,3 uM MCLR, para O. mykiss y O. hatcheri, respectivamente), se podria concluir
que el intestino de O. hatcheri es menos sensible a MCLR, tanto en el transporte por
Abcc como en los efectos toxicos (coincidiendo este resultado con lo observado en
el capitulo I). A pesar de que en las secciones intestinales de O. hatcheri se observé
inhibiciéon del flujo de los sustratos de Abcc (DNP-SG y calceina), en el
experimento de efectos toxicos no se pudo confirmar que MCLR se exportara por
dichos transportadores. Sin embargo, a partir de los efectos en el transporte de
DNP-SG y calceina, se puede especular que el transporte de MC-SG seria mediado
por proteinas tipo Abcc y que otros mecanismos en el metabolismo de la toxina,
causando la falta de efectos toxicos en los pardmetros medidos. Estos resultados,
junto con la falta de efectos toxicos en intestino de MCLR aplicada in vivo (capitulo
I), se discuten en consideraciones finales. Al igual que para MCLR, la Cls de
MK571 para el transporte de DNP-SG también fue mayor en O. hatcheri que en O.
mykiss (0,6 y 0,2 puM, respectivamente), indicando menor afinidad de los

transportadores tipo Abcc en O. hatcheri, tanto por MCLR como por MK571.
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Capitulo III: Lectina- e inmunohistoquimica en intestino de O. hatcheri

INTRODUCCION

La histoquimica se basa en métodos fisicos y quimicos aplicados sobre
preparados histolégicos para determinar la localizacién in situ de diferentes
compuestos quimicos de las células y tejidos. Dentro de estas técnicas, las lectinas y
anticuerpos son herramientas muy utiles para la localizacién de glicoconjugados y
otros componentes especificos, respectivamente. En este capitulo, mediante lectina-
histoquimica, se evaluaron los efectos de MCLR sobre la composicion de
glicoconjugados en la mucosa intestinal de O. hatcheri. Ademas, se intento
caracterizar la defensa MXR en esta especie mediante la utilizaciéon de anticuerpos

especificos contra los transportadores Abcbl, abcc2, abce4 y Abeg?.

Caracteristicas anatomicas e histologicas del sistema digestivo de O.
hatcheri

O. hatcheri posee una boca protractil, placas dentarias faringeas y un eséfago
corto musculo-membranoso, que se continda directamente con el intestino, sin un
estbmago definido. En la primera region del intestino, se encuentra la
desembocadura del conducto colédoco, por lo que toda la digestiéon ocurre en
intestino. En la porcion final del intestino, se encuentra una valvula intestinal cuya
funcién es la de prolongar la digestion y actuar como oérgano activo en la
evacuacion (Compagnucci et al., 1992).

A nivel histolégico, son escasos los estudios en esta especie; sin embargo,
existe abundante informacion sobre O. bonariensis, especie de parentesco mas
cercano. A continuaciéon se describen las caracteristicas histologicas del tracto
digestivo de O. bonariensis (Agelet et al., 2003; Castagnino, 2005), que se tomaron
como referencia para los estudios realizados en esta tesis sobre el intestino de O.

hatcheri.
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La pared intestinal se compone de las siguientes capas:

Tunica mucosa: conformada por numerosos pliegues revestidos por un epitelio

cilindrico pseudoestratificado, con células caliciformes y microvellosidades (chapa
estriada). En estas estructuras epiteliales, estdn presentes glicoconjugados
(moléculas que incluyen hidratos de carbono en su estructura), que forman una
capa mucosa sobre el epitelio denominada glicocalix, de gran importancia en la
proteccién del intestino como asi también en procesos digestivos. La tnica mucosa
se continta por un tejido conectivo laxo, que se vuelve mas denso al aproximarse a
la tanica muscular pero, debido a que no existe una muscular de la mucosa, que
delimite la tnica mucosa del tejido conectivo, no se distingue una clara tanica

submucosa.

Tunica muscular: compuesta por una capa de tejido muscular liso, que se dispone
como capa circular interna y longitudinal externa. Entre ambas capas se
encuentran plexos nerviosos.

Tunica serosa: capa muy delgada de tejido conectivo laxo y mesotelio.

Histologicamente, se observan diferencias a lo largo del intestino, que
permiten definir tres secciones (Agelet et al, 2003; Castagnino, 2005),
principalmente por las caracteristicas de la mucosa. En la seccién anterior del
intestino, se observan pliegues altos, ramificados y en gran ntimero, ocupando casi
por completo la luz intestinal. La segunda seria una seccién de transiciéon (Vigliano
com. pers.), donde la mucosa presenta pliegues méas delgados y cortos. En la parte
posterior se observan pliegues simples. El ntimero de células caliciformes es
notablemente mayor en esta ultima seccion (Castagnino, 2005). También se ha
caracterizado el intestino en tres secciones, segtin diferencias detectadas por
lectina-histoquimica, que coinciden con las curvaturas externas del o¢rgano
(Castagnino, 2005). Por otra parte, y en base a las caracteristicas histologicas,

algunos autores han sugerido que la seccion anterior del intestino de O. bonariensis
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tendria funcién similar a la de un estomago (Castagnino, 2005; Vigliano et al.,
2011).

En general, la presencia de mucus es una caracteristica comtn en el tracto
digestivo de los teledsteos al igual que en otros vertebrados. El mucus recubre la
superficie apical de los enterocitos, conformando el glicocélix. Esta capa consiste en
un gel altamente hidratado, formado en un 95% por agua y un 5% de mucinas, mas
algunos componentes como electrolitos (Diaz et al., 2008). Las mucinas, son
glicoproteinas de gran peso molecular, que forman geles glicosilados (Schumacher
et al.,, 2004). Estan formadas por proteinas y lipidos unidos a oligosacaridos y
polisacaridos. En vertebrados, estas glicoproteinas tienen numerosas funciones
como lubricacién, proteccién frente a microorganismos y frente a la degradacion
proteolitica, etc. (Diaz et al., 2008; Johanssen et al., 2013). El papel que desempefian
es crucial para mantener el correcto funcionamiento del epitelio intestinal. En
peces, ademas, poseen funcion osmorregulatoria (Loretz, 1995).

Al igual que en otros vertebrados, estudios realizados en peces 06seos
(Fiertak y Kilarski, 2002) han demostrado que la presencia y distribuciéon de
glicoconjugados varia a lo largo de las diferentes regiones del sistema digestivo y
entre distintas especies (Diaz et al., 2008). A su vez, los cambios en la distribuciéon
de glicoconjugados sirven como indicativos de la edad, dieta, infecciones parasito-
bacterianas, alteraciones de las membranas celulares, etc. (Zanuzzi et al., 2010).

En el caso de O. hatcheri, no existen hasta el momento estudios sobre las
caracteristicas de los glicoconjugados del tracto digestivo, y menos atin en relacién
con la intoxicacién con MCLR, aunque esta toxina ha sido relacionada con
alteraciones histopatolégicas en intestino de peces y mamiferos (revision de

Malbrouck y Kestemont, 2006).

Efectos toxicos de MCLR en el epitelio intestinal
Existen trabajos, tanto en mamiferos como en peces, que describen

alteraciones en la estructura de tejidos, en respuesta a MCLR. La mayoria
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describen cambios a nivel histolégico en higado, que es el 6érgano mas estudiado
con respecto a los efectos toxicos de las MC y el primero en el que se detectaron
alteraciones histopatoldgicas (Falconer et al., 1981; Kotak et al., 1996; Tencalla y
Dietrich, 1997; Ito et al., 2002; Guzman y Solter, 2002; Atencio et al., 2008).
También se han descripto efectos en rifién, branquias e intestino, siendo los
estudios en este ultimo o6rgano poco abundantes (revision de Malbrouck y
Kestemont, 2006).

En el tracto digestivo de Cyprinus carpio, se observaron alteraciones
patolégicas transcurridas 12 horas desde la alimentaciéon forzada con células
toxicas de M. aeruginosa (Fischer y Dietrich, 2000). Se observaron nticleos picnéticos
y células apoptoéticas cubriendo la mucosa intestinal. Las alteraciones fueron
aumentando en severidad, llegando a presentar desprendimiento de células, en
algunos casos hemorragias localizadas hasta las 24 horas. A partir de este tiempo,
se comenzo a observar una disminucién en la severidad de los efectos téxicos. En
Coregonus lavaretus intoxicado mediante alimentacién forzada con Planktothrix
rubescens, cianobateria productora de MC, se observé degeneracion del epitelio,
pérdida de la estructura de la mucosa, vellosidades deshilachadas, exfoliacion de
células epiteliales, lisis celular generalizada, infiltracién de leucocitos y depésitos
de proteinas en el lumen del intestino posterior. Al igual que en C. carpio, estas
alteraciones fueron predominantes a las 24 horas post-intoxicacién, tiempo a partir
del cual fueron decreciendo los efectos téxicos hasta no ser evidentes a nivel
histolégico a las 72 horas (Ernst et al., 2006). En Tinca tinca expuesta por via oral a
Microcystis sp., se observé enteritis catarral, enterocitos vacuolados, ntcleos
picnéticos y, en los casos mas severos, pérdida total de la microvellosidad (Atencio

et al., 2008).

Transportadores ABC en peces
Técnicas inmunohistoquimicas, funcionales y moleculares han permitido

detectar proteinas ABC en peces, homoélogas a las de mamiferos. Sobre todo, se ha
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descripto la presencia de Abcbla/b, Abccl-5, y Abcg? en tejidos y lineas celulares
(revisiones de Ferreira et al., 2014a; Luckenbach et al., 2014). También se dispone
de la secuencia génica de varias de estas proteinas para varias especies de peces.
Sin embargo, son muy pocos los trabajos en los que se estudiaron la presencia y las
funciones de proteinas ABC en el tracto digestivo de los peces. Estudios
moleculares en tejidos de O. mykiss revelaron alto nivel de expresiéon de ARNm de
los transportadores Abcbl, Abcc2, Abcc3 y Abcg2 en el intestino, mientras que
Abccl, Abcc4, Abcc5 se expresaban en menor proporcion (Loncar et al., 2010). De
estos transportadores, Abcbl, Abcc2 y Abcg2 mostraron altos niveles de ARNm en
la region distal del intestino en comparacién con la proximal (Loncar et al., 2010).
Mediante PCR en tiempo real, se cuantific la expresion de transportadores ABC
en lineas celulares de O. mykiss (Fischer et al.,, 2011). Entre las lineas celulares
estudiadas (dentro de los cuales se encontraba una linea de intestino) el patrén de
expresion fue similar. La mayor expresion fue de Abccl-5 > Abcg2 > Abcbla/b.
Dentro de los Abcc, Abcc4 y 5 estaban expresados moderadamente.

En cuanto a la localizacién en la membrana celular y como se mencioné en el
capitulo II, en enterocitos de mamiferos ABCB1, ABCC2 y ABCG2 tienen ubicacién
apical, mientras que ABCC1 y 3 son basolaterales. En peces, existen antecedentes
de estudios funcionales y de estudios inmunohistoquimicos sobre la ubicacién
apical de Abcbl y Abcc2 en tibulo proximal de rifién, intestino, tbulos de
glandula rectal de tiburén, membrana canalicular de higado, entre otros tejidos
(Hemmer et al., 1995; Sussman-Turner and Renfro, 1995; Miller et al., 1998, 2007;
Kleinow et al., 2000; Masereeuw et al., 2000; Albertus y Laine, 2001; Long et al.,
2011; Ferreira et al.,, 2014a). Para otros transportadores ABC la informacién
disponible en peces se limita a estudios de expresién génica y atn no se ha
descripto la localizacién en la membrana celular. Algunos investigadores sugieren
que la localizaciéon de transportadores ABC en peces seguiria un patrén similar al

de mamiferos, es decir Abcbl, Abcc2 y Abcg?2 serian de ubicacion apical en células
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polarizadas, cumpliendo con un papel defensivo y secretor, mientras que otros
Abcc serian basolaterales (Ferreira et al., 2014a).

En cuanto a ABCC4, su localizacion estd poco estudiada. En tibulos renales
de mamiferos y peces, se ha sugerido la localizacion de ABCC4/Abcc4 en la
membrana apical (Reichel et al., 2007; Klaassen y Aleksunes, 2010), mientras que
en hepatocitos, células tubuloacinares de préstata y plexo coroideo de mamiferos
tendria ubicacién basolateral (Redzic, 2011). En intestino, la informacién existente
sobre ABCC4/Abcc4 es muy escasa para mamiferos e inexistente para otros
vertebrados. Belinsky et al. (2007) y Oostendorp et al. (2009) describen a este
transportador como de ubicacién apical en el yeyuno, mientras que en una linea
celular de colon (HT29-CL19A), se lo ha localizado tanto en membrana apical como
basolateral (Li et al., 2007). En otra linea celular de colon (Caco2), ABCC4 se
encontr6 en la membrana basolateral (Ming y Thakker, 2010). Resultados de
estudios funcionales realizados en intestino de mamifero, indican presencia

basolateral de Abcc4 en enterocitos (de Waart et al., 2012).
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OBJETIVOS

v" Evaluar posibles cambios en la composicién de glicoconjugados del epitelio

intestinal de O. hatcheri en respuesta a la exposicién a MCLR.

v" Detectar mediante inmunohistoquimica la presencia y localizacién celular de

algunos transportadores ABC importantes en la defensa frente a xenobiéticos

(Abcbl, Abcc2, Abcc4, Abcg?2) en intestino de O. hatcheri.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

» H1: MCLR afecta el funcionamiento de la mucosa intestinal de O. hatcheri

provocando cambios en la produccién y secreciéon de glicoconjugados.

» P1: Al aplicar lectinas especificas en tejidos de intestino provenientes de
individuos de O. hatcheri previamente expuestos a MCLR, se observardn
diferencias de reaccién de las mismas con respecto a los tejidos de peces

control.

» H2: Las proteinas ABC participan en la transporte de MCLR a través del epitelio
intestinal, por lo que deben estar presentes en las membranas apical y basolateral
de enterocitos de las secciones de intestino que transporten esta sustancia y su

expresion en membrana puede modificarse luego del tratamiento con MCLR.

» P2a: En los peces tratados con MCLR aumentara la expresiéon de

transportadores tipo Abcc2, Abcbl y/o Abcg2 en la membrana apical.

» P2b: En los peces tratados con MCLR aumentara la expresion de

transportadores tipo Abcc4 en la membrana basolateral
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METODOLOGIA

Exposicién de O. hatcheri a MCLR

Se utilizaron ejemplares de O. hatcheri, distribuidos en 2 acuarios (n = 4 por
acuario; 14,16 + 0,55 g), mantenidos segtn las condiciones descriptas en la
metodologia general (seccién 2). Se llevd a cabo una exposicién aguda de
individuos de O. hatcheri a una dosis sub-letal de MCLR (peces tratados), a través
de una tinica administraciéon de alimento comercial al cual se le adicioné MCLR. El
alimento téxico se prepard al igual que en el capitulo I, s6lo que en vez de partir de
MCLR proveniente de un cultivo de M. aeruginosa, se utiliz6 el extracto toxico
obtenido de una floraciéon natural de cianobacterias. Las concentraciones toxicas
fueron de 2 pg MCLR g! mc (dosis baja) y 5 pg MCLR g! mc (dosis alta).
Visualmente, se control6 que cada pez ingiriera alimento y que todo el alimento
fuera consumido. Luego de 24 h, todos los individuos fueron sacrificados mediante
decapitacion, el intestino de cada individuo fue inmediatamente removido y

guardado en solucién fijadora para histologia.

Histologia

Se tomaron muestras de las 3 secciones del tracto intestinal: anterior (desde
el piloro hasta la primera curva intestinal), media (porcién entre las dos curvaturas
intestinales) y posterior (desde la segunda curvatura hasta el final del tracto
digestivo, descartando la valvula caudal). Porciones de tejido de estas secciones, de
aproximadamente 5 mm, fueron fijadas en Bouin, 1 h a 4°C y luego 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se deshidrataron en alcoholes de
graduacion creciente, se aclararon en butanol y se incluyeron en parafina. De los
tacos resultantes se obtuvieron cortes de 4 pum, los cuales fueron montados en
portaobjetos (descripciéon en seccién 10 de metodologia general). Estos cortes se

utilizaron para aplicar técnicas de lectin- e inmunohistoquimica, en el laboratorio
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de Biologia del desarrollo, Instituto de Fisiologia, biologia molecular y

neurociencia (IFIBYNE)-CONICET-UBA.

Lectina-histoquimica

Cortes provenientes de las tres secciones del intestino, de peces control y
tratados con la dosis alta de MCLR, se desparafinaron en xilol y se hidrataron en
alcoholes de graduaciéon decreciente y en PBS. Luego se incubaron con las
siguientes combinaciones de lectinas (n = 2 en las combinaciones 1y 2yn=1en
3):

1) Concanavalina A-Fluoresceina (ConA-F) + Ioduro de propidio: Se incubd con

ConA (1:50) durante 1 hora, en cdmara himeda a temperatura ambiente y en
oscuridad. Luego de lavar en PBS, se agregé ioduro de propidio (tincién nuclear)
durante 4 minutos, se lavé una vez més en PBS y se monté6 en glicerol-PBS (50:50).

2) Aglutinina de germen de trigo (WGA) + ConA: Se incubé con WGA biotinilada

(1:300) por 16 horas, en cdmara hiumeda en oscuridad y a 4 °C. Luego de lavar en
PBS, se agrego estreptavidina-rodamina (1:500) y ConA-F (1:50). Se incub6é durante
2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego se lavé en PBS y se mont6 con
glicerol-PBS (50:50).

3) Aglutinina de Dolichos biflorus (DBA) + ConA-F succinilada (ConA-succ): Se

incub6é con DBA biotinilada (1:100) hasta el dia siguiente (16 horas), en cdmara
htiimeda en oscuridad y a 4 °C. Luego de lavar en PBS, se agreg6 estreptavidina-
rodamina (1:500) y ConA-succ (1:50). Se incub6é durante 2 horas a temperatura

ambiente y en oscuridad. Luego se lavé en PBS y se monté en solucion de glicerol-

PBS (50:50).

Las preparaciones se observaron y fotografiaron con microscopio confocal
Olympus Fluoview, utilizando el software Fluoview V 5.0. Las imagenes obtenidas
fueron analizadas cuali-cuantitativamente por tres 3 observadores, que

desconocian el origen de cada imagen, utilizando las siguientes referencias: 0 (no
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se observa reaccion), 1 (reaccion débil), 2 (reacciéon moderada), 3 (reaccién intensa).
Este analisis se aplic6 en glicocdlix, células caliciformes y enterocitos. Las células
caliciformes se clasificaron y contaron de acuerdo a su reacciéon con cada lectina. La

afinidad de las lectinas utilizadas se detalla en la Tabla 1.

LECTINA + ORIGEN GLUCIDO QUE EMISION DEL
FLUROCROMO RECONOCE FLUOROFORO
Con A-F Canavalina a-D-manosa, a-D-galactosa 520 nm

ensiformis
ConA-F-succ Canavalina a-D-manosa, a-D-galactosa 520 nm
ensiformis
DBA biotinilada + Dolichos a-N-acetil-D-galactosamina 570 nm
estreptavidina- biflorus
rodamina
WGA biotinilada + Tritucum B-N-acetil-D-glucosamina, 570 nm
estreptavidina- vulgare acido acetil-neuraminico
rodamina (acido sidlico)

Tabla 1. Combinacion de lectinas utilizadas.

Inmunohistoquimica

Cortes de intestino medio de O. hatcheri, control y tratados con MCLR (dosis
baja y alta) fueron hidratados en alcoholes de graduacién creciente y en PBS y
tratados con los anticuerpos primarios que se describen en la tabla 2. Los pasos
seguidos para aplicar cada anticuerpo fueron los siguientes:
Anti-ABCG2: En los cortes hidratados, se bloquearon peroxidasas endégenas y
sitios inespecificos de union (descripcion detallada en metodologia general, secciéon
10.2). Se incub6 con anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C en cdmara
himeda. Luego de llevar a temperatura ambiente (30 minutos) se lavé en PBS y se

incubd con el anticuerpo secundario (anti-conejo) biotinilado (1:2000) durante 40
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minutos. Se lavé con PBS y se agregé estreptavidina-HRP (1:200) durante 45
minutos y se revel6 con DAB metodologia general, seccion 10.2).

Anti-ABCBI1: Se realiz6 el mismo procedimiento descripto arriba. En algunos
cortes, ademas, se realiz6 desenmascaramiento de antigenos (en buffer citrato, pH
6 durante 15 minutos a ebullicién en bafio maria).

Anti-ABCC4: Se realiz6 el mismo procedimiento pero utilizando como anticuerpo
secundario (anti-cabra) biotinilado (1:1000).

Anti-ABCC2: Se realizé el mismo procedimiento utilizando como anticuerpo
secundario (anti-ratén) biotinilado (1:200). También se realizaron pruebas con
desenmascaramiento de antigenos (en buffer citrato, pH 6 durante 15 minutos a

ebullicién en bafio maria).

ANTICUERPO | ORIGEN TIPO EPITOPE QUE MARCA
PRIMARIO RECONOCE
Anti-ABCC2 ratobn | monoclonal aa 1339-1541 ENZO - Life
mADb (M2111-6) Abcc? de rata Sciences
Anti-ABCC4 cabra policlonal Secuencia ABCAM
ab77184 CNGQPSTLTIFETAL de la
region C-terminal de
ABCC4 humano y rata
Anti-ABCG2 conejo policlonal aa 301-370 de Abcg?2 de Santa Cruz
(M-70): sc-25822 rata y raton
Anti-Mdr (H- conejo policlonal aa 1040-1280 Santa Cruz
241): sc-8313 ABCB1 humano

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados.
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RESULTADOS

Lectina-histoquimica

ConA + Ioduro de wpropidio: En todos los cortes la lectina ConA marcod

positivamente el citoplasma de los enterocitos, con baja intensidad (1). En la zona
apical o subapical, se destaca una marca de aspecto granular, con intensidad 2 en
la seccién anterior y 1-2 en la seccién media. En la seccién posterior esta marca es
maés tenue y casi no se diferencia de la del resto de la célula. Esta tendencia de
intensidad de reacciéon a ConA decreciente de anterior a posterior, se observa tanto
en los enterocitos control como en los tratados. El glicocalix también presenta una
marca de intensidad moderada-alta, a excepciéon del intestino medio de los
individuos tratados, donde la marca fue débil. Las células caliciformes reaccionan
mayoritariamente de manera moderada a intensa (2-3) (tablas 3 y 4). En la figura 1
se muestras imagenes de los controles (no se muestran los tratados con MCLR por

las escasas diferencias mencionadas en texto).

ESTRUCTURA ANTERIOR MEDIO POSTERIOR
CONTROL | MCLR | CONTROL MCLR CONTROL MCLR
GLICOCALIX 23 2 2-3 1 2 2
CALICIFORMES 2 3 3 3 2-3 1-2
ENTEROCITOS
Apical-Subapical 2-3 2 2 1-2 1-2 1-2
Cuerpo celular 1 1 1 1 1 1

Tabla 3. Andlisis cualitativo de la reactividad de la lectina ConA en tres secciones intestinales de O. hatcheri;
peces control y peces intoxicados con MCLR (5 ug MCLR/ g pez). Referencias: 0 (reaccion negativa),
1(reaccion débil), 2(reaccion moderada), 3 (reaccion intensa).

137




Capitulo III: Lectina- e inmunohistoquimica en intestino de O. hatcheri

CALICIFORMES Con A Sin reaccién Total de células)
ANTERIOR CONTROL 96 % 4% 110
100% - 336
MCLR 100% - 174
100% - 326
MEDIO CONTROL 94% 6% 179
100% - 230
MCLR 96% 4% 218
99% 1% 305
POSTERIOR CONTROL 100% - 135
100% - 330
MCLR 78% 22% 120
100% - 190

Tabla 4. Andlisis cuantitativo de células caliciformes. En % se expresa la proporcion de células caliciformes
que reaccionaron con la lectina ConA y las que no reaccionaron. n = 2 por tratamiento y seccion intestinal.

WGA + ConA: Al comparar entre los cortes de peces control y tratados con MCLR,

se observan diferencias de reaccién frente a la lectina WGA. Los controles de las
secciones anterior y media del intestino presentan reacciéon de intensidad
moderada con WGA en glicocalix, con algunos sectores con colocalizacion de
ambas lectinas; mientras que en los individuos tratados con MCLR la marca es
intensa con WGA y también presentan sectores con colocalizacién, salvo en el
tratado anterior, donde practicamente todo el glicocalix muestra una marca intensa
correspondiente a WGA. En intestino posterior de individuos control, se observa
un glicocalix distribuido sobre toda la superficie del tejido, con marca intensa de
WGA, en algunas zonas combinada con ConA, mientras que en el tratado, no se
encuentra una marca continua ni definida, salvo en sectores donde hay actimulos
de secrecion marcados intensamente con WGA.

Las células caliciformes son abundantes en todo el intestino y se evidencia
colocalizaciéon de ambas lectinas, con intensidad de reacciéon entre moderada e

intensa. En la seccién media, las lectinas colocalizan sé6lo en algunas células. En
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esta seccion, en los cortes control predomina la marca de WGA, con intensidad
moderada y células en las que las dos lectinas colocalizan pero con predominancia
de WGA. En los tratados con MCLR predominan las células caliciformes que
reaccionaron intensamente con ConA y hay abundante colocalizacién con
predominancia de ConA. En la seccién posterior, en el control hay algunas células
caliciformes que reaccionan intensamente con WGA, algunas que reaccionan con
ConA y en muchas se observa colocalizaciéon. En los tratados, se observa
abundante cantidad de células caliciformes, de las cuales la mayoria reacciona con
ConA, otras no reaccionan con ninguna lectina y otras presentan reaccién débil a
WGA.

En cuanto a los enterocitos, sélo reaccionan con ConA, de manera débil en el
cuerpo celular y con intensidad moderada en granulos apicales-subapicales (tablas

5y 6; fig. 2).

ESTRUCTURA ANTERIOR MEDIO POSTERIOR
CONTROL MCLR CONTROL MCLR CONTROL MCLR
GLICOCALIX 2 (WGA) 3 (WGA) 2(WGA) 3 (WGA) 3 (WGA) 3(WGA)
CALICIFORMES 2 (WGA) 2-3(WGA) 2 (WGA) 2 (WGA) 2-3 (WGA) 0-1(WGA)
2 (ConA) 2-3(ConA) 2 (ConA) 2-3 (ConA) 2 (ConA) 2 (ConA)
ENTEROCITOS
Apical-Subapical 2 (Con A) 2 (Con A) 1-2(ConA) | 1-2(Con A) | 1-2(ConA) | 1-2(Con A)
Cuerpo celular 1 (ConA) 1 (ConA) 1 (ConA) 1 (ConA) 1 (ConA) 1 (ConA)

Tabla 5. Andlisis cualitativo de la reactividad de las lectinas ConA y WGA, en las secciones intestinales de
Odontesthes hatcheri; peces control y peces intoxicados con MCLR (5 ug MCLR/ g pez). Referencias: 0
(reaccién negativa), 1(reaccion débil), 2(reaccion moderada), 3 (reaccion intensa).
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CALICIFORMES Con A WGA Colocalizacién Sin Total de
reaccion | células
CONTROL 10% 5% 82% 3% 151
ANTERIOR 29% 0 0 71% 119
MCLR
13% 39% 48% 0 142
CONTROL 11% 57% 24% 8% 163
MEDIO 65% 0 35% 0 170
MCLR
10% 31% 59% 0 244
o 78% o
CONTROL 16% (intensidad 2-3) 6% 0 93
POSTERIOR 19%
MCLR 49% 0 32% 192
(intensidad 1)

Tabla 6. Andlisis cuantitativo de células caliciformes. En % se expresa la proporcion de células que
reaccionaron con la lectina Con A, con WGA, las que colocalizaron y las que no reaccionaron. n = 1-2 por
tratamiento y seccion intestinal.

DBA + ConA succinilada: Al comparar entre los cortes control y tratados con

MCLR, se observan leves diferencias de reaccion frente a las lectinas ConA-succ. y
DBA. No se pudieron analizar los cortes correspondientes al control de la secciéon
anterior por fallas técnicas. Las secciones media y posterior presentan marca
intensa de ConA de forma granular, en la zona apical-subapical de los enterocitos
y una marca de intensidad baja, en glicocalix. Esta marca de ConA-succ se vuelve
mas suave, tanto en citoplasma como en la zona apical de los enterocitos de
intestino posterior. En ambas secciones, se ve poca cantidad de células
caliciformes, algunas con marca intensa de ConA, otras con DBA, otras con
colocalizacion. Se observan también células caliciformes sin marca, en menor
proporcion (tablas 7 y 8, fig. 3). En los cortes de peces tratados con MCLR, se
observa, en general, un aumento en la cantidad de células caliciformes con

colocalizacion de ambas lectinas y una disminucién en las células reactivas a DBA.
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ESTRUCTURA ANTERIOR MEDIO POSTERIOR
CONTROL MCLR CONTROL MCLR CONTROL MCLR
GLICOCALIX - 1-2 (ConA) | 1-2(ConA) | 1-2 (ConA) 1(ConA) 1(ConA)
CALICIFORMES - 3(DBA) 3(DBA) 3(DBA) 3(DBA) 3(DBA)
3(ConA) 2-3(ConA) 3(ConA) 3(ConA) 3(ConA)
ENTEROCITOS
Apical_Subapical - 3 (Con A) 3 (Con A) 3 (Con A) 2 (Con A) 2 (Con A)
Cuerpo celular 1 (ConA) 1 (ConA) 1 (ConA) 1 (ConA) 1 (ConA)

Tabla 7. Andlisis cualitativo de la reactividad de las lectina ConA succinilada y DBA, en las secciones
intestinales de Odontesthes hatcheri; peces control y peces intoxicados con MCLR (5 ug MCLR / g pez).

Referencias: 0 (reaccion negativa), 1(reaccion débil), 2(reaccion moderada), 3 (reaccion intensa).

CALICIFORMES ConA DBA Colocalizacion Sin Total (n° de
reaccion células)

ANTERIOR CONTROL - - - - -
MCLR 36% 45% 15% 4% 167
MEDIO CONTROL | 36% 33% 20% 12% 101
MCLR 43% 10% 46% 0 164
POSTERIOR CONTROL | 35% 55% 0 11% 130
MCLR 35% 55% 10% 0 163

Tabla 8. Andlisis cuantitativo de células caliciformes. En % se expresa la proporcion de células que
reaccionaron con la lectina ConA, con DBA, las que colocalizaron y las que no reaccionaron. n = 1 por

tratamiento y seccion intestinal.
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Figura 1. Secciones anterior (a), media (c) y posterior (e) del intestino de Odontesthes hatcheri (individuos
control). Aumento 200 x. Detalle del recuadro amarillo en aumento 400 x en fotos (b), (d) y (f). Lectina ConA
(emision a 520 nm, marca verde), niicleos marcados con Ioduro de propidio (emision a 617 nm, marca roja).
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Figura 2. Secciones anterior (a), media (c) y posterior (e) del intestino de Odontesthes hatcheri control.
Secciones anterior (b), media (d) y posterior (f) de peces intoxicados con MCLR. Aumento 200 x. Lectina
ConA (emision a 520 nm, marca verde), lectina WGA (emision a 570 nm, marca roja).
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Figura 3. Secciones media (b) y posterior (d) del intestino de Odontesthes hatcheri control. Secciones anterior
(a), media (c) y posterior (e) de peces intoxicados con MCLR. Aumento 200x. Lectina ConA (emision a 520
nm, marca verde), lectina DBA (emision a 570 nm, marca roja).
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Inmunohistoquimica

De los anticuerpos utilizados (anti- ABCB1, ABCC2, ABCC4 y ABCG2), s6lo
reaccionaron positivamente anti-Abcc4 y anti-Abcg2. No se encontraron
diferencias de marcacion entre cortes de intestino de individuos control e
intoxicados con MCLR (dosis baja y dosis alta de MCLR). En los controles
negativos (sin anticuerpo primario) no se evidencié ninguna reacciéon. La marca de
Abcg? fue intensa en la regién subapical de los enterocitos, inmediatamente por
encima de los ntcleos. Mientras que la marca de Abcb4 se ubicé en la membrana
basolateral de los enterocitos y fue maés visible en la porciéon proximal de las
vellosidades (cercana a la tinica muscular). El anticuerpo contra Abcb4 marcéd

intensamente las capas de musculo longitudinal y circular del intestino.
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Figura 4. a) Control negativo Abcg2, b) reaccion positiva con anti-Abcg2 en intestino de peces control, c) en
intestino de peces tratados con 2 ug g MCLR, y d) en intestino de peces tratados con 5 ug ¢* MCLR.
Aumento: 400 x.
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b)
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Figura 5. a) Control negativo Abccd,aumento 400 x, b) reaccion positiva con anti-Abcc4 en intestino de
peces control, aumento 200 x, c) detalle a 400 x. d) Reaccién positiva con anti-Abcc4 en intestino de peces
tratados con 2 pug g1 MCLR, aumento 200 x, e) detalle a 400 x. f) Reaccion positiva con anti-Abccd en
intestino de peces tratados con 5 ug g MCLR, aumento 200 x, g) detalle a 400 x.
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DISCUSION

En los peces, la secrecion intestinal de mucus cumple numerosas funciones,
que incluyen desde participacion en la digestion, excrecion y regulaciéon idnica y
osmotica a proteccion frente a enzimas digestivas y agentes patégenos (Dezfuli et
al., 2010). La secrecién mucosa es variable entre especies, sexo, edad, época del afio
y condiciones patoldgicas (Pang et al., 1987; Falk et al., 1994; Chae y Lee, 1995;
Zanuzzi et al., 2010), por lo que resulta dificil establecer una composicién general
del mucus. Los estudios lectinhistoquimicos pueden brindar informacién, entre
otras cosas, sobre la composicion de estas secreciones y sobre la presencia de
distintos glicoconjugados a lo largo del intestino. En el caso particular de esta
tesis, el uso de lectinas revelé efectos de MCLR sobre la composiciéon de las
secreciones y sobre la presencia de distintos glicoconjugados, en distintas secciones
del intestino de O. hatcheri, segtin lo esperado (P1).

La reaccion positiva a la lectina ConA indica la presencia de a-D-manosa
y/o a-D-galactosa a lo largo de todo el intestino, sobre todo en células caliciformes,
en el glicocdlix y en la zona apical de los enterocitos. En muchas de las
preparaciones obtenidas, la marca apical aparece con un aspecto granular,
probablemente debido a las microvellosidades, lo que no permite discernir
claramente si se trata de una marca de membrana y/o de acimulos subapicales. Al
comparar la intensidad de reaccién con esta lectina en enterocitos, a lo largo del
intestino, en todos los casos se observa una disminucion de intensidad desde la
seccion anterior hacia la posterior, indicando que la presencia de estos compuestos
es mas abundante al comienzo del intestino. Por el contrario, las células
caliciformes presentaron una marca intensa de ConA, uniforme a lo largo del
intestino. La presencia de residuos de manosa tendria un papel protector contra
infecciones bacterianas (Lemaitre et al., 1996; Burkhardt-Holm, 1997; Diaz et al.,
2005). La variante succinilada de ConA marcé las mismas zonas que ConA pero

parece tener mas especificidad de reaccion. Por ejemplo, en los enterocitos,
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especialmente en la seccién posterior, ConA-succ muestra una marca delgada y
nitida de membrana mientras que la marca de ConA forma una banda mas ancha y
de aspecto granular, de membrana apical hacia la zona subapical.

La lectina WGA reconoce especificamente [3-N-acetil-D-glucosamina y acido
sidlico. En las preparaciones hechas con la combinacion WGA-ConA, se observa
un efecto de MCLR sobre el patrén de secreciéon de las células caliciformes,
particularmente en la seccion media del intestino. En el control se observa
predominancia de células secretoras de aztcares reactivos a WGA, mientras que en
los tratados predominan las células caliciformes reactivas a ConA. En este caso
particular, se podria suponer que el tratamiento con MCLR, aumenta la
producciéon de monosacaridos defensivos como a-D-manosa. Ademads, en los
tratados, la marca de WGA aparece més intensamente en glicocdlix al tiempo que
disminuyen el nimero de células caliciformes con dicha marca, aunque aumenta el
porcentaje de células caliciformes en las que colocalizan ambas lectinas. Estos
resultados sugieren que aumenta la liberaciéon del contenido de las células
caliciformes WGA-positivas frente a la exposicion a MCLR. La p-N-acetil-D-
glucosamina es un monosacarido con un grupo amino como parte de su estructura.
Este compuesto es nutriente, metabolito intermediario y componente del glicocalix,
y estd presente en todas las células del cuerpo. En el intestino delgado de
mamiferos, protege al epitelio de las enzimas de la digestiéon y otros peligros
potenciales del contenido intestinal (Pavlova et al.,, 2013). El aumento de la
presencia de este compuesto en el glicocdlix del intestino medio de O. hatcheri
podria reflejar la activacién de un mecanismo de defensa contra MCLR. El &cido
sidlico, otro compuesto afin a la lectina WGA, se ha descripto en numerosas
especies de peces a través de métodos histoquimicos y andlisis quimicos (Diaz et
al., 2008, 2010). Las glicoproteinas acidas del tipo sialiladas reducen la viscosidad
del mucus (Domeneghini et al., 1999; Meyer et al., 2009).

En la seccion posterior, parece que el tratamiento con MCLR disminuye la

producciéon de [-N-acetil-D-glucosamina y/o 4&cido sidlico en las células
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caliciformes, debido a que la reaccion frente a WGA es débil o nula, no hay
colocalizaciéon de ConA y WGA y aumenta sensiblemente el porcentaje de células
sin marca, con respecto al control. Por otro lado, el aumento de las células
caliciformes ConA positivas podria reflejar una respuesta defensiva a través de la
secrecion de a-D-manosa, como en el intestino medio.

La lectina DBA, que indica la presencia de a-N-acetil-D-galactosamina,
reacciond solo en células caliciformes. En los cortes de peces intoxicados con
MCLR, se observa un aumento en la cantidad de células donde colocalizan DBA y
ConA respecto de los controles. Esto sugiere que algunas de estas células liberarian
combinacién de a-D-manosa/a-D-galactosa (reacciéon con ConA) y a-N-acetil-D-
galactosamina (reaccion con DBA), frente a intoxicacién con MCLR; mientras que
en los controles las secreciones aparecen en células separadas. El glicoconjugado a-
N-acetil-D-galactosamina (reaccion DBA), se relaciona con funciones de

lubricacién, proteccion y transporte de moléculas, al igual q otros glicoconjugados

(Diaz et al., 2012).

De acuerdo a la bibliografia revisada para esta tesis, no hay estudios previos
de lectina-histoquimica en O. hatcheri, ni estudios sobre los efectos de MCLR sobre
la composicién de glicoconjugados en intestino de peces ni de otros grupos. Diaz et
al. (2012) estudiaron los glicoconjugados de la mucosa de la cavidad faringea y del
esofago de O. bonariensis, utilizando lectinas. En dicho trabajo se observa reaccién
positiva a DBA, entre otras lectinas aplicadas, indicando la presencia, aunque
escasa, de a-N-acetil-D-galactosamina, sobre todo en glicocalix y en células
epiteliales. También encuentran reaccién positiva a ConA en la superficie de las
células de faringe y eséfago y WGA en células mucosas, epiteliales y en el
glicocalix de ambos 6rganos. En otro trabajo que estudia la composicion de
glicoconjugados a lo largo del intestino de individuos de O. bonariensis colectados
en distintos embalses de la Argentina, se describe una reaccién intensa a DBA en

células caliciformes de la seccion media del intestino y menor reaccion en las
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secciones anterior y posterior (Castagnino, 2005). En contraste, los resultados
obtenidos en este capitulo con O. hatcheri no ponen en evidencia diferencias en
cuanto a la reaccion de DBA en caliciformes a lo largo del intestino. Castagnino
(2005) también observa que en la seccion media del intestino predomina la reaccion
frente a ConA, aunque no en células caliciformes, a diferencia de O. hatcheri (esta
tesis), donde en todas las secciones, las células caliciformes reaccionan de manera
moderada-intensa con ConA, aunque los dos trabajos coinciden en que los
enterocitos son ConA-positivos.

En O. bonariensis Castagnino (2005) concluye que en la seccién anterior hay
mas galactosa/N-acetilgalactosamina (DBA), en intestino medio predominan
glicoconjugados con residuos de manosa/glucosa (ConA) y N-acetilglucosamina
(WGA), y en posterior predomina N-acetilglucosamina (WGA). En O. hatcheri, se
observa un patrén distinto. DBA reaccioné intensamente a lo largo de todo el
intestino, sin ser evidentes diferencias entre secciones. ConA, present6 reacciéon
mas intensa en enterocitos de la seccién anterior y media, aunque en células
caliciformes la marca fue intensa en las tres secciones. En cuanto a WGA, al igual
que en O. bonariensis, la reaccién de esta lectina en la secciéon posterior de intestino
fue intensa, tanto en glicocalix como en células caliciformes en comparacion con las

secciones anterior y media.

En cuanto a los resultados de inmunomarcaciéon de transportadores ABC,
son pocos los antecedentes en intestino de peces y no existe informacién sobre O.
hatcheri ni sobre O. bonariensis. Lamentablemente, no fue posible marcar Abcc2 y
relacionar su ubicaciéon en membrana con el transporte de MCLR detectado
funcionalmente en el capitulo 2. Se sabe que los anticuerpos comerciales
disponibles para transportadores ABC de mamiferos funcionan en muy pocos
casos para identificar proteinas de peces (Luckenbach et al., 2014). En particular, se
utilizaron anticuerpos especificos contra Abcc2 y Abcbl de mamiferos, no

pudieron lograrse resultados positivos por inmunohistoquimica ni por Western
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blott (anexo II, pag. 197). Los transportadores detectados exitosamente, Abcg2 y
Abcc4, no presentan cambios en cuanto a su ubicacién en la célula o intensidad de
marca frente a la intoxicacion con MCLR (a diferencia de lo esperado, P2a, b).
Ninguno de ellos ha sido relacionado hasta ahora con el transporte de esta toxina y
no se puede descartar que al ser anticuerpos contra proteinas de mamiferos,
tengan reaccién cruzada con més de una proteina ABC en peces (Luckenbach et al.,
2014). Sin embargo, la localizacién de la marca para ambas proteinas detectadas
coincide con lo esperado segtn los antecedentes en mamiferos. Ademés, el anélisis
de alineamiento de las secuencias de aminoacidos reconocidas por los anticuerpos
utilizados con las secuencias de proteinas ortélogas en diferentes especies de peces
(ANEXO 1II, pag. 198) y con secuencias de otras proteinas ABC de peces, sugieren

que las marcas obtenidas serian especificas para Abcg?2 y Abcc4 de O. hatcheri.

Como ya se menciond en la introduccién, la ubicacién de ABCC4 es poco
clara en intestino de mamiferos. Existen antecedentes de localizacién basolateral
(Ming y Thakker, 2010; de Waart et al., 2012), apical (Oostendorp et al., 2009) y en
ambas membranas (Li et al., 2007). En intestino de peces, este transportador s6lo ha
sido detectado mediante expresion génica (Loncar et al., 2010; Zaja et al., 2011) y se
desconoce su localizacién. Los resultados de este trabajo indican que Abcc4 se
ubicarfa en la membrana basolateral de los enterocitos y, particularmente, en la
region proximal de las vellosidades, es decir en la regién mas cercana a los vasos
sanguineos. Por otro lado, las capas musculares de la pared intestinal reaccionaron
de manera muy intensa con el anticuerpo anti-Abcc4. Hasta el momento, no se ha
descripto que este transportador esté en abundancia en tejido muscular aunque si
se ha descripto su presencia en musculo liso vascular de mamiferos (Russel et al.,
2008; Klaassen y Aleksunes, 2010) donde podria tener un papel modulador al
controlar la concentracién intracelular de nucleétidos ciclicos (AMPc y GMPc). Lo
mismo podria ser inferido para el musculo liso intestinal de O. hatcheri. Se conoce

que el AMPc es un segundo mensajero celular, que se encuentra implicado en la
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regulacion de una gran variedad de funciones, incluyendo la contraccién
muscular, y que el GMPc también es un mensajero celular que participa en vias de
sefializacion, que llevan a la relajaciéon del musculo liso (Carvajal et al., 2000).

La participacion de ABCC4 en la defensa frente a xenobi6ticos es poco clara,
ya que mayormente se ha visto que transporta sustratos relacionados con el
metabolismo y sefializacién celular (como AMPc, GMPc, prostaglandina E,
estradiol, acidos biliares) (revisiones de Chan et al., 2004; Klaassen y Aleksunes,
2010), aunque a medida que se incrementan los trabajos sobre este transportador
(junto con los estudios sobre Abccb), ambos tipos de transportadores se relacionan
cada vez mas con un papel protector frente a xenobiéticos (Borst et al., 2007; Russel
et al., 2008). Debido a que en este capitulo se encontr6 una proteina tipo Abcc4
basolateral, es posible considerar que participe en el flujo hacia el lado serosal de
MCLR. Aunque no se menciona a DNP-SG ni a calceina como sustratos de este
transportador (Borst et al., 2007; Klaassen y Aleksunes, 2010), si se ha informado
que transporta varios sustratos de Abcc2, como metotrexato, estradiol 17
glucurénido, entre otros (Borst et al., 2007; Klaassen y Aleksunes, 2010) y que es
sensible a MK571 (Russel et al., 2008).

En cuanto a ABCG2, en mamiferos, mediante inmunohistoquimica se
observé marcacion prominente de este transportador en la membrana apical del
intestino delgado y colon, asi como también en la membrana canalicular de
hepatocitos (Chan et al., 2004). La ubicacién subapical en los enterocitos obtenida
en este capitulo, podria indicar que este transportador se encuentra inserto en
vesiculas intracelulares cercanas al aparato de Golgi, que, frente a un estimulo
adecuado, se insertarian en membrana. En este trabajo, MCLR no provocé que esta
localizacion subapical se alterara. Notablemente, no se observa ninguna marca en
membrana apical, lo que sugiere que, en el intestino de O. hatcheri, este
transportador solo es funcional cuando su translocacion a membrana es

estimulada.

156



CONSIDERACIONES FINALES Y
CONCLUSIONES



Consideraciones finales y conclusiones

CONSIDERACIONES FINALES

Las cianotoxinas son un problema ambiental en diversas partes del mundo.
El riesgo que implican para la salud humana y para el ambiente hace que los
estudios sobre toxicidad y bioacumulaciéon de estas toxinas sean de gran
relevancia, sobre todo en organismos acuaticos, que viven en ambientes donde en
general existen cianobacterias y sus metabolitos toxicos. Dentro de la biota
acuatica, comprender la relacién de los peces con las cianotoxinas es fundamental
debido a que las mortandades en poblaciones naturales de peces y en
establecimientos de acuicultura, causadas por cianotoxinas pueden acarrear
grandes pérdidas econdmicas, sumadas al riesgo para la salud que implica

consumir alimento con estas toxinas.

En esta tesis, se tom6 como modelo principal a una especie de importancia
regional, el pejerrey patagoénico, Odontesthes hatcheri, para estudiar varios aspectos
de la toxicocinética de la cianotoxina MCLR en peces omnivoros. En el capitulo II
se abord6 un tema muy poco tratado hasta ahora en toxicologia y fisiologia de
peces, como el transporte celular de toxinas en epitelio intestinal, especialmente a
través de proteinas ABC. Se hizo foco en el intestino debido a que este érgano es el
primer paso en la absorcién/eliminaciéon de compuestos téxicos vy,
paraddjicamente, es uno de los 6rganos en los que estas funciones han sido menos
estudiadas en peces. Para el desarrollo de este tema, se incorporé una segunda
especie, que es un modelo muy importante para estudios de biologia de peces en
todo el mundo y que, ademds, es un recurso muy importante en la regién

patagonica, la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss.

Toxicocinética de MCLR en Odontesthes hatcheri

O. hatcheri habita ambientes, donde las cianobacterias son importantes

componentes del plancton y donde eventualmente ocurren floraciones toxicas
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(Puig, 1992; Wenzel y Diaz, 2008; Echenique y Aguilera, 2009; Othaz Brida et al,,
2010). Mas atn, las cianobacterias son frecuentes en el contenido digestivo en esta
especie (Vila y Soto, 1981; Ferrada, 2010; Hualde et al., 2011). En el primer capitulo
de esta tesis, a través de la intoxicacién in vivo con células de M. aeruginosa, se pudo
confirmar que O. hatcheri es capaz de digerir células de cianobacterias y de
absorber la toxina liberada en el tracto digestivo. Esto indica que, atin en ausencia
de floraciones visibles, O. hatcheri podria estar expuesto a cianotoxinas.

En el capitulo I se observa que la mayor cantidad de MCLR acumulada en
O. hatcheri representa aproximadamente el 34% del total de la toxina administrada.
Este valor se registra a las 3 horas post-intoxicacién y comprende lo acumulado en
intestino (32%) e higado (2%). Esto sugiere que el intestino es una importante
barrera para la entrada de la toxina. Se conoce que MCLR ingresa a las células por
transportadores Oatp (Fischer et al., 2005; Boaru et al., 2006) y en el interior de la
célula es conjugada con GSH (Pflugmacher et al., 1998), facilitando de esta forma
su posterior eliminacién. La proporciéon limitada de MCLR detectada en O.
hatcheri, podria relacionarse con la capacidad de absorcién de MCLR (por ejemplo,
la afinidad de los transportadores Oatp), o con la participaciéon de transportadores
de defensa, que eliminen la toxina absorbida nuevamente hacia el lumen intestinal,
sin permitir que la misma se acumule en su totalidad en intestino ni llegue a otros
tejidos. En este trabajo no se pudo estudiar la absorciéon de MCLR por Oatp, por lo
que s6lo se analiza la funcién de transportadores que exportan de la célula la

MCLR absorbida.

Aunque existen trabajos que relacionaron la eliminacién de MCLR con la
actividad de la proteina Abcbl (Contardo-Jara et al., 2008; Amé et al. 2009), los
antecedentes de transporte de MCLR son escasos. Considerando la afinidad de los
transportadores Abcc por sustratos conjugados con GSH y el hecho de que este
tipo de transportadores se encuentran en gran proporcion en los tejidos de peces,

incluyendo al intestino de O. mykiss (Zaja et al., 2008; Fischer et al., 2011; Ferreira et
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al., 2014a; Luckenbach et al.,, 2014), en esta tesis se propone que proteinas Abcc
participan en el transporte celular de MCLR. En el capitulo 2, se detect6 inhibicion
concentraciéon-dependiente del transporte de los sustratos de Abcc, DNP-SG y
calceina por MCLR, en preparaciones ex vivo de intestino de O. hatcheri y O. mykiss.
Esto sugiere que, en los enterocitos de ambas especies, MCLR es metabolizada por
conjugacion con GSH, seguida por la excreciéon hacia el lumen del intestino, a
través de transportadores tipo Abcc de ubicacién apical. A su vez, parte de la
toxina metabolizada es transportada hacia el lado serosal a través de proteinas tipo
Abcc basolaterales. Este es el primer trabajo que estudia la relacion de
transportadores Abcc en la detoxificacion de MCLR y el primero en describir una

posible via de transporte de esta toxina desde los enterocitos hacia la sangre.

Seguin los antecedentes de numerosos trabajos, en los experimentos del
capitulo I, se esperaba encontrar MCLR acumulada de distintas formas en los
tejidos de O. hatcheri: unida a proteinas o extraible en metanol (nativa o conjugada
con GSH o cisteina). De los resultados obtenidos se observa que la mayor
proporcion de MCLR se encuentra unida a proteinas, tanto en intestino como en
higado. Incluso, parte de la MCLR que alcanza el higado proveniente del intestino,
corresponde a esta fraccion unida a proteinas. Se podria interpretar que la MCLR
que se absorbe en el intestino se combina covalentemente con proteinas, que luego
son degradadas hasta fragmentos més pequefios. Analizando la acumulacién de
MCLR en O. hatcheri a lo largo del tiempo, se observa transferencia de MCLR
desde el intestino hacia el higado (a las 6 horas, la MCLR acumulada en intestino
disminuye a la quinta parte mientras que en el higado aumenta cinco veces). Por
otro lado, de 3 a 6 horas se observa que la toxina acumulada entre los dos 6rganos
disminuye a la mitad, es decir, aunque parte de la MCLR acumulada en intestino
alcanza otros 6rganos como el higado y probablemente rifién, sangre y musculo,
otra fraccion importante parece ser eliminada hacia el lumen intestinal.

Posteriormente, la MCLR acumulada en intestino e higado disminuye hasta niveles
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que resultan indetectables, a las 48 horas. Se podria proponer que en O. hatcheri
ocurre algo similar a lo descripto por He et al. (2012), Zhang et al. (2012) y Li et al.
(2014) quienes describen que, en peces, la mayoria de la MCLR acumulada en los
tejidos se encuentra como conjugado de cisteina. Estos autores relacionan este
metabolito con la degradaciéon de PP-MCLR. Sin embargo, en O. hatcheri, es
relativamente baja la proporciéon de MCLR detectada en la fraccién extraible en
metanol (la que incluye a MCLR-Cis). Ademads, la mayor parte de esta fraccién no
pudo ser detectada por el ensayo de inhibicién de PP1 (mientras que, segtn Ito et
al. 2002, MCLR-Cis es casi tan inhibitoria de la actividad de PP como MCLR), por
lo tanto, se podria pensar que la fraccién extraible en metanol detectada en
intestino e higado de O. hatcheri estaba compuesta mayoritariamente por otros
metabolitos de la degradacion de proteinas, que tienen baja capacidad de inhibir la
actividad PP. De ser asi, surgen interrogantes como qué tipos de metabolitos de
degradacion de proteinas unidas a MCLR se forman y cémo son transportados

hacia afuera del organismo y/o transferidos a otros tejidos.

A pesar de acumular MCLR, O. hatcheri no presenta efectos téxicos notorios.
Solo el higado responde a la toxina, con aumento de actividad de la enzima GST
(tanto por MCLR como por otros componentes de las células de cianobacterias),
aumento de la actividad de CAT, sobre todo en las primeras horas post-
intoxicacién y coincidiendo con dafio a lipidos, el cual se compensa a lo largo del
tiempo, mientras que CAT vuelve a valores control. GST y CAT son parte de las
defensas frente al estrés oxidativo y el hecho de que el higado sea el tinico érgano
que presento efectos, indica que, al igual que lo descripto en numerosos trabajos, es
uno de los 6rganos blanco de la toxina en O. hatcheri. Por otro lado, los efectos
reversibles de dafo a lipidos sugieren que las defensas celulares de O. hatcheri no
son sobrepasadas por la concentraciéon de MCLR.

Lo madas interesante en cuanto a la toxicidad, es no haber detectado

inhibicion de PP1 en ningin momento, en ninguno de los 6rganos estudiados,
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considerando que mayoritariamente se detecta MCLR unida a proteinas. De
acuerdo a la literatura, MCLR inhibe a las proteinas fosfatasas PP1 y PP2A, al
principio por interacciéon reversible y luego en forma irreversible por unién
covalente. Podria especularse que, en O hatcheri, la toxina se une a otras proteinas
(no PP), o que el recambio de estas enzimas en los tejidos estudiados es tan
elevado que el efecto inhibitorio queda enmascarado pero esto ultimo es menos
probable.

En particular, en intestino, donde se acumula la mayor cantidad de MCLR a
las tres horas de la intoxicacién in vivo, no se detecta estrés oxidativo ni inhibicién
de PP. Esto coincide con los resultados del capitulo II, donde en preparaciones ex
vivo de intestino, no se detecta inhibicién de PP1 o PP2A ni ningtn otro efecto
toxico, ain a concentraciones mads altas que las utilizadas en el capitulo 1. Las
diferencias entre especies en este aspecto son notables. En preparaciones de
intestino de O. mykiss, 2,3 ptM MCLR produce inhibicién de PP1 y PP2A. Un efecto
similar se observa con 1,14 uM MCLR, combinado con el inhibidor de Abcc. En
cambio, O. hatcheri no sufre efectos téxicos ni siquiera a concentraciones tres veces

mayores (6,8 uM MCLR).

El hecho de que MCLR inhibiera el transporte de sustratos especificos de
proteinas Abcc en forma concentracion-dependiente, tanto en O. hatcheri como en
O. mykiss sugiere que dichos transportadores participan en la eliminacién de la
toxina, limitando su acumulacién y efectos toxicos. En O. mykiss, el aumento en la
sensibilidad de la actividad de PP1 y PP2A a MCLR, cuando se inhibe el transporte
por Abcc con MK571 refuerza la hipétesis sobre el transporte de MCLR por Abcc.
En O. hatcheri, la falta de efecto visible de la inhibicién de Abcc por MK571, no
permite reforzar esa hipétesis. Como se propuso mas arriba, en esta especie, una
parte importante de la MCLR que ingresa a los enterocitos, se une a proteinas, que
no serian en su mayoria PP, ya que en ninguno de los experimentos se detect6 su

inhibicién. El posterior metabolismo de estas proteinas unidas a MCLR y su
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transporte hacia el lumen intestinal y/o hacia la sangre, el higado y posiblemente
el rifién, es un proceso mas incierto y que excede los limites de los experimentos
realizados en esta tesis. Sin embargo, se podria especular que las proteinas unidas
a MCLR podrian ser degradadas en intestino a péptidos relativamente cortos,
unidos a la toxina, que luego serian exportados hacia la luz del intestino por
proteinas como Abcc2 u otros transportadores ABC apicales, y/o hacia la sangre.
Como alternativa, parte de las proteinas unidas a MCLR podrian pasar a la sangre
por exocitosis y luego ingresar al higado por pinocitosis no especifica (Rindler y
Traber, 1988), donde serian metabolizadas y eliminadas (figura 1). El metabolismo
en intestino explicaria la aparicién en ese 6rgano de una fracciéon soluble de MCLR,
que tiene muy baja capacidad de inhibicién de PP, mientras que la hipétesis de la
exocitosis-pinocitosis explicaria mejor la posterior aparicion de MCLR unida a

proteinas en higado. Estas dos hipétesis no son mutuamente excluyentes.

Otro aspecto a destacar sobre la toxicidad de MCLR, es la detecciéon de
efectos a nivel de la composiciéon de glicoconjugados en la pared intestinal de O.
hatcheri. No existen antecedentes al respecto por lo que serfa interesante
profundizar en estos efectos. Los cambios en la composicion de glicoconjugados
pueden traer diversas consecuencias desfavorables, como afectar la capacidad de
digestion, desatar reacciones inmunes, que perjudiquen el desarrollo del animal o
reducir la capacidad del glicocalix de impedir el acceso de bacterias patégenas al
epitelio. Por otro lado, estos cambios también podrian reflejar una respuesta
adaptativa, que protege al individuo cuando estd expuesto a wuna alta
concentracién ambiental de toxina. Es importante tener en cuenta que estos efectos
fueron provocados s6lo por MCLR, debido a que se utiliz6 toxina purificada de
una floracion de Microcystis sp. En el ambiente natural, la ingestion de células de
cianobacterias podria provocar alteraciones de mayor magnitud o de distinto tipo,
producto de la suma de otros compuestos como los lipopolisacaridos y acidos

grasos de cadena larga de la pared celular.
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Figura 1. Esquema hipotético general que resume los mecanismos de detoxificacion y transporte de MCLR
propuestos, en base a los resultados y a las consideraciones finales de esta tesis. Abcc, proteina de resistencia a
muiltiples drogas; GSH, glutation reducido; GST, enzima glutation S-transferasa; MCLR, microcistina-LR;
MC-—-, MCLR unida a fragmento peptidico de tamario variable; MC-Cis, MCLR conjugada con cisteina;
MC-SG, MCLR conjugada con GSH; MC-proteinas, MCLR unida covalentemente con proteinas
intracelulares, Oatp, polipéptidos transportadores de aniones organicos. MCLR ingresa a los enterocitos a
través de transportadores Oatp. En el interior celular se conjuga con GSH y el conjugado es eliminado de la
célula por transportadores Abcc de ubicacion apical y basolateral. Una parte de la MCLR que ingresa a los
enterocitos se une a proteinas. Estas MC-proteinas pueden salir de la célula por exocitosis o ser degradadas a
fragmentos proteicos mds pequerios unidos a MCLR. Estos fragmentos proteicos podrian ser exportados por
transportadores tipo Abcc o por exocitosis. Desde la sangre, estas formas de MCLR podrian ser captadas en el
higado a través de pinocitosis no especifica. En los hepatocitos, la degradacion de las MC-proteinas
continuaria hasta fragmentos de unos pocos aminodcidos y/o hasta MC-Cis, que luego serian eliminados hacia
los canaliculos biliares por Abcc.
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Riesgos para la para la salud humana e implicancias en la biologia de
O. hatcheri

Aunque en este trabajo no se mide acumulacién de MCLR en musculo, en la
literatura se describe que la acumulacién de esta toxina en musculo de peces es
muy inferior a la acumulacién en otros tejidos como higado, intestino y rifién. En la
revision de Ferrao-Filho y Kozlowsky-Suzuki (2011) se estima una acumulacién en
musculo 50 veces menor que la del higado en el caso de peces omnivoros. En dicho
estudio, s6lo se estima MCLR extraible (no se considera MCLR unida a proteinas)
debido a que existe cierto consenso sobre que la fraccién unida a proteinas no seria
asimilada en el tracto digestivo humano (Ibelings y Chorus, 2007). Considerando el
valor més alto de MCLR extraible en metanol acumulada en el higado de O.
hatcheri (capitulo 1, tabla 1) de 1021 ng MCLR/g tejido a las 3 horas post-
intoxicacién, se podria estimar que en musculo se acumulan 20,42 ng/g. Un filete
de 200 g tendria entonces 4,08 ng MCLR. Teniendo en cuenta que el consumo de
pescado contaminado puede corresponder a una ingesta tnica (un dia o fin de
semana) o a un consumo estacional, donde se consume pescado contaminado
durante varias semanas, Ibelings y Chorus (2007) proponen valores de ingesta
tolerable de MCLR de 2,5 pg MCLR/kg masa corporal y de 0,4 pg /kg masa
corporal por dia, respectivamente (considerando que la MCLR ingerida proviene
s6lo del alimento). De esta manera, un adulto de 70 kg podria consumir hasta 28
ng MCLR diarios estacionalmente, mientras que un nifio de 10 kg podria consumir
4 pg MCLR diarios en las mismas condiciones. Por lo tanto, los 4 pg MCLR
calculados para 200 g de filet de O. hatcheri en las condiciones del experimento 2
del capitulo I, no superan estos limites. El consumo de O. hatcheri no constituiria
peligro alguno para la salud de los adultos, atin con una ingesta estacional. En el
caso de los nifios, la ingesta estacional podria proveer cantidades de MCLR

cercanas al limite recomendado.
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Por otro lado, en la revisiéon de Ferrao-Filho y Kozlowsky-Suzuki (2011) se
menciona que aunque la tendencia de las microcistinas es hacia la biodilucién a lo
largo de la cadena trdfica, en los peces zooplanctivoros se observa
biomagnificacion de la concentracion de estas toxinas. Por lo tanto, los peces
zooplanctivoros podrian adquirir altas concentraciones de microcistina en la dieta.
O. hatcheri es preponderantemente zooplanctivoro en los estadios juveniles,
ademads de consumir cianobacterias directamente, lo que indica que durante esta
etapa estd mas expuesto al riesgo causado por las floraciones de cianobacterias y el
consumo humano de pejerreyes juveniles no deberia recomendarse cuando se

detecten floraciones.

Otro aspecto interesante a considerar es que O. hatcheri detoxifica la MCLR
acumulada en tiempos relativamente cortos (24-48 horas). En caso de que se
desarrollara la acuicultura de esta especie, esta caracteristica permitiria la
aplicacion de técnicas para la limpieza de los individuos contaminados por
floraciones toxicas antes de sacrificarlos para consumo humano. En un embalse
como el Exequiel Ramos Mexia, podrian trasladarse las jaulas a sectores de agua
limpia (donde los efectos del viento y las corrientes mantengan alejadas las
acumulaciones de cianobacterias). Luego de un periodo de 48 horas de
detoxificacion en estas aguas, los ejemplares estarian en condiciones de ser
procesados para consumo humano con menos probabilidad de riesgo de ingerir

cianotoxinas.

Diferencias interespecificas de sensibilidad frente a MCLR

En preparaciones de intestino, el transporte de DNP-SG se inhibe a menores
concentraciones de MCLR y MK571 en O. mykiss que en O. hatcheri. Ademas, 2,3
uM MCLR inhibe significativamente la actividad de de PP1 y PP2A en intestino de
O. mykiss, mientras que en intestino de O. hatcheri no se observa esta inhibicién

aan a 6,8 uM. Tampoco se evidencia inhibicién de PP en intestino de O. hatcheri
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intoxicado in vivo. Esto sugiere que el intestino O. hatcheri es mds resistente a
MCLR que el de O. mykiss. Esta resistencia condice con la dieta
omnivora/planctivora de O. hatcheri y con su capacidad de digestion de
cianobacterias (capitulo 1), que hacen que sea probable que consuma cianotoxinas
cuando se alimenta. Esta resistencia a MCLR podria ser comparable con la de la
especie fitoplanctéfaga Hypophthalmichthys molitrix, que se alimenta habitualmente
de cianobacterias toxicas (Xie et al., 2004, 2005). Sin embargo, en esta tesis no se ha
estudiado la resistencia de O. hatcheri a altas concentraciones ambientales de

MCLR, como si se ha probado para H. molitrix (Xie et al., 2005).

El transporte de MCLR a través de Abcc en O. mykiss y en O. hatcheri
deberia ser tenido en cuenta en estudios de toxicologia ambiental de elementos y
compuestos toxicos, que puedan interactuar con la misma via de detoxificacion.
Por ejemplo el arsénico, el cobre y el mercurio también podrian ser detoxificados
via actividad GST y de transportadores Abcc (Miller et al., 2007; Bosnjak et al.,
2009). La competencia por la via de detoxificacion podria llevar al aumento de las
concentraciones intracelulares de MCLR y otros compuestos téxicos, que estén
presentes al mismo tiempo, aumentando su capacidad de dafio. Por ejemplo, en
esta tesis se vio que una concentracién en principio inocua para el intestino de O.
mykiss (1,14 uM MCLR) puede volverse toxica al estar combinada con un
compuesto que bloquea el transporte por Abcc.

Comprender las diferencias de sensibilidad entre especies de peces frente a
MCLR asi como su dindmica de acumulacion y eliminacién de toxinas, resulta de
gran utilidad para evaluar y predecir el riesgo ambiental y econémico asociado a la
presencia de cianobacterias téxicas sobre poblaciones naturales o comerciales de
peces. Permitira por ejemplo, seleccionar especies para la acuicultura que, ademas
de ser importantes en cuanto a su aporte nutricional y valor comercial, sean

resistentes a las cianotoxinas y no las acumulen significativamente.
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Por dltimo, es importante realizar una consideracién sobre el origen de
losindividuos de O. hatcheri utilizados en esta tesis. En una parte importante del
area de distribucion natural de esta especie, la introduccion de ejemplares de O.
bonariensis ha dado como resultado hibridos fértiles y procesos de introgresion
génica (Crichigno et al., 2013; 2014). Originalmente, ambas especies de pejerrey se
diferenciaban, entre otros aspectos, por su distribucién geogréfica. O. hatcheri se
describe como especie tipica de la region suroeste de Cuyo y la Patagonia (Aigo et
al., 2008) mientras que O. bonariensis es caracteristica del centro-este de la
Argentina (regiéon pampeana) (Lopez et al., 2008). Sin embargo, la introduccién
antropogénica de O. bonariensis en ambientes de O. hatcheri generd flujos génicos
entre ambas especies. En varias regiones de la Patagonia se observa la aparicion de
individuos con morfologia intermedia entre O. hatcheri y O. bonariensis y en
particular, la regién de donde provinieron los ejemplares utilizados para esta tesis,
se encuentra dentro de una zona considerada de hibridizacién (Crichigno et al.,
2013). Lamentablemente, no se han realizado estudios morfol6gicos ni moleculares
que permitan evaluar el grado de introgresiéon génica que presentaban los
ejemplares utilizados en esta tesis. Serfa importante a futuro estudiar si los
resultados obtenidos en esta tesis son representativos de una poblacién hibrida en
particular o se pueden generalizar para las especies O. hatcheri y O. bonariensis

puros, hibridos e introgresados.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados de este trabajo se puede concluir que:

+  O. hatcheri es capaz de digerir cianobacterias toxicas y acumular la
cianotoxina MCLR en intestino e higado.

+ En intestino e higado O. hatcheri la MCLR se acumula mayoritariamente
unida a proteinas. Las proteinas unidas a MCLR son degradadas a fragmentos
proteicos pequefios, que son posteriormente excretados hacia la luz del intestino
y/o hacia la bilis y, probablemente, también hacia la orina.

+ MCLR se elimina de los enterocitos hacia el lumen intestinal a través de
proteinas tipo Abcc apicales tanto en O. hatcheri como en O. mykis. Otra fraccion de
la toxina se transporta hacia la sangre por proteinas tipo Abcc basolaterales, entre
las que podria estar Abcc4.

+ MCLR altera la composicion de glicoconjugados, identificados mediante el

uso de lectinas, en el intestino de O. hatcheri.
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ANEXO1
SOLUCION COMPOSICION VOLUMEN
A 0,85 g NaNOs + 0,2 g MgClL.6HO + (0,25 g 20 mL
MgSO4.7H,0 + 0,15 g CaCl,.2H>O / 100 mL
B 0,87 g KbHPO4 + 1,33 g NaoHPO4.7H20O / 100 mL 2 mL
2,48 g H3BOs + 1,39 g MnCl2.4H>O + 1,08 g 0,1 mL
FeCls.6H>O + 0,335 g ZnCl> + 0,019 g CoCl.6H,O +
0,0014 g CuCl> / 100 ML
D 1,86 g EDTA.Na, / 100 mL 0,4 mL
Agua 77,5 mL

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo ASM-1 (extraido de Gorham et al., 1964).

SOLUCION CORTLAND
COMPUESTO CONCENTRACION (mM)
Na(Cl 159,9
KCl 2,55
CaCl; 1,56
MgSO4 0,93
NaHCOs3* 5
NaH2POq4 2,97
Glucosa* 5,55
pH solucién 7,8

Tabla 2. Composicién de la solucion salina Cortland (extraido de Daborn et al., 2001 con ligeras
modificaciones). *estos compuestos se agregaron al momento de utilizar la solucion.
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ANEXO 1II

Western Blot

En muestras de intestino de O. hatcheri y O. mykiss se intenté detectar la
presencia de los transportadores Abcc2 y Abcbl, utilizando anticuerpos para
proteinas de mamiferos Anti-ABCC2 mAb (M2III-6) y Anti-Mdr (H-241): sc-8313
(utilizados en inmunohistoquimica, capitulo III). Ambos anticuerpos se
recomiendan para esta técnica en mamiferos. Con las muestras de peces utilizadas
no se obtuvieron resultados positivos.

El protocolo desarrollado se llevé a cabo parte en el CEAN y parte en el
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE), Universidad Nacional de Rosario, en
colaboracién con la Dra. Silvina S.M. Villanueva.

Las muestras de intestino se homogeneizaron en buffer (NaCl 140 mM, Tris-
HC1 10 mM, pH 7,6) junto con inhibidores de proteasas (3 mL de buffer por cada
gramo de tejido). Se mezclaron 500 pL de este homogenato con 500 pL de
solucionTriton X-100 al 2%. Se incub6 a 4 °C durante 20 minutos agitando en
vortex cada 5 minutos. Se centrifugd a 30000 g durante 30 minutos a 4 °C. Se
separ6 el sobrenadante para utilizarlo en la cuantificacién de proteinas y en la
deteccion por Western Blot.

La técnica de Western Blot se realiz6 segtin se describe en Mottino et al.
2000). Las muestras fueron sembradas en geles de poliacrilamida-SDS 10% los
cuales fueron sometidos a electroforesis en un buffer compuesto por glicina 0,2 M,
Tris 25 mM, SDS 0,1% (m/v) a un voltaje de 110 V durante 15 minutos, luego de lo
cual se aplicaron 150 V hasta completar la corrida. Una vez finalizada la corrida
electroforética se realizd la transferencia a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Hybond™-ECL™, Amersham Biosciences, CA, USA). La

transferencia se realizé en buffer de transferencia compuesto por Tris 20 mM,
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glicina 150 mM, SDS 0,03% (m/v), metanol 20% (v/v) durante 90 minutos a una
corriente constante de 35 mA a 4°C.

Luego de la transferencia, las membranas se bloquearon durante toda la
noche en buffer de lavado (PBS 1X y Tween-20 0,3% v/v), con 10% (m/v) de leche
en polvo descremada, a 4°C. Al dia siguiente, se agregé el anticuerpo primario
(anti-MRP2 diluciéon 1:1000; Anti-MDR1 diluciéon 1:1000) y se incubaron las
membranas durante toda la noche. Luego, se realizaron 3 lavados de 7 minutos y
se incub6 con el anticuerpo secundario apropiado y conjugado con peroxidasa
durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron 3 lavados de 7
minutos. El revelado se realiz6 usando un reactivo quimioluminiscente (ECL1Plus;
Amersham Pharmacia Biotech, Inc) expuesto a Bio-Max MR-2 film (Sigma

Chemical Co.) por un tiempo adecuado.

ANEXO III

Para el alineamiento de las secuencias de aminoacidos se utilizaron los software:

Vector NTI (Invitrogen) y AlignX.

La base de datos de la cual se obtuvieron las secuencias de aminodcidos de

proteinas ABC de peces fue: http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein
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