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- RESUMEN:

Las cianobacterias son bacterias Gram negativas fotoautdtrofas presentes en ecosistemas
acuaticos, que suponen una amenaza para la salud humana y ambiental debido a la produccidn
de floraciones. Estas, a su vez, pueden producir también cianotoxinas, las cuales pueden actuar
como hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas o dermatotoxinas. Entre las cianotoxinas de
mayor interés se encuentran las microcistinas (MC) y la cilindrospermopsina (CYN) por su
amplia distribucién y toxicidad. La CYN puede causar dafios en distintos drganos, tales como
higado o rifidn, siendo este Ultimo objeto del presente estudio, es decir, el objetivo principal
de esta revisidn bibliografica se centra en poner de manifiesto las alteraciones que produce la

CYN a nivel renal.

Tras la realizacidn de una busqueda bibliografica, se han seleccionado un total de veintiocho
articulos en relacién con la nefrotoxicidad de la CYN. Se evidencian efectos producidos como
resultado de una exposicion a CYN por diferentes vias tanto en modelos experimentales in vivo
como in vitro, sin embargo, la nefrotoxicidad de CYN sigue siendo un tema aun poco
estudiado. Los principales resultados observados incluyeron cambios histopatoldgicos,
acompafiados de variaciones en niveles de biomarcadores séricos tanto en organismos

acuaticos como en mamiferos.

Por tanto, se considera que la CYN presenta un alto potencial nefrotéxico, siendo de interés

abordar una investigacion mas profunda sobre su mecanismo de accidn téxica en este érgano.

- PALABRAS CLAVE: cianobacterias, cilindrospermopsina, toxicidad, nefrotoxicidad.
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1. INTRODUCCION

1.1. CIANOBACTERIAS Y CIANOTOXINAS

Las cianobacterias son un conjunto de bacterias, conocidas cominmente como algas verdes
azuladas, las cuales comprenden un grupo de fotoautétrofos procariotas. Presentan
propiedades intrinsecas de algas y bacterias. Se encuentran distribuidas en ambientes marinos

y de agua dulce, formando parte de ecosistemas acuaticos (Culrunn et al., 2002).

Floraciones téxicas de cianobacterias aparecen en lagos, estanques y rios eutrofizados de todo
el mundo (Gomi, 2002). Segun Chorus y Bartram, (1999), las poblaciones de cianobacterias
pueden estar formadas por una Unica especie o por una variedad de especies, siendo algunas
no toxicas. Para confirmar la toxicidad de una determinada cepa, es necesario aislar un cultivo
puro de esa cepa y cuantificar las concentraciones de toxina en dicho cultivo, asi como

purificar y caracterizar totalmente las toxinas.

El desarrollo de las cianobacterias estd asociado a altas concentraciones de nutrientes debido
a la eutrofizacion antropogénica, siendo el fésforo el predominante, el cual controla la
proliferacidn. Sin embargo, la disponibilidad de nitrégeno podria ser una variable importante a
tener en cuenta en especies que fijan o no nitrégeno. El fésforo total determina la capacidad

de una masa de agua para generar florecimientos de cianobacterias (Chorus y Bartram, 1999).

Ademas, los efectos y consecuencias del cambio climatico pueden contribuir al crecimiento de

las mismas y crear un problema en la calidad del agua (Blaha et al., 2009).

Las cianobacterias presentan vesiculas de gas que les posibilita la movilidad y posicionamiento

segun las condiciones dptimas de temperatura y nutrientes (Msagati et al., 2006).

Figura 1. Floraciones de cianobacterias: Situacidon que se puede mejorar a largo plazo.
(Fuente: Aubriot, L y Haakonsson, S. (2019) Cianobacterias. [ilustracidn]. Recuperado de

http://www.universidad.edu.uy/prensa/renderltem/itemld/44106



Las cianotoxinas conforman un grupo diverso de compuestos producidos por cianobacterias,
entre ellas distintos géneros como Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsin,

Microcystis, Nodularia etc. (Culrunn et al., 2002).

En términos toxicoldgicos, se pueden clasificar en cuatro grupos, segin su mecanismo de

accion y los distintos érganos afectados por su toxicidad

- Hepatotoxinas: Dentro de este grupo, cabe destacar las microcistinas, siendo las mas
prevalentes en el medio ambiente y en mayores cantidades en la biomasa de cianobacterias.

Pueden causar hepatotoxicidad.

- Neurotoxinas: Entre ellas, destacan alcaloides como anatoxina-a o saxitoxinas, inhibiendo a
neurotransmisores y actuando como bloqueantes neuromusculares despolarizantes

postsinapticos.

- Citotoxinas: Como la cilindrospermopsina. Son capaces de causar dafios a diversos érganos y

sistemas como higado, corazén, rifiones, estémago, o sistema vascular, entre otros.

- Dermatotoxinas: Se encuentran la Lyngbyatoxin-a y Aplysiatoxin, actuando como agentes

inflamatorios que pueden causar irritacion en la piel.

Las cianotoxinas pueden causar efectos graves tanto en la salud humana como en la
ambiental. Existe una relacidon estrecha entre la bioacumulaciéon de las cianotoxinas y la

potencia de los efectos téxicos (Chorus y Bartram, 1999).
1.2. CILINDROSPERMOPSINA

La cilindrospermopsina (CYN) es reconocida como una de las toxinas producidas por algas de
agua dulce mas importantes a nivel mundial. Cada vez es mayor su distribucidn en zonas
templadas, de modo que aumenta la preocupacidn sobre los riesgos para la salud humana y

ambiental (Kinnear, 2010).

Estas cianotoxinas estuvieron implicadas en multiples intoxicaciones en el afio 1979, en Palm
Island, Australia, afectando a 148 personas, de las cuales, 138 fueron hospitalizadas (Sedan
and Andrinolo, 2011). Por ello, se debe monitorear el agua superficial de distinto uso humano
para poder detectar la presencia de especies toxicas algales verdiazules (Poniedziatek et al.,

2012).

Ademas de intoxicaciones humanas también presentan toxicidad medioambiental afectando a
peces, ganado, plantas, etc. (de la Cruz et al, 2013). Se ha estudiado la bioacumulacién de CYN

en distintos organismos, entre ellos, cangrejos de rio y mejillones y se observé que tendia a



acumularse en la masa visceral o en los tejidos musculares, lo cual sugiere la acumulacién
significativa de la cianotoxina, como resultado de la ingestién de células cianobacterianas y
absorcidon directa de CYN del agua, tras una exposicidon a células enteras y no a liofilizados

congelados (de La Cruz et al., 2013).

En cuanto a su estereoquimica, la toxina alcaloide cilindrospermopsina consiste en una
guanidina triciclica unida a un resto hidroximetiluracilo, por un puente hidroxilo (Ohtani et al.,
1992). Debido a su caracter bipolar, la CYN es un compuesto altamente hidrosoluble. Las
concentraciones de CYN disueltas en agua suelen ser mas altas que las concentraciones
intracelulares, que pueden constituir incluso mas del 99% del total de CYN disponible, debido a
gue hasta el 90% del total de CYN se identifica fuera de las células (Diez-Quijada et al., 2021).
Su peso molecular es de 415 Da (Culrunn et al., 2002). Se conocen dos analogos, que son la 7-
deoxi-cilindrospermopsina y 7-epicilindrospermopsina (Figura 2). El grupo hidroxilo en C-7 o la
presencia del grupo sulfato tienen un efecto destacado en su actividad, sin embargo, el grupo
hidroxilo es esencial para la misma. Ademas, el anillo de uracilo contribuye en la expresién de
la actividad biolégica de CYN. Si se establece una comparacion con andlogos sintéticos, se
observa que aquellos con un grupo hidroxilo en C-7 producian toxicidad en las células
humanas. Se sabe que un intermedio de la biosintesis de CYN, el guanidinoacetato, es tdxico y
puede acumularse en cepas individuales productoras de CYN (World Health Organization,
2020). Existe una correlacion entre la presencia de grupos guanidina, uracilo e hidroxilo y los

niveles de actividad. (Culrunn et al., 2002).
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Figura 2. Las estructuras moleculares de cilindrospermopsina (1) y sus analogos 7-deoxi-

cilindrospermopsina (2) y 7-epicilindrospermopsina (3). (Moreira et al., 2013).



El mecanismo de accién de la CYN se basa en la inhibicidn irreversible de la sintesis de
proteinas eucariotas y la inhibicion de la sintesis de glutation (GSH) (Cartmell et al., 2017), lo
cual conlleva a un aumento de estrés oxidativo. Asimismo, se ha sugerido que el metabolismo
xenobiodtico juega un papel crucial en la hepatotoxicidad de CYN. Asi, se ha demostrado que el
metabolismo de la CYN por el citocromo P450 implica una mayor toxicidad de la misma

(Runnegar et al., 1995).

Es poco probable que la cianotoxina atraviese facilmente la bicapa lipidica debido a su bajo

peso molecular.

1.3. VIAS DE EXPOSICION A CIANOTOXINAS

En humanos, la exposicidn a cianotoxinas puede darse a través de la via oral de forma directa
por el consumo de agua o alimentos contaminados (alimentos de origen animal o vegetal, asi
como suplementos alimentarios de algas contaminados, los cuales estdn expuestos a
cianotoxinas, almacenandolas en sus tejidos) pudiendo ocasionar hepatoxicosis aguda o
crénica. Se considera ésta la principal via de exposicion (Caméan et al., 2005). No obstante,
también cabe destacar la via dérmica, a través del agua de uso recreacional mediante la
practica de actividades deportivas, entre ellas, natacién o por contacto directo con floraciones,
origindndose reacciones alérgicas (Chorus y Bartram, 1999). Segin Moreira et al., (2013), se
han llevado a cabo varios estudios para evaluar el potencial de irritacién de la piel por la

exposicién a CYN en las aguas de bafio.

Por ultimo, la via inhalatoria resulta ser minoritaria, por inhalacion de particulas en aerosoles

en aguas de recreo o por llevar a cabo la practica de deportes acuaticos (Wood, 20016).

Debido a que las floraciones de cianobacterias téxicas constituyen uno de los graves
problemas en la salud humana y ambiental, relacionados con la eutrofizacidn de agua potable
y de lugares de recreo acudtico, surge la necesidad de informar al personal involucrado en el
cuidado de la salud, entre ellos médicos, enfermeros, etc., sobre las caracteristicas y existencia
de dafios o intoxicaciones por cianotoxinas a través de diferentes vias de exposicion, con el fin
de que incluyan esta actividad como practica diagndstica en la poblacién (Sedan y Andrinolo,

2011).



1.4. EFECTOS INDUCIDOS POR EXPOSICION A CIANOTOXINAS

En relacidn a los efectos inducidos por exposicidn a cianotoxinas, son de interés los sintomas
primarios de tipo irritativo o alérgico, asi como los de tipo gastrointestinal (vdmitos, nduseas,
diarreas, dolor abdominal) (Chorus y Bartram, 1999). Debido a la exposicidn por contacto
directo, afectando principalmente a los bafistas expuestos a cianotoxinas, se conocen

reacciones alérgicas y toxicas en la piel de distinta gravedad (Gonseth y Martinez, 2005).

Por otro lado, también se producen sintomas debido a la exposicidn a altas concentraciones de

cianotoxinas, tales como dafios hepaticos, citotoxicos y neurotéxicos (Yang et al., 2021)

Ademas, se ha demostrado que la CYN induce dafio tisular, estrés oxidativo y dafio al ADN en
una variedad de érganos y tipos de células. La toxicidad in vitro de la CYN ha sido revisada por

Pichardo et al., (2017).

La toxicidad de la CYN también se ha demostrado utilizando modelos in vivo (Humpage vy
Falconer, 2003; Chernoff et al., 2014), centrandose principalmente en su hepatotoxicidad. Sin
embargo, dada la naturaleza hidréfila de la CYN, el rifidn también podria considerarse un
potencial érgano diana, ya que ésta se elimina por el rifidon (Moraes et al., 2018). Es de interés,

por tanto, conocer la toxicidad de la CYN en el sistema renal.

1.5. SISTEMA RENAL. RINONES Y SU FUNCIONAMIENTO

Los rifiones son los drganos principales del sistema urinario, los cuales presentan una forma
caracteristica, similar a un frijol. Se encuentran situados en los seres humanos en la parte
posterior del abdomen a ambos lados de la columna vertebral (Moscoso et al., 2019). Son los
encargados de producir la orina, la cual es conducida hasta la vejiga a través de los conductos
excretores: cdlices, pelvis renales y uréteres, para ser finalmente excretada al exterior a través

de la uretra (Aranalde et al., 2015).

Segln Moscoso et al., 2019, la funcidn principal de los rifiones es mantener la homeostasis del
medio interno, estabilizando el volumen y las caracteristicas fisicoquimicas mediante Ia

formacion de la orina. Este érgano cumple ademads otras funciones importantes a destacar:
- Regular el equilibrio hidroelectrolitico.
- Eliminar desechos a través de la orina.

- Mantener la osmolaridad de la sangre.



- Regular la presion arterial.

- Regular el equilibrio acido-base.

- Secretar hormonas como la eritropoyetina, renina y calicreina.

- Funcién metabdlica, sintetiza glucosa a partir de aminodcidos y otros precursores.

Los rifilones estan revestidos por una cdpsula fibrosa y constituidos por diferentes tipos de
estructuras: la sustancia cortical, debajo de la capsula fibrosa y la zona medular, la cual
envuelve a la sustancia medular que penetra profundamente en ella, dando lugar a
formaciones radiadas llamadas pirdmides de Ferrein. La sustancia medular estd formada por
masas piramidales denominadas pirdmides de Malpighi, las cuales presentan unas
prolongaciones de la sustancia cortical que reciben el nombre de columnas de Bertin. Los
rifiones a su vez, contienen numeros ovillos microscépicos de capilares sanguineos, los
glomérulos. La sangre es recibida por los mismos, mediante la comunicaciéon de arteriolas
aferentes y eferentes. El glomérulo estd envuelto por una membrana de doble pared, la
cdpsula de Bowman. Por el extremo opuesto, dicha membrana continda por el tdbulo renal.
Ambos, glomérulo y cdpsula de Bowman conforman el corpusculo de Malpighi (Moscoso et al.,

2019).

El tubulo renal que sale de la capsula de Bowman, llamado tubulo proximal, se encarga de la
reabsorcion de sodio y agua filtrados, asi como de la reabsorcion de glucosa, fosfato,
aminodécidos y otros solutos. Este se prolonga en un largo tubo al que sigue un segmento en
forma de U, el asa de Henle. Finalmente, al asa de Henle, sigue un tubulo distal que reabsorbe
entre el 5% y el 8% del cloruro sédico filtrado, el cual desemboca en un tdbulo colector,
encargandose de la regulacion final de la excrecidn de sodio, reabsorbe el 2-3% de sodio

filtrado (Rennke y Denker, 2014).
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Figura 3. Esquema del rifidn. (Rennke y Denker, 2014).

1. Corteza renal. 2. Médula renal. 3. Papila renal. 4. Pirdmide renal. 5. Columna renal. 6.
Cépsula fibrosa. 7. Caliz menor. 8. Caliz mayor. 9. Uréter. 10. Pelvis renal. 11. Hilio renal.
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En la formacidn de la orina por el rifidén intervienen tres procesos fisioldgicos basicos: filtracion,

reabsorcién y secrecién.

En el proceso de filtracidn, se elabora un ultrafiltrado de plasma. Conforme avanza por el
tubulo, el filtrado es modificado por la secrecién de sustancias que las células de revestimiento
del tubulo llevan desde el intersticio renal circulante hasta el filtrado dentro de la luz tubular, y
por la reabsorcién de sustancias eliminadas del filtrado tubular a través de las células

(Aranalde et al., 2015).

1.5.1. MECANISMOS BASICOS DE NEFROTOXICIDAD

Segln Moscoso et al., (2019), la mayoria de las deficiencias que afectan al rifidn, ocurren por
alguna lesidon o envenenamiento en las nefronas, evitando que éstas puedan filtrar la sangre.
Debido al gran nimero de nefronas existentes, las patologias renales se suelen manifestar
pasados muchos afios cuando gran parte de éstas estan destruidas. Enfermedades como
diabetes o hipertensién arterial pueden alterar el funcionamiento de los rifiones. A su vez, los
antecedentes familiares son un factor de predisposicién que pueden causar alteraciones

renales.

La mayoria de las enfermedades atacan a las nefronas e impiden que éstas eliminen los
productos de desecho. Entre las patologias renales mds comunes cabe destacar la agenesia
renal. Es un defecto que ocurre en el desarrollo embrionario, que impide la formacidn correcta
de uno o ambos rifiones. Anomalias cromosdmicas, el tabaquismo materno o el consumo de
drogas juegan un papel importante en su aparicion. Otra patologia de interés es la
glomerulonefritis, la cual afecta a la funcion y estructura del glomérulo (unidad funcional del
rifidn donde tiene lugar la depuracidn y filtracién del plasma sanguineo como primera etapa en
el proceso de formacion de la orina) y la estructura de las nefronas. Consiste en la inflamacion
del glomérulo o de los pequefios vasos sanguineos del rifién. Puede presentarse con
hematuria, proteinuria o como un sindrome nefrético o una enfermedad renal crénica. Las
células glomerulares, entre ellas los podocitos, intervienen en el proceso de inflamacién

(Moscoso et al., 2019).

Por otro lado, la litiasis renal se caracteriza por la formacién de calculos renales, siendo uno de
los desérdenes mas comunes en la poblacién. Estos son masas de cristales cuya formacién

depende de la composicion de la orina o ciertas sustancias que favorecen el crecimiento de los

11



mismos. Estan formados por sales minerales y acidos que se encuentran en la superficie

interna del rifidn y se depositan en la orina, formando piedras debido a su acumulacién.

Cuando los rifiones no son capaces de filtrar adecuadamente las toxinas y sustancias de
desecho de la sangre, aparece una patologia denominada insuficiencia renal, la cual puede ser
aguda o crdnica. Las manifestaciones clinicas y analiticas dependeran del grado de pérdida de

la funcion renal.

Por ultimo, el diagndstico de una nefropatia glomerular se basa en elementos clinicos y
biolégicos simples, tales como edemas, hipertension arterial, proteinuria y hematuria etc.
Conforman un grupo de enfermedades que se caracterizan por una pérdida de integridad de la
membrana de filtracidon glomerular y aparicién de elementos formes y macromoléculas en la

orina, acompafiada de una disminucion de la capacidad depurativa del rifién (Dussol, 2015).

2. OBJETIVOS

La presente revision bibliografica esta centrada en recopilar y revisar los datos e informacién
disponibles acerca de la nefrotoxicidad, es decir dafios renales, causados por la cianotoxina

cilindrospermopsina (CYN).

El principal objetivo de este estudio se basa en poner de manifiesto las alteraciones a nivel
renal producidas bajo diferentes condiciones de exposicion a dicha toxina, en modelos
experimentales in vitro e in vivo, siendo el rifion un drgano muy susceptible a la exposicion a

CYN.

3. METODOLOGIA

Para la elaboracién de la presente revisién bibliografica se han empleado diversas bases de
datos y fuentes bibliograficas. Entre las principales bases de datos cabe destacar Pubmed,

Science Direct, Scopus, Web of Science y Google Académico.

Para llevar a cabo dicha revisién se han usado palabras claves como “cyanobacteria”,
“cylindrospermopsin”, “toxicity”. Ademads, se usaron palabras adicionales como “renal

damage”, “kidney”, “in vivo” o “in vitro”.

La siguiente tabla, representa el n2 de articulos encontrados en funcién de las distintas

palabras clave empleadas.

12



cyanobacteria cylindrospermopsin renal damage CYN+kidney
N2 publicaciones
PUBMED 31.071 563 36.484 39
SCIENCE DIRECT 51.666 1.281 263.750 347

No hubo acotacidn en cuanto a la franja de afios, es decir, no se mostré interés por una franja
de anos especifica, por lo que hubo un nimero considerable de articulos acerca de la tematica

a tratar.

La referencia mas antigua recopilada corresponde al afio 1992, (Ohtani et al., 1992), mientras

gue la mds reciente corresponde al afio 2021 (Diez-Quijada et al., 2021).

No obstante, también se llevd a cabo la busqueda en otras fuentes bibliograficas tales como,
capitulos de libros o tesis doctorales, de las cuales se ha extraido informacion de interés sobre

el tema a estudiar.

Para la mayoria de los articulos recopilados, redactados en inglés, se precisé de su traduccion

al espafiol, con ayuda de Word Reference (www.wordreference.com) y mis conocimientos

sobre el idioma.

7

Ademds, para poder gestionar las distintas fuentes, se ha recurrido a “Mendeley” como
herramienta de ayuda, para citar las diversas referencias, siendo éste un gestor de referencias

bibliograficas bastante util.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la realizacién de la busqueda bibliografica se han seleccionado un total de 28 articulos en
relacion con la nefrotoxicidad de CYN, por lo que se considera un tema auln poco estudiado.

Estos articulos se han organizado en funcién de los modelos experimentales utilizados:
a) Modelos experimentales in vitro.
b) Modelos experimentales in vivo.

- Estudios en organismos acuaticos.

- Estudios en mamiferos.

13
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Se ha procedido a organizarlos en tablas, primero aquellos estudios in vitro, seguidos de

estudios in vivo.

Se ha seguido un orden cronoldgico en las distintas tablas, las cuales plasman los datos mas
importantes de la experimentacion (tipo de cianotoxina, modelo experimental, ensayo,

condiciones de exposicidn), principales resultados a nivel renal y sus respectivas referencias.

14



A continuacién, se muestran los datos obtenidos sobre la nefrotoxicidad de CYN.
4.1. NEFROTOXICIDAD DE CYN EN MODELOS EXPERIMENTALES IN VITRO

Son escasos los estudios de toxicidad encontrados que hayan utilizado modelos in vitro
representativos del rifidn (Tabla 1). Tan sélo se han utilizado para este fin las células Vero,

procedentes del rifion del mono verde africano y las células HEK293, renales humanas.

El tipo de cianotoxina empleada fue CYN pura y los estudios que se han realizado incluyen

citotoxicidad, absorcion y alteracion de la expresidn génica.

Froscio et al., (2009a), estudio la sensibilidad de diferentes lineas celulares a la exposicion a
CYN, destacando las células Vero. Al observar la citotoxicidad inducida por CYN, se concluyé
que las células Vero producian una toxicidad retardada tras la exposicidn a corto plazo, siendo
la linea celular renal menos sensible que las hepaticas, pero mas sensible que la intestinal

Caco-2.

Ademas, Froscio et al., (2009b), investigd la captacién de CYN por células Vero, mediante la
expresion de la llamada proteina verde fluorescente (GFP), cuyos niveles se determinaron tras
la realizacion de un analisis de citometria de flujo de suspensiones de células Vero-GFP. Se
comparé el efecto de CYN sobre los niveles de GFP celular con otros inhibidores de sintesis de
proteinas, tales como cicloheximida (CHEX) o emetina. Ademas, las determinaciones de
citotoxicidad se llevaron a cabo mediante el ensayo MTS. Los efectos citotdxicos inducidos por
los inhibidores de la sintesis de proteinas se observaron a las 24 h, con concentraciones
similares que mostraron también una reduccién de los niveles GFP. Se demostrd primero la
potencia de los inhibidores de la sintesis de proteinas en un sistema libre de células, es decir,
en ausencia de membrana celular. Posteriormente, se utilizaron células Vero-GFP y se
observaron tanto una entrada retardada como una baja potencia, por lo que se considera que
la captacion de CYN asi como su absorcion por células Vero es limitada, aunque suficiente para

inducir citotoxicidad (Froscio et al., 2009b).

En cuanto a las células HEK293, Diez-Quijada et al., (2019), observaron alteraciones en la
expresion génica, tras la exposicidon a concentraciones subcitotdxicas de CYN pura. Ilgualmente,

la expresion proteica también resulté alterada.
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Tabla 1. Nefrotoxicidad de CYN en modelos experimentales in vitro.

Tipo de Modelo Ensayo Condiciones de exposicion

cianotoxina  experimental

CYN pura Lineas celulares C3A, Citotoxicidad: ensayo - 0,4 nM a 66 uM de
HepG2, NCI-N87, HCT-  MTT CYN durante 24h.
8, HuTu-80, Caco-2 y - 0,25, 2,5,y 5 uM de CYN,
Vero. durante 7 dias.

- 0,01-22 uM de CYN, durante
1,2,4,6 0 24h (exposicién a

corto plazo)

CYN pura Linea celular Vero Monitorizacién de la Las células Vero-GFP se

captacion de CYN por trataron con CYN (0,1-100 uM),
células Vero, mediante

-, , CHEX (0,01-100 uM) o emetina

la expresion de proteina

verde fluorescente (GFP)  (0,01-100 uM) durante 4h o
24h.

Efectos inhibidores

sobre la sintesis de

proteinas

Ensayo de citotoxicidad

MTS.
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Principales resultados

Tras 24h las lineas celulares mas sensibles a CYN
fueron las hepaticas y la menos sensible Caco-2. Vero
fue algo mas sensible que Caco-2 (IC50 ~ 5 uM).

En el experimento de 7 dias, 2,5y 5 uM CYN redujeron
la viabilidad progresivamente y al 3er dia ya de forma
completa. 0,25 uM CYN no la redujo a ningiin tiempo.
En la exposicidn a corto plazo se observo una

toxicidad retardada en Vero.

CYN mostro un potente efecto inhibidor de proteinas
en sistemas libres de células. Sin embargo, con células
su potencia disminuyd, aunque la sefial GFP fue
reducida por todos los inhibidores de la sintesis de
proteinas.

La absorcion de CYN por las células Vero es limitada,

aunque suficiente para producir citotoxicidad.

Referencia

(Froscio et al.,

2009a)

(Froscio et

al., 2009b)



CYN pura Linea celular Alteraciones en la
HEK 293 expresion génica.

Genes evaluados:
CYP1A1, CYP1A2, TP53,
CDKN1A.

Estrés oxidativo: SOD1,
GPx1, CAT.

Genes implicados en la
apoptosis/supervivencia:
BAX, BCL2.

Las células HEK293 fueron
expuestasa 0,5y 5 ug/mL de
CYN durante 4 o 24 horas.

Evaluacidn cuantitativa por g-

PCR.

CYN podria inducir efectos y diferencias significativas (Diez-Quijada
en la expresion génica tras la exposicion a la etal., 2019)
concentracion mas alta de la cianotoxina y durante el

mayor tiempo de exposicion (24 horas).

Alteraciones en la expresidn proteica tras la exposicion

a concentraciones subcitotdxicas de CYN.

Lineas celulares C3A y HepG2 hepdticas humanas. NCI-N87 gastrica. HCT-8, HuTu-80, Caco-2 intestinales humanas. Vero, renal de mono verde africano.

HEK293 renal humana. CHEX: cicloheximida. CAT: catalasa. GPx: glutation peroxidasa. SOD1: superdxido dismutasa.
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4.2. NEFROTOXICIDAD DE CYN EN MODELOS EXPERIMENTALES IN VIVO

En las tablas 2 y 3 se recogen todos los estudios publicados sobre la nefrotoxicidad de CYN en

modelos experimentales in vivo.
Ratones y tilapias fueron los modelos experimentales mas empleados.

Se utiliz6 CYN pura, cultivos o células liofilizadas de cianobacterias (A.ovalisporum,

C.raciborskii) conteniendo CYN y extractos de cianobacterias conteniendo CYN, entre otros.
4.2.1. ESTUDIOS EN ORGANISMOS ACUATICOS

Con respecto a los estudios en organismos acuaticos (10), en todos ellos se empleé la tilapia
como modelo experimental y los tipos de ensayos que se llevaron a cabo incluyeron:
valoracion de cambios histopatoldgicos, aplicacidon de técnicas inmunohistoquimicas, ensayos
de citotoxicidad, valoracién del papel de quimioprotectores contra el estrés oxidativo y efectos
de la depuracién sobre biomarcadores séricos como peroxidacién lipidica (LPO), oxidacién de
proteinas y de ADN, actividades enzimaticas, entre ellas catalasa (CAT), superdxido dismutasa

(SOD), alanina amino transferasa (ALT ), etc.

De los resultados obtenidos se desprende que 1) la CYN alcanza el rifidn, ya que se ha puesto
de manifiesto su presencia por técnicas inmunohistoquimicas tras su administracién i.p.
(Guzman-Guillén et al., 2013b). 2) Es capaz de producir alteraciones patoldgicas a nivel renal.
Entre ellas, afecciones en los tubulos proximales y distales, nefropatias, necrosis celular,
glomerulopatias, capilares fenestrados y dilatacién de la cdpsula de Bowman (Gutiérrez-Praena
et al.,, 2012; 2014; Guzman-Guillén et al., 2015; 2017). 3) Induce estrés oxidativo alterando
distintos marcadores tanto a nivel bioquimico como molecular (Gutiérrez-Praena et al., 2013;
2014; Guzman-Guillén et al., 2013a; 2013c, 2014; Rios et al., 2014). 4) Que el estrés oxidativo
inducido por CYN se puede prevenir/revertir por la accién de quimioprotectores (Guzman-
Guillén et al., 2013a; Gutiérrez-Praena et al., 2014). Y 5) Los procesos de depuracién son
eficaces para la recuperacién de las lesiones inducidas por CYN (Guzman-Guillén et al., 2014,

2017; Rios et al., 2014).
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Tabla 2. Nefrotoxicidad de CYN en modelos experimentales in vivo: estudios en organismos acuaticos.

Tipo de
cianotoxina

CYN pura

CYN puray
células
liofilizadas de
A. ovalisporum
conteniendo
CYN y desoxi-
CYN

Modelo
experimental

Machos de Tilapia
(Oreochromis

niloticus)

Machos de Tilapia

(O.niloticus)

Ensayo

Valoracién de cambios
histopatoldgicos en
funcién del tiempo, tras
una exposicion aguda a

CYN.

Valoracién del papel
protector de la L-
carnitina contra el estrés
oxidativo.

- Oxidacion de lipidos,
de proteinas y de ADN,
actividad NADPH
oxidasa, SOD, CAT,
relaciéon GSH/GSSG,
producidos tras
exposicion a CYN.

Condiciones de exposicion

Exposicion aguda a CYN (0
control y 200 pg/kg de
pescado) via i.p. y oral.
Sacrificio a las 24h y 5 dias

tras la exposicion.

Nueve grupos.

G1: control.

G 2y 3:400 pg CYN/kg de
células liofilizadas y CYN pura,
respectivamente
G4vy7:4006 880 mg/kg
pescado de LC (21 dias)

G 5y 6:400 mg/kg LC (21
dias) + 400 pug CYN/kg de
células liofilizadas y CYN pura,
respectivamente

G 8y 9:880mg/kg LC (21
dias) + 400 pg CYN/kg de
células liofilizadas y CYN pura,
respectivamente.
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Principales resultados

- Via oral y sacrificio a las 24 h: Se observé atrofia
glomerular, cdpsula de Bowman dilatada, disminucién de la
seccion de los tubulos proximales y distales.

- Via oral y sacrificio a los 5 dias: Parénquima renal atrofico,
alargamiento en los procesos/pedicelos de los podocitos.

- Via i.p. sacrificio a las 24h/5 dias: Hialinizacién del
glomérulo, necrosis de cels.tubulares. Efectos mas graves.

Tasa de filtracién glomerular (TFG) reducida.

Ambas dosis de LC: proteccion frente a LPO inducida por
CYN.

LC disminuyd los niveles de oxidacion de proteinas
(exposicién a CYN pura)

El tratamiento con LC (dosis mas alta) redujo la oxidacion
del ADN (exposicion a cels. liofilizadas de A.ovalisporum).
Efectos protectores de LC, sobre la actividad GCS, SOD-CAT
y relaciéon GSH/GSSH.

Efectos antioxidantes beneficiosos tras el aporte dietético

con LC.

Referencia

(Gutiérrez-
Praena et al.,

2012)

(Guzman-
Guillén et al.,
2013a)



CYN pura

CYN puray
células
liofilizadas de

A.ovalispurum

Machos de Tilapia

(O.niloticus)

Tilapia

(O.niloticus)

Actividad y expresion
génica de las enzimas

GSH-Px, y sGST.

Técnicas

inmunohistoquimicas.

Inyeccién con vehiculo
(grupo control y acuarios 3y
4)

Acuarios 1y 2: dosis Unica de
200 pg/kg de CYN pura

(sonda)

Acuarios 5y 6: Inyeccioni.p o

por sonda gastrica de 200
ug/kg de CYN pura.

Sacrificio tras 24h o 5 dias.

Ensayo agudo:

- Acuarios 1y 5: grupo
control via oral

- Acuarios 2y 6: grupo
control via i.p.

- Acuarios 3y 7: 200 pg/kg de
CYN pura via oral y sacrificio a
las 24h o 5 dias.

- Acuarios 4 y 8: 200 pg/kg de
CYN pura via i.p. y sacrificio a
las 24h o 5 dias.

Ensayo crénico:

- Acuarios 1y 4: controles 7y
14 dias

- Acuarios 2y 5: 10 pg/L CYN
7 6 14 dias

- Acuarios 3y 6: 100 pg/L
CYN 7 6 14 dias
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Aumento significativo de la actividad sGST, en Tilapias
expuestas por via i.p.

Ningln cambio de la actividad sGST, en Tilapias expuestas
por sonda.

Alteracion en la expresion génica de la enzima GPx.

Se observaron diferentes respuestas segun el tipo de
6rgano, via de exposicion y tiempo de sacrificio.

Organo mas afectado higado y luego rifién. Tincién de los
tubulos contorneados proximales y distales tras la

administracion oral.

Presencia de CYN en glomérulos tras la administracion i.p.

Inmunomarcaje diferente en rifidn a distintas
concentraciones de CYN.
Fuerte tincion citoplasmatica de los tubulos proximales,

distales y glomérulos tras exposicion durante 14 dias.

(Gutiérrez-
Praenaetal.,

2013)

(Guzman-
Guillén et al.,

2013b)



Células
liofilizadas de
A.ovalisporum
conteniendo
CYN y desoxi-
CYN

Cultivo de
A.ovalisporum
conteniendo

CYN

CYN purao
células
liofilizadas de

A.ovalisporum

Tilapia

(O.niloticus)

Machos de Tilapia

(O.niloticus)

Machos de Tilapia
(O.niloticus)

Estrés oxidativo.

Marcadores: LPO,
oxidacidn de proteinas y
de ADN, GSH/GSSG, GST,
GPx, SOD, CAT, GCS.

Depuracion, actividad y
expresion de ARNm de
enzimas antioxidantes
(GPx, sGST) tras
exposicion a
concentraciones

repetidas.

Valoracion del papel
protector de N-
acetilcisteina sobre
cambios
histopatoldgicos
inducidos en Tilapia

Dos grupos control

10 0 100 pg/L de CYN durante
7 6 14 dias.

Exposicién por inmersion

Grupo control

10 pg/L de agua, de un cultivo
de CYN LEGE-X001, por
inmersion durante 14 dias y
posterior depuracidn durante
0,3y 7 dias.

Exposicidén a 22 0 45
mg/pez/dia de NAC durante 7
dias.

Tras el 72 dia 200 pg/kg de
CYN pura o células liofilizadas
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Aumento de la LPO renal en tilapias expuestas a la
concentracion mas alta de CYN tras 7 o 14 dias de
exposicion.

Aumento en la oxidacidn de proteinas tras la exposicion a
100 pg/L de CYN durante 14 dias. Influencia del tiempo de
exposicion y concentracion de CYN.

Incremento en la oxidacidon del ADN tras la exposicién a 10
pg/L de CYN durante 7 o 14 dias.

Disminucion significativa de la actividad GST en el rifon,
tras la concentracion mas alta de CYN (exp 14 dias)
Aumento de la actividad GPx en tilapias expuestas a la
concentracion mas baja de CYN después de 14 dias.

Se observo en el rindn un aumento de la actividad SOD tras
la exposicion a 100 pg/L de CYN durante 7 dias.
Disminucion en la actividad CAT, tras ambos periodos de
exposicion.

El rifidn es el drgano mas sensible a CYN y desoxi-CYN.

(Guzman-
Guillén et al.,

2013c)

Los niveles sGST disminuyeron en el rifién, durante los (Rios et al.,

primeros dias de depuracién y se restauraron 2014)
posteriormente.

Aumento considerable de la expresion génica de GPx.

Mejora de la actividad sGST en Tilapias tratadas después de

7 dias de depuracion.

Restauracion de los efectos del estrés oxidativo a nivel

renal después de la depuracion.

Se observo atrofia del glomérulo, dilatacion de la (Gutiérrez-
Caps.Bowman, membranas basales engrosadas, capilares
fenestrados e hinchados.

Tras el pretratamiento con NAC (ambas dosis), no hubo

Praena et al.,

2014)
lesiones renales, parénquima renal normal.



(cepa
productora de

CYN)

Extracto de una
cepade

A.ovalisporum

Células
liofilizadas de
A.ovalisporum
productoras de

CYN

Cultivo de
A.ovalisporum
conteniendo
CYN

Machos de Tilapia

(O.niloticus)

Machos de Tilapia

(Oreochromis

niloticus)

Machos de Tilapia

(O.niloticus)

Estudios
imnunohistoquimicos.

Efectos de la depuracion
sobre biomarcadores
oxidativos: LPO,
oxidacioén de proteinas y
de ADN, SOD, CAT, GSC,
GSH/GSSG.

Cambios

histopatoldgicos.

Evaluacidn de cambios
histopatoldgicos
Capacidad depurativa

para revertir lesiones

Tilapias se expusieron a un
cultivo de A.ovalisporum
LEGE-X-001 conteniendo CYN
y a 10 pg/L de CYN durante 7
o 14 dias.

Periodos de depuracién de 3y
7 dias.

Exposicion por inmersion

Grupo control, 10 0 100 pg de
CYN/Ly 0,46 0 4,6 ug de
desoxi-CYN/L durante 7 o0 14
dias.

Exposicion por inmersion

Exposiciéon de Tilapias a 10 mg
CYN/L de un cultivo de
A.ovalisporum durante 14

dias y depuracionde 367
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La LPO aument¢ significativamente en el rifidn tras 14 dias
de exposicidn. Un periodo de depuracién de 7 dias fue
necesario para restaurar los niveles de LPO.

Aumento en la oxidacidn del ADN en tilapias expuestas a
CYN sin depuracion. Tras 3 o 7 dias de depuracion, los
valores de oxidacion del ADN disminuyeron de forma
considerable.

Actividad SOD renal disminuida con ambas concentraciones
de CYN, aumento de la actividad CAT tras 7 dias de
exposicion.

La actividad GCS en rifiones disminuyd después de ambos
periodos de depuracién. Restauracion a sus respectivos
valores control.

En general, se observo la presencia de glomerulopatia
membranosa, atrofia capilar glomerular, hiperemia,
tumefaccidn de los tubulos.

Después de 14 dias, pérdida de membrana basal,
microhemorragias, dilatacion de la capsula de Bowman,
capilares fenestrados del glomérulo y funcion renal
degenerada.

Aparicién de hiperemia, tumefaccion de los tubulos
proximales y distales, acompafiada de necrosis celular,
presencia de gotitas lipidicas en los glomérulos, y podocitos
aparentemente normales.

Estrés oxidativo, marcado por oxidacion lipidica y proteica.
Accidén depurativa mas rapida en rifidn, posibilidad de una

(Guzman-
Guillén et al.,

2014)

(Guzman-
Guillén et al.,

2015)

(Guzman-
Guillén et al.,

2017)



histopatoldgicas. dias. mayor destruccion de la toxina en tejidos excretores
renales.
Reversibilidad de los efectos con la depuracién.

CAT: catalasa. GCS: y-glutamil cisteina sintetasa. GPx: glutation peroxidasa. GSH-Px: glutation peroxidasa. GSH/GSSG: glutation reducido/glutation

oxidado. GST: glutation S-transferasa. LPO: peroxidacion lipidica. SOD: superdxido dismutasa.
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4.2.2. ESTUDIOS EN MAMIFEROS

Se han recopilado un mayor nimero de articulos en relacién con la nefrotoxicidad de CYN en
mamiferos (15, Tabla 3), de ellos la gran mayoria emplea ratones como modelo experimental y

sélo 2 utilizan ratas (Pordevic¢ et al., 2017 y Diez-Quijada et al., 2021).

En estos estudios se usan tanto CYN pura como CYN procedente de extractos o bien cultivos de
cianobacterias productoras. Las vias de exposicién principales han sido la oral y la i.p., y los

tiempos de exposicién han sido muy variables.

Se han llevado a cabo estudios de citotoxicidad, carcinogenicidad, toxicidad oral, valoracién de
cambios histopatoldgicos, comparacion toxicolégica de varias cepas de C.raciborskii, valoracion
de biomarcadores enzimaticos, etc. No obstante, se pone de manifiesto que los estudios que
utilizan protocolos oficiales (como los de la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo

Econdmico, OCDE) son minoritarios (tan sélo Diez-Quijada et al., 2021).

Muchos de estos estudios evidencian alteraciones histopatoldgicas (Terao et al., 1994; Ryde et
al., 1997; Seawright et al., 1999; Bernard et al., 2003; Chernoff et al., 2011; 2014; 2018;
Moraes and Magalhdes, 2018; Diez-Quijada et al., 2021). Entre ellas destacan: inflamacién
intersticial, afectacion con nefritis intersticial cronica, necrosis en la region proximal, dilatacion

de los tubulos, etc.

En cuanto al peso absoluto o relativo de los rifiones, hay estudios que indican un aumento (por
ejemplo, Humpage y Falconer, 2003; Sukenik et al., 2006), la ausencia de cambios (Rogers et
al., 2007) o una disminucién (Diez-Quijada et al., 2021). No obstante, hay que tener en cuenta

el modelo experimental (rata/ratén), el sexo, la dosis y tiempo de exposicion.

Se pone en evidencia que el rifidn se ve afectado tras exposicién a la CYN, siendo incluso para

algunos autores el 6rgano mas sensible (Humpage y Falconer, 2003).
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Tabla 3. Nefrotoxicidad de CYN en modelos experimentales in vivo: estudios en mamiferos.

Tipo de
Cianotoxina

CYN pura

C.raciborskii
CYN
(Extractos de la

Cepa AWT 205)

C.raciborskii
CYN

(Woloszynska)

Modelo Ensayo

experimental

Ratones ICR Niveles de proteinas,

fosfolipidos y Cit-P450.

Cambios histopatoldgicos.

Ratones machos Aislamiento, cultivoy

albinos suizos toxicidad de CYN de una

floracion.

Contenido cuantitativo de

CYN por HPLC.

Ratones machos Andlisis de toxicidad oral.

Estudio histopatoldgico.

Condiciones de exposicion

- Grupo 1: control

- Grupo 2: 24 ratones inyeccidn
i.p de 0,2 mg/kg de peso corporal
de CYN pura

- Grupo 3: 12 ratones inyeccién
i.p de 150 mg/kg de peso
corporal de CHEX.

Se sacrificaron tres ratones de
cada grupo.

- 1400 mg/kg de extracto de
C.raciborskii por via oral durante
24h.

- 32 mg/kg de extracto de
C.raciborskii por via i.p durante

24h.

2,5 a 8,3 mg/kg de un cultivo
toxico de C.raciborskii

Dosis Unica por sonda después de
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Principales Resultados Referencia

Rifiones palidos a las 48 horas de inyeccién. (Terao et al.,

Numerosos racimos de reticulo 1994)
endoplasmatico liso proliferado en el

citoplasma de los tubulos.

Abundantes gotas de grasa.

Necrosis en la region proximal.

Sin embargo, no hubo alteraciones renales

en aquellos tratados con CHEX.

(Ryde et al.,
1997)

Se observé un aumento de eritrocitos en el
glomérulo.

Células con nucleos necrosados. Necrosis
centrolobulillar. El dafio renal parecia estar
restringido al epitelio tubular. Tras 24h el
lumen de los tubulos proximales se vio
agrandado y se observo la presencia de
grandes vacuolas con vesiculas.

Tras 24 h, agravamiento de los efectos.
Riflones hinchados con vacuolas (Seawright
citoplasmaticas de cels.epiteliales. et al.,, 1999)
Necrosis coagulativa periacinar en aquellos

expuestos a 6,2 mg/kg de CYN



CYN
(Extracto de

C.raciborskii)

Extractos de
cianobacterias
conteniendo CYN y
CYN pura

Ratones machos

albinos suizos

Ratones machos

Prueba de carcinogenicidad

tras la exposicion a CYN

Crecimiento tumoral in vivo.

Determinacion del NOAEL
Valor de referencia para el
agua potable

Niveles de albumina sérica y
bilirrubina, ALP y ALT

Toxicidad oral.

ayuno nocturno.
Sacrificio a las 48-72h post-

exposicion.

Grupo control: 27 ratones
tratados con solucidn salina
Grupo 1: Dos dosis orales de
1500 mg/kg del extracto de CYN a
53 ratones.

Grupo 2: 3 dosis de 500 mg/kg
del extracto de CYN al resto de
ratones.

12 ensayo: 0-657ug/kg/dia de
extractos de cianobacterias que
contenian CYN en agua potable
durante 10 semanas.

29 ensayo: 0-240 pg/kg/dia de
CYN pura por via oral durante 11
semanas.
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Tubulos contorneados distendidos y
material proteico granular.

Necrosis con descamacion en la luz de las
cels epiteliales, asi como necrosis tubular
aguda isquémica.

Hubo congestion de las regiones internas
de la corteza suprarrenal. En general, baja
perfusion tisular.

Se observd una sustancia refractil de color
amarillo dorado en el interior de las células
del tabulo proximal.

Aparicidn de 53 tumores en ratones
expuestos y sacrificados después de 30
semanas.

Aumento del peso de los rifiones (60-657
ug/kg/dia

El peso de las glandulas suprarrenales se
incremento a 120 pg/kg/dia.

NOAEL de 30 pg/kg/dia de CYN.

(Falconery
Humpage,

2000)

(Humpage y
Falconer,

2003)



Extracto de un Ratones
cultivo de

Raphidiopsis sp.

(cepa brasilefia)

C.raciborskii

CYN

Cultivo de Ratones machos y

Aphanizomenon hembras
ovalisporum

conteniendo CYN

Comparacion toxicolégica de

diversas cepas de C.raciborskii

Evidencia de dafios organicos
Cuantificacidn y caracterizacion
de la cianotoxina por métodos
bioldgicos, enzimaticos y

analiticos.

Peso relativo corporal de
diversos organos

Variaciones en la secrecion
urinaria
Variaciones de hematocrito

Contenido en colesterol en RBC
y plasma.

Grupo 1y 2: control

Grupos 3y 4: inyeccion i.p. de
1 ml de extractos de cultivo de
Raphidiopsis sp. Cepas
brasilefias.

Grupos 5,6,y 7: inyeccion i.p.
de 1 ml de C.raciborskii
Australian en 24h.

Grupo 8: inyeccién de 1 ml

de C.raciborskii cepa hungara.
Exposicion a cepas francesas,
mexicanas y australianas.

Grupo control: recibié un
medio fresco para
cianobacterias como fuente
de agua potable.

Grupo experimental: 100 a
550 ug/L de A.ovalisporum
durante 42 semanas.
(exposicion diaria entre 10y
55 ug/kg/dia de CYN)
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Los tubulos renales mostraron necrosis (Bernard et

celular severa, principalmente en los al., 2003)
tubulos corticales.

Los rifiones exhibieron degeneracion

granular y necrosis por coagulacién del

epitelio tubular.

Lesiones graves a nivel renal se observaron

con la cepa australiana.

El peso de los rifiones en ratones machos, (Sukenik et
fue mayor que el del grupo control tras una
exp.prolongada.

Ademas, la masa relativa del rifidn,

al., 2006)

aumento de forma gradual en funcién del
tiempo. Esto podria derivar a una
deshidratacion. Sin embargo, en las
hembras, los efectos renales no fueron tan
significativos.

LOAEL es de 20 pg/kg/dia.



CYN pura Ratones
(Swiss-Webster)

CYN pura Ratones hembras
post-parto

CYN pura Ratones machos

albinos suizos

Estudio de viabilidad, peso
corporal y cambios
morfoldgicos, tras la exposicion

al final de la gestacion.

Evaluacion de la toxicidad y
recuperacion en la ratona
embarazada

Niveles de AAT, ALT, AST, BUN,
y creatinina

Lesiones histopatoldgicas

Ensayo de citotoxicidad y

genotoxicidad

Dosis de 0, 8, 16, 32, 64, 96 o
128 pg/kg de CYN pura al dia
en GD8-12.

Las hembras fueron
sacrificadas.

-> Grupo control: 0,1 ml de
agua destilada en GD8-12 o
GD13-17.

- Inyecciones i.p. de 50 pg/kg
de CYN pura durante 5 dias en
GD8-12 o0 GD13-17.

50, 100 y 200 pg/kg de CYN
pura via i.p.
1, 2, 4 mg/kg de CYN pura via

oral (sonda) durante 24h.
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No se observaron efectos relevantes en la
proporcidn rifién/peso corporal en las
mediciones tanto maternas como fetales.
La viabilidad y morfologia fetal fueron
normales en las camadas tras la
administracion de todos los niveles de dosis
en los GD 8-12.

Marcadores séricos BUN (nitrégeno ureico
en sangre) y creatinina elevados en el
grupo GD8-12.

Lesiones renales minimas a moderadas, en
madres tratadas en GD8-12

(inflamaciodn intersticial).

Afectacidn con nefritis intersticial cronica
multifocal o necrosis epitelial tubular
aguda.

Los parametros séricos recuperaron sus
valores normales.

Muerte de células renales tras la exposicion
a 100y 200 pg/kg de CYN, 24h después de
la inyeccion i.p.

Tras una Unica dosis de 4 mg/kg de CYN, se
observaron células epiteliales tubulares
eosinofilicas dispersadas.

Apoptosis y citotoxicidad renal mas
potente tras la administracion por sonda.

(Rogers et

al., 2007)

(Chernoff et
al., 2011)

(Bazin et al.,

2012)



CYN pura

C.raciborskii

CYN

CYN pura

Ratonas prefiadas

Ratas Wistar

albinas

Ratones machos y

hembras

Toxicidad tras la exposicién
diaria a la cianotoxina
Niveles de BUN, creatinina,
proteina, glucosa, albuminay
parametros hematolégicos
tales como hemoglobina,

plaquetas y neutrdfilos.

Ensayo de genotoxicidad
Actividad antioxidante de AAST,
ALT, ALP, GGT, ALB, SOD, GSH Y
CAT.

Cambios histopatoldgicos

Ensayo de toxicidad oral
Concentraciones séricas de
TBAs, ALT, ALP y de marcadores
de lesién renal como BUN y

creatinina

Niveles de colesterol, proteina
total, albimina y glucosa sérica
Parametros hematoldgicos

Evaluacidn histopatoldgica

Dosis de 50 pg/kg de CYN
pura diarias por via i.p.

Grupo GD8-12: 60 controles y
56 exp a CYN pura

Grupo GD13-17: 24 controles
y 48 exp a CYN pura

Fueron sacrificados a los
3,6,13 dias después de la 52
dosis.

- Grupo 1: control negativo
- Grupo 2: 300 mg/kg de
EMS via i.p (control positivo)
- Grupo 3: 79-80 pg/kg peso
corporal de C.raciborskii

- Grupo 4: 1.500, 3.000,
6.000 o0 12.000 pg/kg peso
corporal de C.raciborskii

0, 75, 150, 300 pg/kg de CYN

pura, via oral de forma

subcrdnica (90 dias).
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Se observo necrosis centrolobulillar e
inflamacion crénica.

La relacién rifion/peso corporal fue mayor
en el grupo GD8-12.

Necrosis tubular en el grupo GD8-12.

En la franja externa de la médula,
numerosos tubulos dilatados junto con
epitelio tubular necrético y desprendido.
Hipoxia relacionada con hemorragia o
deshidratacion puede haber contribuido al
aumento de BUN y creatinina.

No se observé dafio oxidativo a nivel renal,
asi como dafos histopatolégicos
relevantes.

Los pesos absolutos y relativos en machos
se incrementaron a todos los niveles de
dosis.

Caida importante de BUN en hembras tras
la dosis de 150 pg/kg de CYN pura
Pardmetros séricos elevados en ambos
sexos, excepto colesterol y triglicéridos.

Cambios en tubulos corticales en machos,
acompanado de inflamacion epitelial. Se
observé dilatacion y basofilia de los
tubulos. El grado de toxicidad renal mayor
en machos que en hembras.

(Chernoff et
al., 2014)

(Pordevic et

al., 2017)
(Chernoff et
al., 2018)



C.raciborskii

y CYN pura

CYN pura

Ratones machos

Ratas machos y

hembras

Andlisis del dafio tubular renal

Expresion de nefrina, proteinas
urinarias (albumina sérica) y

enzimas tubulares LDH y GGT

Toxicidad oral, CYN en la dieta.
Parametros hematoldégicos:
RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, PT,
etc.

Niveles de glucosa, urea,

creatinina, bilirrubina,

colesterol, AST, ALT, ALKP, ALB.

-> Grupo control
- 16, 32, 64 pg/kg de peso
corporal de CYN pura

Sacrificio a las 48h de
exposicion.

Dosis repetidas de 18,75, 37,5
y 75 ug/kg de peso corporal
de CYN pura durante 28 dias.

Se observd obstruccidn parcial de la luz
tubular.

Aumento del espacio intersticial, asi como
un aumento del depdsito de colageno tras 2018)
una dosis de 64 pg/kg de CYN, lo cual

sugiere la posible aparicién de fibrosis

renal.

No hubo cambios en la TFG, niveles de

nefrina constantes (no afectacion del

glomérulo), sin embargo, se produjo un

incremento en la excrecidn de proteinas

urinarias, CYN podria interferir en el

proceso de endocitosis.

Funcion renal perjudicada debido a la

acumulacion de liquido intersticial.

Modificacién en niveles de LDH y GGT en el

rifidn.

(Moraes and

Magalh3es,

Disminucion leve de la relacion rifion/peso (Diez-
corporal en hembras expuestas a 18,75
ug/kg de CYN.

Las ratas expuestas a la dosis mas alta,
presentaron cilindros hialinos finos en los
tubulos proximales, aumento de la
permeabilidad glomerular, degeneracidn
de los tubulos renales con vacuolizacién y
tincidn citoplasmatica.

Disminucion de BUN y colesterol.

El rifidén es el 6rgano mas sensible a la
cianotoxina.

Quijada et
al., 2021)

AAT: al-antitripsina. ALB: albumina. ALP: fosfatasa alcalina. ALT: alanina amino transferasa. BUN: nitrégeno ureico en sangre. CAT: catalasa. GD: dias de
gestacion. GGT: y-glutamil transferasa. GSH: glutation reducido. HCT: hematocrito. HGB: hemoglobina. LDH: lactato deshidrogenasa. MCH: hemoglobina
corpuscular media. MCV: volumen corpuscular medio. PT: protrombina. RBC: recuento de glébulos rojos. SOD: superdxido dismutasa. TBAs: acidos biliares

totales.
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4.3 DISCUSION GENERAL

Los estudios de nefrotoxicidad de CYN son mas escasos que aquéllos realizados con otras

cianotoxinas, como son las microcistinas (MC) segun Shuaishuai et al., 2020.

Las microcistinas son las cianotoxinas mas investigadas, mientras que la CYN, es una

cianotoxina mucho mas reciente, pero también de alto interés.

De entre los estudios que abordan la nefrotoxicidad de CYN, los que utilizan modelos
experimentales in vitro son minoritarios (3) en comparacion con los que utilizan modelos in

vivo (25 en total, 10 en organismos acuaticos y 15 en mamiferos).

En los estudios in vitro, las lineas celulares renales utilizadas han sido las Vero y las HEK293.
Los estudios in vivo localizados utilizan organismos acudticos (10) y mamiferos (15). Los
estudios in vivo no estaban centrados especificamente en el rifidn, tratandose principalmente
de ensayos de toxicidad general que incluyen al rifién entre los 6érganos a explorar. No
obstante, de todos ellos se deduce que el rifidn experimenta efectos toxicos tras la exposicion
por distintas vias a CYN en sus diferentes formas (toxina pura, células de cianobacterias

productoras, extractos, etc.)

De entre los efectos tdxicos observados destacan necrosis, nefropatias, cambios estructurales

de las células tubulares, cambios en marcadores enzimaticos, etc.

Sin embargo, seria necesario profundizar mds en los mecanismos de accién de estas
cianotoxinas, y para ello realizar estudios adicionales en modelos experimentales in vitro, los
cuales son escasos. También seria de interés conocer con mas detalle las consecuencias de
exposiciones prolongadas a dosis bajas de CYN pura, utilizando para ello modelos

experimentales in vivo.

5. CONCLUSIONES

Tras llevar a cabo la presente revision bibliografica, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

I. Los efectos de CYN a nivel renal es un campo aln poco estudiado, y no se conocen en

profundidad los mecanismos de accién tdxica implicados.

II. Los estudios de nefrotoxicidad de CYN en modelos experimentales in vitro, son muy escasos.

31



lll. Los cambios histopatolégicos en los rifiones son los principales resultados observados tras

realizar distintos ensayos in vivo.

IV. La CYN puede inducir toxicidad renal independientemente de la via de exposicién (oral, i.p.,

inmersién).

Teniendo en cuenta investigaciones y perspectivas futuras, seria interesante incidir en estudios
sobre mecanismos de accion responsables del dafio inducido por la cianotoxina
cilindrospermopsina, e indagar mas sobre los efectos renales que pudiera ocasionar la
exposicién a la misma, asi como estudiar como influye la CYN en el sistema renal, en distintos

modelos experimentales.
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