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RESUMEN

Las proliferaciones masivas de cianobacterias en aguas ambientales y la consecuente
produccién de cianotoxinas ha dado lugar a una preocupacion general por el riesgo de
intoxicaciones para la salud publica. Esta revision se ha centrado concretamente en la
anatoxina-a (ATX-a), una neurotoxina capaz de producir graves efectos en los seres vivos
que habitan los sistemas acuaticos, asi como en los humanos que consumen alimentos o
aguas que han sido expuestas a esta toxina. Por tanto, se han recopilado varios métodos
analiticos capaces de detectar la presencia de anatoxinas clasificandolos segun su
especificidad para la deteccion de esta toxina sola o junto con otras cianotoxinas como
pueden ser las microcistinas (MC), nodularinas (NOD), cilindospermopsinas (CYN) o
saxitoxinas (SAX), simultaneamente.

Los resultados mostraron una amplia variedad de métodos analiticos basados
principalmente en bioensayos, métodos cromatograficos, técnicas inmunoldgicas y
biosensores. Los diversos estudios llevaron a cabo la aplicacion de estas técnicas en
distintas matrices, como el agua, los tejidos y organos de animales acuaticos o los
suplementos alimenticios que contienen algas. Las investigaciones se centraron
mayormente en la deteccion simultdnea de ATX-a con otras cianotoxinas siendo los
ecosistemas acuaticos de agua dulce los entornos mas ampliamente estudiados. Ademas,
la mayoria de ellos fueron sometidos a procesos de validacién donde se evaluaron sus
limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) para confirmar su fiabilidad y
reproducibilidad.

No obstante, estos métodos de analisis mostraron ciertas limitaciones que sefialan la
necesidad de desarrollar nuevos métodos que aporten mayor sensibilidad y especificidad

a ATX-a con el objetivo de garantizar la seguridad de la poblacion y del medio ambiente.

Palabras claves: Cianotoxinas, Anatoxina-a, Efectos téxicos, Métodos de deteccidn.



ABSTRACT

The massive proliferation of cyanobacteria in environmental waters and the consequent
production of cyanotoxins has given rise to a general concern about the risk of poisoning
for public health. This review has focused specifically on anatoxin-a (ATX-a), a
neurotoxin capable of producing serious effects on living beings that inhabit aquatic
systems, as well as on human who consume food or water that has been exposed to this
toxin.

Therefore, several analytical methods capable of detecting the presence of anatoxins have
been compiled, classifying them according to their specificity for the detection of this
toxin alone or together with other cyanotoxins such as microcystins (MC), nodularins
(NOD), cylindrospermopsins (CYN) and saxitoxins (SAX) simultaneously.

The results showed a wide variety of analytical methods based mainly on bioassays,
chromatographic methods, immunological techniques and biosensors.

The various studies carried out the application of these techniques in different matrices,
such as water, tissues and organs of aquatic animals or food supplements containing algae.
Investigations have mostly focused on the simultaneous detection of ATX-a with other
cyanotoxins, with freshwater aquatic ecosystems being the most widely studied
environments. In addition, most of them were subjected to validation processes where
their limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ) were evaluated to
confirm their reliability and reproducibility.

However, these analysis methods showed certain limitations that indicate the need to
develop new methods that provide greater sensitivity and specificity to ATX-a in order to

guarantee the safety of the population and the environment.

Key words: Cyanotoxins, Anatoxin-a, Toxic effects, Detection methods.
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Abreviaturas

Ach: Acetilcolina

AchE: Enzima acetilcolinesterasa
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FP: Polarizacion fluorescente
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HILIC: Cromatografia liquida de interaccion hidrofilica
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
HTX-a: Homoanatoxina-a

ID: Dilucién isotopica

LC: Cromatografia liquida

LDso: Dosis letal 50

LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacion

MC: Microcistinas

MLDj100: Dosis minima letal 100

MS: Espectrometria de masas

nAchR: Receptor nicotinico de acetilcolina
NOD: Nodularina

SAX: Saxitoxina

SNC: Sistema nervioso central

SPE: Extraccion en fase solida

UPLC: Cromatografia liquida de ultra alta resolucion



1.INTRODUCCION

1.1 Cianobacterias y cianotoxinas

Las cianobacterias, también conocidas por algas verdeazuladas, son bacterias gram-
positivas primitivas. Son un grupo de microorganismos procariotas fotosintéticos que
contribuyen a la generacion de oxigeno en la atmosfera terrestre. Ademas, algunas
especies son capaces de fijar nitrégeno contribuyendo asi al ciclo del nitrégeno de los
ecosistemas terrestres y marinos (Pérez et al., 2008).

Generalmente habitan en ambientes terrestres y acuaticos como suelos, rios, océanos o
lagos; incluso pueden colonizar ambientes marinos y extremos. En los ultimos afos,
debido a diversos factores como el cambio climatico y el aumento de la eutrofizacién de
las aguas, se ha producido un crecimiento masivo de cianobacterias en lagos de agua
dulce y océanos dando lugar a la formacion de grandes floraciones de algas y espumas
superficiales denominados cianoblooms (Pineda et al., 2011).

Ademas, existen también células de cianobacterias capaces de producir vesiculas de gas

que les aportan flotabilidad, permitiéndoles ubicarse en la superficie (Aréoz et al., 2009).

Figura 1. Floraciones nocivas de cianobacterias. Imagen tomada de la revista Técnica
de medio ambiente (RETEMA). Disponible en:
https://www.retema.es/actualidad/cianoalert-alerta-inteligente-contra-las-floraciones-

nocivas-de-cianobacterias

Ciertas especies de cianobacterias se caracterizan por una alta produccion y secrecion de
toxinas que segun las concentraciones alcanzadas pueden llegar a suponer un riesgo para

la salud humana y para los animales (Buratti et al., 2017). Las toxinas producidas por



cianobacterias son denominadas cianotoxinas, se trata de un variado grupo de metabolitos
secundarios biolégicamente activos y toxicos para algunos organismos eucariotas
presentes en los ecosistemas (Boopathi Ki, 2014).

Existe una amplia variedad de cianotoxinas que pueden clasificarse en funcion de
diferentes caracteristicas como son su estructura quimica o el efecto toxicologico que
producen en los seres vivos. Asi, segin su estructura quimica se organizan en péptidos
ciclicos (microcistinas, nodularinas), alcaloides (anatoxinas, cilindospermopsinas,
saxitoxina) y lipopolisacaridos. Ademas, entre los efectos mas comunes producidos por
las cianotoxinas podemos encontrar los efectos neurotdxicos, hepatotdxicos, citotdxicos

0 dermatotoxicos entre otros (véase en tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas generales de las cianotoxinas mas comunes
(Mohamed et al., 2021).
CIANOTOXINAS GENEROS
PRODUCTORES
CIANOTOXINAS

TOXICIDAD
PRINCIPAL

EFECTOS
OBSERVADOS

Péptidos ciclicos

Microcistinas Anabaena, Hepatotoxicidad Gastrointestinales,

Anabaenopsis,
Aphanizomenon,

Merismopedia,

inflamacion del
higado e

insuficiencia

Microcystis, hepatica, neumonia,
Oscillatoria, dermatitis
Phormidium,

Synechococcus,

Planktothrix

Nodularina Nodularia, Nostoc Hepatotoxicidad Gastrointestinales,
insuficiencia
hepatica, neumonia,
dermatitis

Alcaloides

Anatoxinas Anabaena, Neurotoxicidad Hormigueo, ardor,

Aphanizomenon,

Cylindrospermum,

entumecimiento,

somnolencia, habla



Cilindospermopsinas

Saxitoxina

Microcystis,
Oscillatoria,
Planktothrix y
Raphidiopsis
Cylindrospermopsis, Hepatotoxicidad,
Aphanizomenon, neurotoxicidad y
Dolichospermum, citotoxicidad
Lyngbya,
Planktothrix,
Umezakia
Anabaena, Neurotoxicidad
Aphanizomenon,

Lyngbya,

Cylindrospermopsis,

Planktothrix

incoherente,
paralisis
respiratoria

(muerte)

Inflamacién y
hemorragia
gastrointestinales,
hepéticas,
neumonia,

dermatitis

Hormigueo, ardor,
entumecimiento,
somnolencia, habla
incoherente,
paralisis

respiratoria

(muerte)
Lipopolisacéridos
(LPS)
Dermatotoxinas Anacystis nidulans, No conocida Reacciones
Microcystis inflamatorias en la
aeruginosa, piel y molestias

Dolichospermum sp.,
Spirulina platensis y

Oscillatoria sp.

gastrointestinales

Debido a que la presencia y acumulacion de cianobacterias productoras de cianotoxinas

se esta convirtiendo en un problema muy frecuente a nivel mundial, la monitorizacion y

el control de las floraciones de cianobacterias es fundamental para poder prevenir la

exposicion a las cianotoxinas y proteger a todos los seres vivos afectados.
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1.2. Anatoxina-a

1.2.1 Anatoxina-a: Estructura y mecanismo de accion toxico

La anatoxina-a es una cianotoxina con estructura de alcaloide que puede ser sintetizada
por diversas especies de cianobacterias como son los géneros Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermum, Microcystis, Oscillatoria, Planktothrix y Raphidiopsis (Colas et al.,
2020).

A nivel estructural, la anatoxina-a es una amina secundaria biciclica que consta de

diversos enantidémeros que varian segun el radical que se une a la molécula: anatoxina-a
(ATX-a): Ri= CHs, homoanatoxina-a (HTX-a): R1=Cz2Hs, dihidroanatoxina-a
(dhATX-a): R1=CHs, dihidrohomoanatoxina-a (dhHTX-a): R1=C2Hs.

Su férmula molecular es C1o0H1sNO y su masa molecular media de 165,237 g/mol.

a) H 0 b) H

H
Gl C,Hs

c) d)

CH, CzHs

Figura 2. Estructura 2D de la anatoxina-a (a) y analogos: homoanatoxina-a (b),
dihidroanatoxina-a (c) y dihidrohomoanatoxina-a (d). Imagen realizada en Chemdraw
(Colas et al.,2020).

Con respecto a su mecanismo de accidn, se basa en permitir la union del ligando natural,
la acetilcolina (Ach), a su receptor nicotinico (nAchR) presente en el sistema nervioso
central (SNC) (Colas et al., 2020).
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En condiciones normales, la Ach se une a sus nAchR en la membrana post sinaptica
neuronal provocando la apertura del canal i6nico y desencadenando un cambio
conformacional en el receptor. La activacion del receptor permite la entrada de iones de
sodio (Na*) y calcio (Ca?" en la neurona, lo que estimula la membrana postsinaptica y
provoca la despolarizacion celular y la generacion de potenciales de accion, dando lugar
a la contracciébn muscular. Posteriormente, la enzima Acetilcolinesterasa (AchE)
hidroliza la acetilcolina en acetato y colina para que puedan ser reutilizados por la
neurona.

En el caso de la ATX-a, su union a los nAchR es irreversible, es decir, no permite la
descomposicion del complejo nAchR- ATX-a por la AchE. Este hecho provoca una
despolarizacion mantenida de la membrana que como consecuencia da lugar al bloqueo
de los nAchR volviéndose estos insensibles y por tanto, provocando la inhibicién de la

transmision neuromuscular (Martyn et al., 2009).

Na* Ca?* Na* Ca2*

o /® _ eoilre
¥ VW
»

@ Acetylcholine
@ ATX-a

A Acetylcholinesterase

Figura 3. Mecanismo de accién de la ATX-a. Imagen modificada de Colas et al.,2020.
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1.2.2 Anatoxina-a: Distribucidn y concentraciones encontradas

En zonas de agua dulce, esta cianotoxina es sintetizada en grandes cantidades,
especialmente durante el crecimiento masivo de cianobacterias en forma de biopeliculas
0 de columnas de agua.

En estudios y anélisis especificos sobre la distribucion de ATX-a en zonas acuéticas a
nivel global diferenciando entre muestras aisladas de cianobacterias planctonicas
(flotantes en aguas) y cianobacterias bentdnicas (fondo de ecosistemas acuéticos) se
evidencio mayormente la existencia de ATX-a procedente de cianobacterias de masas de
aguas superficiales en diferentes areas de Europa, Asia, Africa y América (Colas et
al.,2020).

En cambio, la presencia de ATX-a aislada a partir de cianobacterias benténicas es mucho

menor, sélo se encontraron en Europa.

Figura 4. Distribucion a nivel mundial de ATX-a. Los circulos azules representan
presencia de ATX-a en muestras de cianobacterias planctonicas, los circulos verdes las
muestras de biopeliculas de cianobacterias bentdnicas y los circulos rojos las muestras

de ambas. Imagen obtenida de Colas et al.,2020.

Las investigaciones cientificas sobre la acumulacion de ATX-a en los organismos son
escasas, centrandose en su mayoria en las concentraciones de toxina en aguas.
En cuanto a cantidades de biomasa, las densidades de ATX-a oscilan de 0,0015 a 8000

Mg gt en muestras de lechos bentonicos y de 0,3 a 4360 pg g en muestras de zonas
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pelagicas (Lovin y Brooks, 2019). Asi, se registraron concentraciones de ATX-a de 1,89
Hg gL DW (peso seco) en tapetes bentonicos de la cuenca del rio Eel (norte de California)
(Bouma-Gregson, 2018), 1,8 a 15,3 mg kg "* DW en el rio Tarn (Francia) (Echenique-
Subiabre et al., 2018) y 712 pg g en el rio Oreti (sur de Nueva Zelanda) (McAllister et
al., 2016).

Cuando se cuantifica en volumen de muestras acuéticas, las cantidades de ATX-a varian
entre 0,1 y 0,6 pg It (Cerasino y Salmaso, 2012). No obstante, en determinadas
situaciones, es posible que dichas concentraciones alcancen niveles superiores como los
144 ug It registrados en el lago Anderson y los 122 pg It en el lago Leland (Washington,
EEUU) en 2009 (Hamel, 2009). Ademas, en estudios posteriores se observd que las
cantidades de ATX-a tanto intracelulares como extracelulares (expresadas en pg 1) en
fuentes de agua destinadas a actividades recreativas y consumo humano excedieron los
diferentes valores de referencia disponibles. En concreto, se registrd que se superaban los
valores de 0,1 pg I%, 1 pg Ity 300 ug It cuando se producian floraciones de
cianobacterias el 79.62, 48.37 y 1.42% del tiempo respectivamente (Lovin y Brooks,
2019).

En general, es dificil cuantificar la presencia de ATX-a durante una proliferacién de
cianobacterias. Las concentraciones de ATX-a no estdn relacionadas de manera
congruente con la biomasa y varian significativamente en el tiempo y el espacio. Esto
puede deberse a la presencia de diferentes genotipos toxicos y no toxicos de una misma

especie y a la variacién en la generacion de toxinas (Colas et al.,2020).

En cuanto a la bioacumulaciéon de ATX-a en animales, se realizé un estudio en un lago
con floraciones constantes de cianobacterias que demostro la presencia de esta toxina en
los peces. Concretamente, la concentracion de esta toxina era mayor en el higado que en
los muasculos de los peces. Sin embargo, la acumulacion de ATX-a en los tejidos
musculares de los peces, con concentraciones de hasta 30 ng g-* en peso fresco, indica la
posibilidad de su transferencia a través de la cadena trofica (Pawlik-Skowronska et al.,
2012).

Ademas, también se ha registrado la presencia de esta toxina en otros animales acuaticos
como la carpa prusiana (Carassius gibelio), la cucaracha omnivora (Rutilus rutilus) o el

insecto Chironomus y en plantas acuaticas (Al-Sammak et al., 2014).

14



Asimismo, se han detectado concentraciones que varian entre 2,50 y 33 pg g* en
suplementos alimenticios a base de algas que contienen generalmente los géneros

Aphanizomenon y Spirulina (Arthrospira) (Rellan et al., 2009).

1.2.3 Vias de exposicion a ATX

La exposicion a la ATX-a tiene lugar principalmente mediante via oral por ingestion
accidental de agua contaminada con cianobacterias que producen esta toxina o por
consumir alimentos contaminados con ATX-a, suponiendo ambos casos un gran riesgo
de intoxicacion en animales y humanos (Pérez et al.,2008). También por el consumo de
suplementos alimenticios a base de algas contaminadas con cianotoxinas (Ettoumi et al.,
2011).

No obstante, también puede producirse por:

-Contacto directo y por tanto exposicion de zonas del cuerpo humano a acumulaciones de
cianobacterias al realizar alguna actividad acuética.

-Inhalacion por aerosoles acuéticos durante actividades en aguas contaminadas.

La ATX-a puede permanecer en el medio terrestre o acuatico durante un tiempo
determinado llegando a bioacumularse en los organismos que componen la cadena

alimentaria y provocando dafos en los seres vivos (Wood., 2016).

1.2.4 Efectos toxicos de la exposicion a ATX.

Es importante tener en consideracion que la exposicion a ATX puede conllevar a efectos
toxicos tanto en los seres humanos como en los animales. La peligrosidad de estos efectos
puede variar en funcidn de la cantidad de toxina a la que ha sido expuesto, el tiempo y la
via 0 zona de exposicion (Stevens y Krieger., 1991).

Esta cianotoxina provoca principalmente manifestaciones neurotoxicas que, en ocasiones,
pueden ser mortales para los peces, los animales y los seres humanos (Metcalf et al.,
2021).

Los sintomas mas comunes son dificultad o pérdida de coordinacién motora (ataxia),
contracciones musculares involuntarias y dolorosas, produccion excesiva de saliva,
aumento del lagrimeo, sensaciones anormales en la piel (parestesias), dificultad visual,
sensacion de mareo o vértigo, cefaleas, sensacion de debilidad y fatiga, episodios de
convulsiones, dificultad para respirar o deficiencia de aporte de oxigeno al cerebro
(hipoxia) (Mahmood y Carmichael, 1986).
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Ademas, se ha comprobado que la ATX-a interviene en la funcién de la dopamina en el
SNC (Soliakov et al.,1995), en la regulacion de la presion arterial y de la frecuencia
cardiaca (Adeyemo y Sirén, 1992).

Diferentes efectos toxicos han sido reportados en animales expuestos a AT X-a (Tabla 2).
No obstante, respecto a los datos encontrados en aves cabe mencionar que se tratan de
notificaciones muy antiguas de intoxicaciones por ATX-a y que no se han llevado a cabo
investigaciones con ATX-a pura en esta especie.

Tabla 2. Efectos tdxicos producidos por ATX-a en diferentes especies animales.

ESPECIE ANIMAL CONDICIONES EFECTO TOXICO REFERENCIA

DE EXPOSICION BIBLIOGRAFICA
Peces Exposicion a suspensiones Movimiento opercular (Osswald et al., 2007)
Cyprinus carpio L de cianobacterias (10° rapido y nado anormal.

y 107 cél mIh) Muerte a maximas

concentraciones.
Trucha arcoiris Administracion de dosis  Dificultades motoras (Osswald et al., 2013)
(Oncorhynchus mykiss) subletales de ATX-A (0,08-
0,31 pg g1 por via

intraperitoneal

Pez cebra Exposicién a 400 Alteracion de la frecuencia  (Oberemm et al., 1998)
(Danio rerio) pg It de ATX-A cardiaca

Crustaceos Exposicion a Natacién anormal (Lahti et al., 1995)
Artemia salina concentraciones de 2 y muerte.

al4amgl?*de ATX-a

Daphnia magna Exposicién a Alteraciones en la velocidad (Bownik y Pawlik-
concentraciones de natacion, disminucion de Skowronska., 2019)
desde 0 a50 ug mltde las funciones motoras,
ATX-a de la frecuencia cardiaca y

del consumo de oxigeno

Aves Consumo de agua dulce 0 conyylsiones y muerte (Krienitz et al., 2003)
| salobre y exposicion
Flamencos corporal
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menores en lago alcalino Bogoria
(Kenia)
Pato Hallado en la zona Muerte (Nowruzi et al., 2018)
del litoral del lago
Shoormast (Irén)
Mamiferos Consumo de Muerte (Edwards et al., 1992)
Perros agua contaminada
por ATX-aen la
costa de Loch
Insh (Escocia)
(Hamill., 2001)
Consumo de Convulsiones y muerte
perifiton y exposicién
a agua del rio
Mataura (Nueva Zelanda)
Terneros Administracion Muerte por paro (Carmichael et al. 1975)
Ratas de dosis orales respiratorio.
letales de Temblores, alteracion motora
suspensiones de y paralisis de musculos
células liofilizadas respiratorios.
del toxico Anabaena flos-
aquae
Plantas Exposicién a Alteracion de homeostasis, (Li et al., 2020)
Vallisneria concentraciones induccion de mecanismos de
natans entre 0,05y 5,00 defensa y alteracion de
pg It de ATX-a biopeliculas del sistema
acuético
Lemna minor Exposicion a Disminucion de la biomasa (Kaminski et al., 2014)

Medicago sativa

concentraciones de 5,00 ug
mi~ de
ATX-a

Exposicion a
concentraciones de 5,00 ug

|—1

Inhibicién de la germinaciéon (Pflugmacher et al.,

y el crecimiento de raices

2006)
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2.0BJETIVOS

Con los antecedentes anteriores, el objetivo del presente trabajo fue investigar los
diferentes métodos analiticos disponibles para la deteccidn y cuantificacién de ATX-a en
diferentes matrices ya que es fundamental poder disponer de datos reales y fiables de la
presencia de ATX-a. Esto es fundamental para poder realizar una correcta evaluacion del
riesgo y poder aplicar medidas de prevencion de su exposicion para proteger a la
poblacion tomando medidas de accion apropiadas.

Como objetivos secundarios nos interesd conocer la calidad de los métodos analiticos

disponibles, asi como su especificidad (si son solo para ATX-a 0 métodos multitoxina).

3.METODOLOGIA

Para la elaboraciéon de la presente revision bibliografica se realizd previamente una
busqueda bibliografica de informacién referente a los conceptos basicos sobre las
cianobacterias y las cianotoxinas en diversas bases de datos y fuentes bibliograficas.

Las principales bases de datos utilizadas han sido Pubmed, Scopus, ScienceDirect y
Google Académico.

Para la busqueda de articulos se han utilizado los términos clave ‘“cyanobacteria”,
“cyanotoxin”, “anatoxin-a”, “toxic effects”. “neurotoxicity”, “detection methods”.
Ademas, se han analizado algunos articulos pertenecientes a las bibliografias para
aumentar la busqueda.

Los criterios de inclusién utilizados para la seleccion de los articulos han sido: articulos
centrados principalmente en ATX-a, relevancia de articulos en funcion del numero de
veces que han sido citados, articulos publicados en revistas cientificas de reconocido
prestigio, articulos en inglés y espafiol.

Los criterios de exclusion han sido: sélo disponibilidad de resimenes, articulos

publicados en un idioma diferente a espafiol o inglés y articulos sin relacion con el tema.

Como recurso para la traduccion de los articulos se ha utilizado los conocimientos
personales del idioma (inglés), el traductor de Google y el diccionario Wordreference.

En cuanto a las imagenes y figuras afiadidas, algunas son extraidas de los articulos
seleccionados y otras han sido modificadas parcialmente con aplicaciones como

“Chemdraw”, “Canva” o “Excell”.
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Como herramienta de ayuda para la realizacion de la bibliografia y referencias se ha
utilizado “Mendeley” un gestor de bibliografias que ha facilitado la organizacion de las

referencias y documentos mediante un archivo personal.

4.RESULTADOS Y DISCUSION

Ante la preocupacion generalizada por el aumento de floraciones de cianobacterias en el
mundo se han desarrollado a lo largo de los afios una gran variedad de técnicas analiticas
para el control de las principales toxinas algales como son las microcistinas, nodularinas,
anatoxinas, cilindorspermopsinas y saxitoxinas. Asi, estos métodos se pueden diferenciar
principalmente en los que son especificos para una sola toxina (ATX-a) y los que son de

tipo multitoxina.

4.1 Métodos analiticos especificos de anatoxinas

Son meétodos disefiados para detectar y cuantificar selectivamente a la ATX-a en
diferentes muestras principalmente de agua contaminada con esta cianotoxina.
Proporcionan informacién sobre su concentracién y permiten evaluar los riesgos. Se
pueden clasificar segin sean métodos no cromatograficos (bioldgicos) o métodos
cromatograficos.

-Métodos bioldgicos:

Aprovechando la elevada toxicidad de esta cianotoxina en mamiferos se realizaron
bioensayos en ratones mediante la administracion intraperitoneal (IP). Este enfoque
permitid evaluar la existencia de ATX-a determinando la dosis letal 50 (LDso) 0 la dosis
minima letal (MLD). La presencia de las neurotoxinas se manifiesta por sintomas de
intoxicacion como la muerte rapida tras convulsiones y la insuficiencia respiratoria.
Ademas, se estan realizando otro tipo de ensayos biolégicos que usan organismos de
estudio utilizados normalmente en estudios de toxicologia ambiental como por ejemplo
las crias del crustaceo Thamnocephalus platyurus (Torokné et al., 2000) o las larvas de
Artemia salina (camarones de salmuera) (Lahti et al., 1995).

Sin embargo, ambas pruebas presentan ciertos inconvenientes como son la baja
selectividad a elevadas dosis y la necesidad de grandes cantidades de muestra para la
evaluacion (Osswald et al.,2007).

Actualmente, el desarrollo de anticuerpos dirigidos especificamente hacia ATX-a ha dado

lugar a la utilizacion de ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) llegando
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a comercializarse kits ELISA que tienen la capacidad de detectar ATX-a en
concentraciones de hasta 0,15 ug 1! (Colas et al., 2021).

Para resolver las limitaciones de sensibilidad y especificidad de los bioensayos se ha
creado un biosensor amperomeétrico serigrafiado altamente sensible para la deteccidn
precisa de la concentracion de ATX-a. Su sensibilidad se mejor6 mediante la
modificacion genética de la AchE y una combinacidn estratégica de mutaciones logro una
mayor especificidad del analito. Este enfoque permitié aumentar la capacidad de
deteccion y selectividad del sistema. Asi, se llevo a cabo la deteccion de ATX-a en
muestras de lagos afectados por floraciones de cianobacterias mediante un grupo de
cuatro mutantes de AchE, dos de los cuales eran sensibles a la ATX-a y los otros dos a
insecticidas. Todas las mediciones se realizaron tras sumergir durante un periodo de 10
minutos el electrodo en una solucidn acuosa. Los resultados mostraron que los mutantes
de las enzimas Y71D, Y73Q e Y71A (sensibles) fueron capaces de detectar 0,5 nmol de
ATX-a por litro mientras que los mutantes EGO9W y E69Y (insensibles) tenian limites de
deteccion 16 y 50 veces mayores que los mutantes sensibles. De esta manera, se pudo
comprobar que la especificidad de los ensayos espectrofotométricos se mantuvo en las
enzimas inmovilizadas (Devic et al., 2002).

-Métodos cromatogréficos:

La gran toxicidad de la ATX-a incluso en concentraciones muy bajas y las regulaciones
internacionales establecidas para este tipo de compuestos han impulsado una
investigacion intensiva enfocada principalmente en mejorar las metodologias analiticas
para aumentar la sensibilidad de deteccion.

La cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion de fluorescencia (HPLC-FL)
se utilizo para evaluar la existencia de ATX-a en diversos suplementos dietéticos que
incluian cianobacterias (Rellan et al., 2009). Para confirmar los limites del método, se
llevaron a cabo experimentos adicionales donde se afiadieron muestras secas de
suplementos libres de contaminantes con una cantidad precisa de patron de ATX-a.
También se verificd la presencia de ATX-a utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) después de su derivatizacion. Durante la validacion de
los métodos GC-MS y HPLC-FL, se realizaron evaluaciones para determinar los efectos
de la matriz en el rendimiento del método. Se llevé a cabo una comparacion entre la sefial
obtenida al analizar el estandar de ATX-a diluido en metanol y la sefial obtenida al
analizar la misma cantidad de patron diluido en un blanco. Esto permitié establecer como

la presencia de la matriz afecta las respuestas de los detectores (Rellan et al., 2009).Los
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resultados no mostraron un efecto notable en la respuesta de ATX-a mediante HPLC-FL
al analizar la muestra de matriz. Sin embargo, en el caso de GC-MS, se encontré una
supresion del 13% en la respuesta de ATX-a (Rellan et al., 2009).

En general los métodos de cromatografia liquida acoplada a radiacion ultravioleta (LC-
UV) presentan limitaciones en cuanto a la sensibilidad, la presencia de interferencias y
los productos derivados de la degradacion. Por esto, con el fin de aumentar la selectividad
y el limite de deteccion (LOD) de la ATX-a se utiliza la derivatizacion y la fluorescencia
(Osswald et al., 2007).

Asi, se disefio un método basado en la polarizacion fluorescente (FP) que consiste en
marcar un nAchR con un derivado de fluoresceina. Esta estrategia muestra la capacidad
de la toxina para interaccionar con su objetivo dentro de la célula. Se evaluaron las
interacciones entre la toxina y el receptor mediante la medicién de las variaciones en la
FP de un conjugado unido a membrana-nAchR-F expuesto a diferentes concentraciones
de ATX-a. Los resultados revelaron una correlacion positiva entre la concentracion de
ATX-a en la muestra y las modificaciones en el grado polarizacion de la luz trasmitida
por el nAchR-F, lo que confirmd que existia interaccion entre ambas moléculas (Sanchez
etal., 2014).

También se empled la extraccion en fase solida (SPE) acoplada con cromatografia liquida
de ultra alta resolucion-espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) para la
deteccion de ATX-a en muestras de agua dulce que presentan proliferaciones de
cianotoxinas. Se realizdé una evaluacion sistematica de los efectos de la matriz en la
magnitud de la sefal de las toxinas en muestras de SPE. Durante el analisis mediante
UPLC-MS/MS se observo una supresion significativa en la intensidad de la sefial de la
toxina. Se realiz6 una evaluacion exhaustiva de la eleccidén de estandares internos (IS)
con el fin de compensar o modificar las disminuciones de concentraciones de las
cianotoxinas durante el proceso de preparaciéon de muestras y mitigar los efectos de la
matriz de deteccion en los estudios de UPLC-MS/MS. Asi, se determind que el
acetaminofén-d4, resultd ser un estandar interno apropiado para compensar los efectos de
la matriz en la magnitud de la sefial de ATX-a. Por otro lado, la utilizacién de L-
fenilalanina-d5 o cafeina-d9 como estandares internos para compensar los efectos de la

matriz en estas toxinas no fue eficaz (Tran et al., 2020).

Recientemente se ha desarrollado un método de deteccion de ATX-a utilizando un

aptasensor colorimétrico de alta sensibilidad, rapido y sencillo. Como agente de deteccion
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utiliza un ADN aptdmero y como sondas nanoparticulas de oro (AuNP). Cuando el

apatamero se une especificamente a la ATX-a, experimenta un cambio en su estructura

que conduce a la agregacion de las AuNP. En una solucién de NaCl esta agregacion

provoca un cambio de color de las AuNP, pasando de rojo a azul. La variacion en el color

de las nanoparticulas esta estrechamente relacionada con la concentracion de ATX-a, y

se puede cuantificar de manera sencilla usando un espectrofotémetro UV/Vis. Este nuevo

enfoque propuesto fue aplicado exitosamente para el andlisis de muestras de aguas

procedentes de lagos. Asi, este aptasensor es una prometedora alternativa como método

rapido de deteccion de ATX-a en muestras ambientales (Nguyen y Jang., 2021).

Tabla 3. Métodos de deteccidn especificos de ATX-a.

METODO LIMITE DE VALIDADO MATRIZ DE REFERENCIA
ANALITICO DETECCION (LOD) DETECCION BIBLIOGRAFICA
(ATX-a) Y LIMITE DE
CUANTIFICACION
(LOQ)
Biosensor LOD (nmol I'Y): 0.5 No Agua (Devic et al., 2002)
electroquimico LOQ: -
con ingenieria de
AchE
HPLC-FL LOD (ugg™):3 Si Suplemento (Rellén et al., 2009)
LOQ (ngg™): 10 alimenticio
GS-MS LOD (ng1%): 24 Si Suplemento (Rellan et al., 2009)
LOQ (ng1™):70 alimenticio
FP LOD (nM): 33.3 Si Agua (Sénchez et al., 2014)
LOQ (nM): 100
SPE-UPLC- LOD (ng I'Y): Si Agua (Tran et al., 2020)
MS/MS ATX-A: 1.3
HTX-A: 0.6
LOQ (ng I'Y):
ATX-A: 4
HTX-A: 2
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Biosensor LOD (pM): 4.45 No Agua (Nguyen y Jang.,
colorimétrico LOQ (pM): 10 - 200 2021)

ELISA LOD (ug1%):0,15 Si Agua (Bauer et al., 2022)
LOQ (ug1™1): 220,5

HPLC-FL: cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion de fluorescencia; GC-MS:
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas; FP: polarizacion fluorescente; SPE: extraccion
en fase solida; UPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra alta resolucién-espectrometria de masas en
tdndem ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas.

4.2 Métodos analiticos no especificos de ATX-a (MULTITOXINAS)

Son métodos analiticos que permiten detectar varias cianotoxinas a la vez en la misma
muestra (Tabla 4).

La cromatografia liquida/espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS) es una eficaz
herramienta para el andlisis de varios analitos en una amplia variedad de matrices debido
a su sensibilidad y selectividad. Este método fue utilizado para la determinacién de MC,
CYN y ATX-a. Se llevo a cabo un estudio para evaluar el uso de columnas de menor
tamano, con particulas menores a 2 um con el objetivo de mejorar la rapidez, sensibilidad
y resolucion de los analisis, ademas de cuantificar las cianotoxinas en una sola prueba.
Para ello, se empled la técnica de cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC) en
conjunto con la espectrometria de masas en tandem. Se analizaron muestras de agua
natural y muestras enriquecidas para demostrar la eficiencia de la técnica. Los resultados
demostraron que el método permitié separar de manera clara las distintas cianotoxinas
(MC, CYN y ATX-a) en un solo anélisis y en unos ocho minutos, obteniendo una alta
especificidad y recuperacion de los picos (Oehrle et al., 2010).

La técnica de extraccién en fase solida en linea acoplada a espectrometria de masas en
tandem de cromatografia liquida (SPE-LC-HESI-MS/MS) fue creada para la
identificacion y cuantificacion de las cianotoxinas MC, ATX-ay CYN en muestras de
agua dulce. Se utiliz6 un volumen de inyeccion de 2 mL ajustado segun la concentracién
prevista de cianotoxinas en la muestra. Este método permite realizar el analisis de cada
muestra en unos 7 minutos, logrando buenos valores de recuperacion (91-101%) y una

buena precision. Se llevaron a cabo experimentos de optimizacion y validacion del
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método de SPE y la separacion cromatografica utilizando muestras de aguas con
proliferaciones de algas de relevancia ambiental. Durante el andlisis, se logré detectar
todas las cianotoxinas exceptuando la CYN (Fayad et al., 2015).

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LS-MS) es un método de
analisis rapido y altamente sensible para la deteccion de diferentes cianotoxinas entre las
que se incluyen MC, nodularina (NOD), ATX-a y CYN. Este método usa una cantidad
reducida de muestra y dilucién directa con metanol. El tiempo de anélisis fue de 12 min
con una distincion precisa de las diferentes toxinas. La prueba de validacion revel6 una
sensibilidad destacable con limites de deteccion inferiores a 100 ng I, precision y
exactitud. La sencillez del pretratamiento de muestras y la rapidez de analisis hace que
este método sea ideal para la monitorizacion y el andlisis eficiente de aguas (Wang et al.,
2016).

Haddad et al. (2019) utilizaron la cromatografia liquida de dilucion isotopica y
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) para la deteccién de MC, NOD, ATX-a,
CYN y saxitoxina (SAX) tanto en muestras de agua ambiental como en tejidos de peces.
Se combinaron técnicas de separacion y extraccion con el fin de optimizar el proceso de
aislamiento y aumentar la sensibilidad en la deteccion. En este estudio, se llevd a cabo
una evaluacion de una columna de LC de interaccion hifrofilica zwitterionica para la
separacion de ATX-a, CYN y SAX. Los resultados revelaron una gran sensibilidad para
las diferentes toxinas en comparacion con las técnicas previamente utilizadas. Ademas,
se realiz6 una validacion del método mediante el uso de estandares internos marcados
isotdpicamente, siendo esta la primera vez que se realiza. Este enfoque permitié una mejor
correccion de los sesgos de recuperacion y la supresion de la influencia de la matriz en
los resultados.

La técnica de inyeccion directa (DI) acoplada a cromatografia liquida de ultra alta
resolucion-espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) fue desarrollada para la
deteccion de ATX-a, CYN y HTX-a en muestras de agua dulce que presentan
proliferaciones de cianotoxinas. Se realizé una evaluacién sistematica de los efectos de
la matriz en la magnitud de la sefial de las toxinas en muestras de DI. Durante el analisis
mediante UPLC-MS/MS se observd una supresion significativa en la intensidad de la
sefial de CYN, ATX-ay HTX-a. Se realizo una evaluacion exhaustiva de la eleccion de
estandares internos (I1S) con el fin de compensar o modificar las disminuciones de
concentraciones de las cianotoxinas durante el proceso de preparacion de muestras y

mitigar los efectos de la matriz de deteccion en los estudios de UPLC-MS/MS. Este
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método demostrd un limite de deteccion (LOD) para las toxinas objetivo en el rango de
0,6 a 15 ng I}, lo cual indica una sensibilidad adecuada para identificar la presencia de
estas cianotoxinas en las floraciones de cianobacterias. El estudio demostré que las
cianotoxinas ATX-a, CYN y HTX-a estaban presentes de manera generalizada en las
muestras de agua, con concentraciones que variaban de 70 a 24600 ng I (Tran et al.,
2020).

Recientemente un estudio describe un método de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS) para la deteccidn y cuantificacion de
varias cianotoxinas en moluscos bivalvos de consumo humano. Abarca un total de 17
cianotoxinas que incluyen a MC, NOD, ATX-a, HTX-ay CYN. Este método destaca por
la capacidad de la MS para detectar y distinguir de manera individual las sefiales MRM
de MC-Lr-[Dha7] y MC-LR-[Asp3], dos semejantes que previamente se detectaban
juntos y ahora pueden ser distinguidos por la MS. Para evaluar la eficacia del método, se
realiz6 una validacion interna usando muestras de mejillon con concentraciones que
variaban entre 3,12 y 200 pg kg™. EI método mostrd una linealidad adecuada en el rango
de calibracion para las cianotoxinas analizadas, a excepcién de CYN. Las recuperaciones
de las cianotoxinas estuvieron por debajo de los niveles deseados (<70 %), pero se
mantuvieron estables. A pesar de presentar ciertas limitaciones, los resultados obtenidos
en la validacion demostraron que el método era robusto y especifico (Espafia Amortegui
etal., 2023).

También se ha usado la cromatografia liquida de interaccion hidrofilica acoplada con
espectrometria de masas en tandem (HILIC-MS/MS) como estrategia analitica para la
deteccion de cianotoxinas en suplementos dietéticos de algas verdeazuladas (BGA). Se
realizd la separacion de diversas cianotoxinas, como la microcistina-leucina-argininia
(MC-LR), microcistina-arginina-arginina (MC-RR), NOD, ATX-a y aminoacidos no
proteicos, utilizando la columna SeQuant ZIC-HILIC. Para la extraccion de las toxinas,
se utilizo un enfoque combinado de extraccion sélido-liquido (SLE) y extraccion en fase
solida (SPE). EI método se sometid a un proceso de validacién utilizando suplementos
dietéticos de cianobacterias y se determinaron los limites de cuantificacién en un rango
de 60 a 300 pg-kg* (Aparicio-Muriana et al., 2023).
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Tabla 4. Métodos de deteccion de ATX-a con diferentes cianotoxinas.

TOXINAS METODO LIMITE DE VALIDADO MATRIZ DE REFERENCIA
DETECTA ANALITICO DETECCION DETECCIO BIBLIOGRAF
DAS (LOD) Y N ICA

LIMITE DE

CUANTIFICA

CION (LOQ)
MC,CYNy UPLC- LOD (ppb): Si Agua (Oehrle et al.,
ATX-a LC/MS/MS MC RR: 0.21 2010)

MC LR: 0.10

MC LF: 0.20

CYN: 0.17

ATX-a: 0.13

LOQ (ppb): -

LOD (ng I):
MC,CYNy SPE-LC- 0,01-0,02 Si Agua (Fayad et al,
ATX-a HESI-MS/MS  LOQ: - 2015)
MC, NOD, LC-MS LOD (ng IY): Si Agua potable  (Wang et al.,
CYN y <100 2016)
ATX-a LOQ (mg Ih):

0,1-0,3
MC, NOD, ID-LC- LOD (ng ml%):  Si Agua y tejido (Haddad et al.,
ATX-a, MS/MS 0,004-0,08 de pescado 2019)
CYN, SAX LOQ (ng ml?):

0,01-0,28
ATX-a, DI-UPLC- LOD (ng IY): Si Agua (Tran et al,
CYN y MS/MS CYN: 15 2020)
HTX-a ATX-A: 70

HTX-A: 33

LOQ (ng I):

CYN: 50

ATX-A: 240

HTX-A: 100
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MC, NOD, LC-MS/MS LOD (ug kg?): Si Moluscos (Espafia
ATX-a, 2,10 -4,04 bivalvos Amodrtegui et al.,
HTX-a vy LOQ (ug kg™): 2023)

CYN. 6,50-12,11

MC-LR, HILIC- LOD (ug kg™: Si Suplementos (Aparicio-
MC-RR, MS/MS) 15-90 dietéticos Muriana et al.,
NOD, LOQ (ug kg™h): 2023)

ATX-a 60 - 300

UPLC: cromatografia liquida de ultra alta resolucién; LC/MS/MS: cromatografia liquida con
espectrometria de masas en tandem; SPE-LC-HESI-MS/MS: extraccion en fase sélida en linea acoplada
a espectrometria de masas en tandem de cromatografia liquida; LC-MS: cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas; ID-LC-MS/MS: cromatografia liquida de dilucion isotépica acoplada a
espectrometria de masas en tandem; DI-UPLC-MS/MS: inyeccion directa acoplada a cromatografia
liquida de ultra alta resolucion y espectrometria de masas en tindem; LC-MS/MS: cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas; HILIC-MS/MS: cromatografia liquida de interaccion hidrofilica

acoplada con espectrometria de masas en tandem

Tras esta recopilacion bibliografica de métodos analiticos para la deteccion de ATX-a se
ha observado que, en los inicios, los estudios e investigaciones se centraron en el uso de
bioensayos a base de organismos vivos o componentes bioldgicos para detectar las
toxinas. Sin embargo, la investigacién y el avance tecnoldgico dio lugar a la creacion de
métodos mas avanzados y al desarrollo de técnicas analiticas mas sofisticadas como la
cromatografia, los ensayos inmunoldgicos y las técnicas basadas en la tecnologia que
superaron las limitaciones de sensibilidad y especificidad que estos bioensayos
presentaban y que dificultaba la atribucion precisa de la presencia de esta toxina.

No obstante, los bioensayos siguen siendo Utiles para la evaluacion toxicol6gica general
de una muestra o el monitoreo a largo plazo de la calidad del agua.

Asi, la mayoria de los métodos de deteccion de cianotoxinas se basan en técnicas
cromatograficas que requieren de equipos especializados, recursos y personal altamente
capacitado para su implementacion. Aunque estos métodos disminuian las limitaciones

anteriores, la presencia de interferencias de otros compuestos también supone diferencias
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en términos de sensibilidad, especificidad, ademas de la rapidez, el costo y la complejidad
técnica, que implican ciertas dificultades en su aplicabilidad y uso generalizado.
Recientemente, se ha desarrollado un mayor enfoque en la creacion de biosensores
electroquimicos basados en afinidad, que permiten una deteccién mas rapida y precisa
superando asi algunas de las limitaciones asociadas a los métodos convencionales que se
vienen utilizando. Ademas, la creacion de biosensores portatiles permitiria andlisis
inmediatos de los cuerpos de aguas y una temprana deteccion de las deficiencias en el
tratamiento de las aguas de consumo humano posibilitando la adopcién de medidas
rapidas de correccion.

Al examinar los estudios sobre los métodos de deteccion de ATX-a y categorizarlos en
especificos y no especificos, se ha comprobado que, a pesar de la diversidad de métodos
disponibles, la mayoria se enfoca en la deteccion simultanea de varias cianotoxinas (MC,
CYN, NOD, SAX, ATX-a), siendo la MC la més investigada y estudiada hasta la fecha.
No obstante, es importante destacar que en los Gltimos afios debido al cambio climéatico
y al aumento de floraciones algales se ha percibido un creciente interés en la investigacion
y desarrollo de nuevos métodos de deteccion mas especificos y sensibles para la AT X-a.
Ademas, en cuanto a las matrices de estudio se refiere se podria decir que la mayoria de
las investigaciones encontradas se han realizado en muestras de agua dulce como lagos y
rios 0 en aguas de consumo humano siendo por el contrario muy escasas las
investigaciones y andlisis de ATX-a en animales o suplementos dietéticos. Esto supone
una gran limitacion en cuanto a la posibilidad de evaluacion del riesgo por exposicion
ATX-a (Figura 5).
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Figura 5. Namero de articulos segun matriz estudiada (fuente Scopus).

28



A excepcion de los biosensores, en general, los métodos analiticos mencionados han sido
sometidos a un proceso riguroso de validacion con el fin de comprobar y confirmar que
estos cumplen con el objetivo de andlisis previsto y que los resultados obtenidos son
fiables y precisos. También se han realizado analisis de las concentraciones minimas de
toxina detectables por cada técnica analitica y la capacidad de medir con precision y

exactitud una concentracién minima de analito dentro de los limites determinados.
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5.CONCLUSIONES

-Existen multiples métodos de analisis para la cuantificacion y determinacion de la ATX-
a en diferentes matrices como aguas superficiales, muestras de tejidos y 6rganos de
peces/animales acuaticos o complementos alimenticios a base de algas, siendo
mayoritarios los métodos de determinacion de ATX-a en agua con respecto a las demas
matrices.

-Los estudios llevados a cabo hasta el momento indican una clara tendencia en la
investigacion a la deteccion conjunta de ATX-a con otras cianotoxinas en lugar de enfocar
los estudios exclusivamente a la deteccion de ATX-a de forma aislada.

-Los métodos analiticos examinados han demostrado su validez mediante pruebas en las
cuales se han estudiado y determinado los limites de deteccion (LOQ) y cuantificacion
(LOD) mostrandose de manera concluyente que estos métodos pueden proporcionar
resultados fiables, precisos y reproducibles para la deteccién de ATX-a en diferentes
condiciones y entornos, aunque presenten ciertas limitaciones de especificidad y
selectividad.

-Al comprender los métodos de deteccidn existentes y las limitaciones asociadas, se puede
enfatizar en la necesidad de desarrollar técnicas mas sensibles y especificas de ATX-a
para garantizar la seguridad del suministro de agua y disminuir los riesgos por exposicion
a ATX-a.
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