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RESUMEN

Las floraciones de cianobacterias en agua dulce estin asociadas con la
produccidn de cianotoxinas, sustancias perjudiciales para los animales, las plantas y los
seres humanos. De todas ellas, las mas abundantes en la naturaleza y por tanto las mas
estudiadas de forma individual son la cilindrospermopsina (CYN) y la microcistina-LR
(MC-LR). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) recomienda el
estudio las mezclas de cianotoxinas, ya que es frecuente encontrar en estas floraciones
de cianobacterias varias cianotoxinas juntas, y es importante conocer si existe alguna

variacion en los efectos toxicos que producen, respecto a los producidos por separado.

En el presente trabajo se estudia la genotoxicidad producida por la mezcla de
CYN y MC-LR en células de adenocarcinoma de colon humano Caco-2 mediante el
ensayo cometa estandar y modificado con las enzimas endonucleasa III (Endo III) y
formamidopiridina ADN glicosilasa (FPG) con el fin de determinar el potencial
genotoxico y posible dafio oxidativo en el ADN producido por la oxidacion de las bases
pirimidinicas y puricas, respectivamente. Se evaluo la mezcla de ambas cianotoxinas en
un rango de diferentes concentraciones preservando siempre la ratio 1:10, siendo asi
parala CYN 0.6, 1.5, 2.5 pg/ml y para MC-LR 6, 12.5 y 25 pg/ml, durante 24 y 48 h de
exposicion. De forma general se observo una ausencia de genotoxicidad asi como dafio
oxidativo del ADN bajo las condiciones ensayadas. Serian necesarios mas estudios para
poder contar con un conocimiento mas amplio sobre el efecto genotoxico producido por

la combinacion de las diferentes cianotoxinas.

PALABRAS CLAVES: Cilindrospermopsina, Microcistina-LR, células Caco-2,

ensayo cometa, genotoxicidad.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cianobacterias y cianotoxinas

Las cianobacterias son microorganismos procariotas unicelulares que han existido
desde hace aproximadamente 3500 millones de afos (Tomitani et al., 2006). Estos
organismos estan distribuidos de una forma muy amplia en la naturaleza tanto en
habitats terrestres como de agua dulce y marinos. Ademas, suelen tolerar ambientes
extremos mejor que otros organismos pudiendo ser halladas también en manantiales
termales, lagos salinos, en la superficie del suelo o rocas y, ocasionalmente, en el

interior de las mismas (Madigan et al., 2008).

El crecimiento exponencial de las cianobacterias es diferente segtn el habitat donde
residan. En suelos desérticos sometidos a luz solar intensa, las cianobacterias crecen
formando cortezas de gran tamaiio sobre la superficie. Estas cortezas crecen durante el
invierno o durante las lluvias de primavera, el resto del afio se mantienen latentes. Por
otro lado, cuando se trata de bahias marinas poco profundas y con una temperatura
relativamente templada, las cianobacterias crecen formando tapices de un grosor
considerable. En el caso de lagos de agua dulce y con gran cantidad de nutrientes se
pueden producir explosiones poblacionales o floraciones masivas de cianobacterias,
conocidas como ‘“blooms”, consistentes en un crecimiento desmedido de estos

microorganismos (Chorus et al., 2000).

Las floraciones masivas o “blooms” de cianobacterias producen un impacto
importante en la calidad de agua, ya que aumenta la turbidez y produce deplecion del
oxigeno, provocando serios riesgos para otros organismos acudticos (O’Neil et al.,
2012). Ademas, se estima que el 25 - 75% de las floraciones de cianobacterias son
toxicas debido a su capacidad de producir una amplia gama de toxinas, llamadas
cianotoxinas (Carmichael et al.,, 2001; Chorus, 2001). Esto supone una gran
preocupacion ya que son un riesgo tanto para los seres humanos y animales que los
consumen, como para el medio ambiente en general (O’Neil et al., 2012; Quesada et al.,

2006).



Figura 1. Floraciones de cianobacterias en diversas partes del mundo. (1) Lago Erie,
Canada y EEUU (2) Reserva La Pinilla, Madrid, Espafia (3) Matilda Bay (Australia)
(tomado de Sola, 2013).

Las cianotoxinas son compuestos bioactivos fruto del metabolismo secundario de
algunas cianobacterias. Estas toxinas son utilizadas por las cianobacterias como agentes
anticancerigenos, antivirales o como protectores frente a la luz ultravioleta (Sivonen y
Jones, 1999). Algunos de estos compuestos son utiles en algunos sectores
socioecondmicos, como por ejemplo la agricultura (Prasanna et al., 2010) y la industria
farmacéutica (Chlipala et al., 2011). Sin embargo, muchos de estos productos bioactivos
son nocivos para la salud de otros organismos vivos, incluyendo al ser humano, por los
efectos toxicos que producen (Sivonen y Jones, 1999). Se han descrito numerosos casos
de envenenamientos mortales en animales salvajes que han sido asociados a la ingestion
de cianotoxinas, especialmente por beber agua contaminada con -cianobacterias
productoras de estas toxinas. En cuanto a casos de intoxicacion producidos en seres
humanos, se han documentado intoxicaciones producidas por diferentes vias de
exposicion tales como la via oral, dérmica o en algin tratamiento médico como la

dialisis (Funari y Testai, 2008).
1.2. Clasificacion de la cianotoxinas

Hay gran variedad de cianotoxinas producidas por diferentes cianobacterias. Se

diferencian entre si por su estructura quimica y su toxicidad, pudiéndose clasificar en
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funcion del o6rgano o sistema al que afectan preferentemente (Falconer y Humpage,

2005; Pearson et al., 2010; Wood, 2016) (Tabla 1).

Principal efecto toxico Cianotoxina
Microcistinas
Hepatotoxicidad
Nodularinas
Citotoxicidad Cilindrospermopsina
Saxitoxina
Anatoxin-a
Neurotoxicidad

Anatoxin-a (S)

B-metilamino-L-alanina (BMAA)

Aplisiatoxinas
Dermotoxicidad
Lyngbyatoxina A
Irritantes Lipopolisacaridos

Tabla 1. Clasificacion de algunas cianotoxinas en funcidn de su potencial toxicidad.

De todas las cianotoxinas, y dado que son las unicas que han causado fenémenos
masivos de intoxicacion en poblaciones humanas, merecen especial atencion las
Microcistinas (MCs) y la Cilindrospermopsina (CYN), constituyendo ambas el principal

objeto de estudio de este Trabajo Fin de Grado.
1.3. Microcistinas

La MCs son las cianotoxinas mas ampliamente detectadas en agua dulce
conociéndose hoy en dia unas 100 variantes en funcion del grado de metilacion,
hidroxilacion, epimerizacion, secuencia del péptido y toxicidad (Wu et al., 2014). Las
MCs son térmicamente estables y solubles en agua, y estan generalmente contenidas en
las células vivas, pero son liberadas al medio cuando éstas mueren o se lisan, como, por
ejemplo, tras el tratamiento de las aguas con sulfato de cobre. Estas pueden ser
producidas por floraciones de cianobacterias de diferentes géneros tales como
Microcystis, Dolichospermum, Plankothrix, Nostoc y Snowella (Botes et al., 1982;
Falconer y Humpage, 2005) (Figura 2).



Figura 2. (1) Microcystis aeruginosa, (2) Microcystis wesenbergii (ambas tomadas de
CEDEX, Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino), (3) Planktothrix sp.
(tomado de Wood et al., 2010).

La estructura quimica general del grupo de las MCs es un cicloheptapéptido
como se muestra en la Figura 3. A esta estructura se le nombra MC-XZ, donde X y Z
son dos variables que pueden ser L-aminoacidos diferentes. X normalmente
corresponde a residuos de leucina (L), arginina (R) o tirosina (Y), mientras que Z suele
ser arginina (R) o alanina (A). Su estructura también es caracteristica por la presencia
del acido 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimeti-deca-4,6-acido dienoico, también
conocido como ADDA, atribuyéndole a éste la responsabilidad de su toxicidad
(Carmichael, 1997; Carmichael et al., 2001; Kaloudis et al., 2013). Asi, los congéneres
mas comunmente encontrados en la naturaleza son la microcistina-LR (MC-LR) con
leucina (L) y arginina (R), microcistina-RR (MC-RR) con dos residuos de arginina (R),
y MC-YR con tirosina (Y) y arginina (R), todos ellos en las posiciones 2 y 4,

respectivamente (Carmichael 1988).

Fundamentalmente, las MCs son conocidas por ser potentes hepatotoxinas, pero

algunas MCs especificas han dado lugar a efectos neurotoxicos (Feurstein et al., 2011;



Li et al., 2012, 2014). Mas recientemente, se ha descubierto que también puede verse

afectados otros 6érganos como tiroides y pulmoén (Buratti et al., 2017).

(6) Glu (7) Mdha

COOH CH, o

(5) Adda

NH
" (1) Ala
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‘}‘x
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NH (2) X
° COQH
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Figura 3. Estructura general de las MCs (MC-XZ). Marcado en rojo el aminoacido

responsable de la toxicidad (tomado de Kaloudis et al., 2013).

Uno de los principales mecanismos de accion de las MCs esta asociado con la
inhibicién especifica de fosfatasas de las proteinas serina/treonina (PP1 y PP2A), dando
lugar a una alteracion en la fosforilacion de las proteinas celulares implicadas en la
transduccion de senales (Gehringer, 2004). Otro mecanismo descrito por diversos
autores es el estrés oxidativo, produciéndose un desequilibrio entre la presencia de
radicales libres y sustancias antioxidantes debido al incremento de la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y a una deplecion de glutation (GSH) por
exposicion a MCs. El estrés oxidativo producido por las MCs ha sido demostrado tanto
en diversos modelos experimentales in vitro (Nong et al., 2007; Pichardo et al., 2007,
Zhang et al., 2008; Puerto et al., 2009a; Puerto et al., 2009b) como en diferentes
sistemas in vivo (Ding et al., 1998; Jos et al., 2005; Atencio et al., 2008). Ademas,
también pueden actuar como promotores tumorales (Li et al., 2009; Wang et al., 2013;
Liu et al., 2006). De hecho, la MC-LR ha sido clasificada como “posible carcinogénica
para los seres humanos” (grupo 2B) por la Agencia Internacional de Investigacion sobre

el Cancer (IARC,2010) (http://www.iarc.fr/).

En 1998 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecio que el valor de
MC-LR en el agua potable no debe ser superior a 1 pug/L. (WHO, 1998). Actualmente,
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Espaiia es uno de los pocos paises que cuenta con legislacién concreta para los niveles
de MCs, regulados por el RD140/2003, no permitiéndose valores superiores a 1 ng/L de

MC:s en el agua, tal como recomienda la OMS.
1.4. Cilindrospermopsina

La CYN proviene del producto secundario del metabolismo de Cylindrospermopsis
raciborskii 'y otras cianobacterias de los géneros Anabaena, Umezakia 'y
Aphanizomenon (Falconer, 2004), siendo la primera la mayor productora (Bouvy et al.,
2000; Briand et al., 2004). Es considerada una citotoxina, ya que produce efectos tanto
hepatotoxicos como nefrotoxicos, aunque otros drganos tales como son bazo, intestino,
timo y corazén entre otros, también pueden resultar dafiados tras la exposicion a la
misma (Terao et al., 1994; Falconer et al., 1999; Seawright et al., 1999). Recientemente
en estudios in vivo han demostrado también su efecto neurotdéxico (Guzman-Guillén et

al., 2015)

Figura 4. (1) Cylindrospermopsis raciborskii, (2) Aphanizomenon aphanizomenoides

(tomado de CEDEX, Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y Marino)

La CYN tiene estructura quimica de alcaloide formado por un anillo triciclico de
guanidina y combinado con un grupo hidroximetiluracilo (Ohtani et al., 1992) (Figura
5). Hasta la fecha se han descubierto 5 variantes: la CYN, 7-epicilindrospermopsina, 7-
desoxicilindrospermopsina, 7-desoxi-desulfo-cilindrospermopsina, 7-desoxi-desulfo-12-
acetilcilindrospermopsina (Wimmer et al., 2014). La CYN es una molécula soluble en
agua y muy estable, siendo resistente a diferentes condiciones de acidez, temperatura,

luz solar y a la degradacion biologica (Wormer et al., 2008).
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Figura 5. Estructura general de la CYN (tomado de Straser et al., 2011)

Aunque el mecanismo de accion toxica de la CYN atn no ha sido totalmente
esclarecido y sus dianas moleculares especificas no estan caracterizadas (Campos et al.,
2013), se considera que su toxicidad estd mediada por el citocromo P450 (CYP450)
(Humpage et al., 2005). Los principales mecanismos de toxicidad conocidos de la CYN
son la inhibicion irreversible de la sintesis de proteinas (Runnegar et al., 2002; Froscio
etal., 2003) y GSH (Runnegar et al.,, 1994, 1995; Humpage etal., 2005), la
fragmentacion del ADN resultado de la genotoxicidad mediada por la toxina (Zegura
etal., 2011b), asi como el estrés oxidativo, la peroxidacion de los lipidos y oxidacion
proteica demostrados en estudios in vitro e in vivo realizados en peces (Gutiérrez-Praena

et al., 2011a,b; Puerto et al., 2011; Guzman-Guillén et al., 2013).

Debido a la toxicidad y ubicuidad de la CYN, la OMS esta estudiando establecer
como valor guia en aguas de consumo el propuesto por Humpage y Falconer (2003) de
1 png CYN/L. Del mismo modo, no se ha adoptado todavia ningun valor guia para la
CYN en aguas recreativas y de bafio. En cuanto a los limites de consumo de la CYN, la
ingesta diaria tolerable (IDT) es 0,03 pg/kg de peso corporal (p.c.). En nuestro pais, a

diferencia de las MCs, carece de legislacion al respecto.
1.5. Vias de exposicion a cianotoxinas

La exposicion a cianotoxinas puede ser directa o indirecta. Las vias de exposicion
directas incluyen la via oral tras consumo agua contaminada; la via dérmica sobre todo
en ambientes recreativos tras un bafio en aguas afectadas; la via inhalatoria a través de
particulas de aerosol durante la ducha, o al realizar deportes acudticos; y la via
intravenosa mediante intervenciones médicas. Las vias de exposicion indirectas pueden

darse por ingestion de animales o plantas que han sido expuestos a cianotoxinas, asi
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como por ingesta de suplementos alimenticios a base de cianobacterias. De todas ellas la

via oral es la mas comun (Wood, 2016).
1.6. Efectos toxicos generales producidos por exposicion a las cianotoxinas

Tras la exposicion a cianotoxinas, los sintomas mas caracteristicos descritos son
aquellos relacionados con alteraciones digestivas como vOmitos, diarrea y dolor
abdominal y/o, alteraciones dérmicas o de mucosas como irritacion de la piel, debilidad
y dolor de garganta, asi como palidez en la membrana mucosa (Chorus y Bartram,
1999). A concentraciones elevadas, estas toxinas podrian causar la muerte en un corto
periodo de tiempo por parada respiratoria o insuficiencia hepatica. Uno de los casos mas
conocidos de intoxicacion por MCs en humanos ocurrié en Caruaru (Brasil), donde 130
pacientes sometidos a hemodidlisis fueron tratados accidentalmente con agua
contaminada con MCs, de los cuales murieron 56 (Azevedo et al., 2002). En cuanto a la
CYN, cabe destacar el primer caso de intoxicacion de 100 nifios en la Isla de Palma
(Australia) en 1979. Los nifios intoxicados fueron ingresados en el hospital con varios
sintomas gastrointestinales tras haber ingerido agua contaminada que contenia CYN

(Griffiths y Saker, 2003).

Ademas, la exposicion cronica a dosis bajas de algunas hepatotoxinas también se ha

asociado con la promocion de tumores (Chen et al., 2009).
1.7. Genotoxicidad

Genotoxicidad es un término muy amplio que hace referencia a los procesos que
alteran la estructura, el contenido, la informacion o la segregacion del ADN y no estan

necesariamente asociados a la mutagenicidad (EFSA, 20111).

1.7.1. Efectos genotoxicos descritos por exposicion a MCs y CYN de forma

individual y en mezcla

El potencial genotoéxico de las MCs ha sido evaluado mediante ensayos in vitro e in
vivo. De forma general, lo estudios in vitro han dado resultados contradictorios. Ding et
al. (1999) y Sieroslawska (2013) describen una ausencia de genotoxicidad por
exposicion a MCs en mediante el ensayo de Ames; sin embargo, otros autores han
descrito efectos citotoxicos y capacidad aneugénica (Zhang et al., 2004; Zegura et al.,

2008; Dias et al., 2014). En estudios in vivo, la induccion de la rotura del ADN parece
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estar asociada a procesos de estrés oxidativo, o bien a una interferencia en la reparacion

del ADN (Funari y Testai, 2008; Zegura et al., 2011).

Del mismo modo, el potencial genotoxico de la CYN también ha sido descrito
mediante ensayos in vitro e in vivo. Principalmente, en estudios in vitro se observo la
rotura de la hebra de ADN en lineas celulares de origen hepatico mediante el ensayo
cometa (Straser et al., 2013a,b). Ademas, cabe destacar que se observé un incremento
del dafio del ADN en presencia de CYN que disminuye en presencia de inhibidores del
CYP450 (Funari y Testai, 2008; Zegura et al., 2011a). Sin embargo, hasta el momento,
no se han demostrados los efectos mutagénicos mediante el Test de Ames tras la
exposicion a la CYN (Sieroslawska, 2013). En estudios in vivo, se observo dafio
genotdxico en varios organos, destacando entre ellos el higado y el rifidon (Terao et al.,

1994; Falconer et al., 1999; Seawright et al., 1999).

Hasta la fecha no hay muchos ensayos realizados con la mezcla de MCs y CYN.
Recientemente hay estudios que sugieren que la concentraciones de MCs y CYN
sintetizadas por diferentes cianobacterias podrian variar por competencia entre ellas, y
en funcion de la concentracion de nitrégeno e incidencia de la luz (Chia et al., 2017). La
mezcla de CYN y MC-LR ha sido estudiada in vitro en células hepaticas, obteniéndose
unos resultados de genotoxicidad similares a los producidos por las toxinas por
separado (Hercog et al., 2016). Por otro lado, Esterhuizen-Londt etal. (2016) han
comparado la toxicidad de mezclas sintéticas de cianotoxinas con el extracto crudo de la
floracion, obteniéndose una mayor toxicidad en los grupos tratados con el extracto
crudo. Ademas, Freitas et al. (2015) también ha corroborado in vivo, en un cultivo de
lechuga (Lactuca sativa L.), el efecto producido por MC-LR, CYN y la mezcla de
ambas, utilizando como indicador el crecimiento de la raiz y hojas, el estrés oxidativo y

la cantidad de minerales que contiene la planta.
1.7.2. Métodos para la evaluacion de la genotoxicidad

Segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), los ensayos de
genotoxicidad son un requisito indispensable a llevar a cabo para una completa
evaluacion de riesgos de una sustancia. Los ensayos de genotoxicidad estan disefiados
para detectar compuestos que inducen directa o indirectamente dafio en el material
genético por diferentes mecanismos. Generalmente, se considera que este dafio es

esencial para producir efectos heredables o para mediar las distintas etapas de formacion
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de tumores. Existe una amplia gama de ensayos de genotoxicidad, entre ellos los mas

comunes para evaluar el potencial genotdxico son:
- Ensayo Cometa

El ensayo cometa estdndar determina el dafio genotdxico que produce una sustancia
en la célula por roturas de la hebra de ADN. Las células se exponen a la sustancia que
se pretende evaluar y, posteriormente, utilizando como soporte un gel de agarosa, se
lisan. Por ultimo, se realiza una electroforesis, que desplaza las hebras de ADN que han
sido fraccionadas hacia el anodo, ya que el ADN tiene carga negativa. Esto da lugar a lo
que se conoce como cometa, formado por la cabeza y la cola. Cuanto mayor sea el
tamafio de la cola, mayor es el dafio genotoxico producido por la sustancia en cuestion

(Azqueta y Collins, 2013).

Otra version, denominada ensayo cometa modificado con enzimas, permite la
determinacion del dafio genotoxico producido por la oxidacion de las bases puricas y
pirimidinicas. El procedimiento es igual que en el ensayo cometa, pero incluye antes de
la electroforesis un periodo de incubacion de las células lisadas con enzimas, en este
caso endonucleasa III (Endo IIT) para detectar la oxidacion de las bases pirimidinicas y

formamidopiridina ADN glicosilasa (FPG) para las bases puricas (Azqueta et al., 2009).
- Test de Ames

El test de Ames es considerado también como test de mutagenicidad, en el que
Salmonella Typhimurium his es expuesta a las diferentes concentraciones del
compuesto toxico en un medio his”. Se comprueba el crecimiento de diferentes cepas
después de la exposicion al toxico, evaluando si se ha producido el crecimiento de la
misma por alteracion en el material genético, revirtiendo asi la mutacion que presenta

(Ames, 1975).
- Ensayo de micronucleos

El ensayo de micronucleos (MN) determina el dafio cromosémico mediante el
recuento de MN. Durante la division celular, el ADN se multiplica y divide dando lugar
a dos células hijas idénticas. Este mecanismo podria alterarse debido a errores en la
replicacion y posterior division del ADN, a roturas cromosdmicas y al efecto de la

radiacion y sustancias genotoxicas, produciéndose pérdidas cromosdmicas que impiden
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la division equitativa del material genético. Las pérdidas cromosdmicas pueden dar
lugar a un nuevo nucleo de menor tamafio (MN) visible al microscopio 6ptico (Fenech,

2000).

De todos ellos, el ensayo cometa es el mas utilizado para la deteccion del dafio
directo producido en el ADN mediante roturas simples o dobles de la hebra, siendo uno
de los mas utilizados en células eucariotas (Neri et al., 2015). Ademas, la modificacion
de este ensayo mediante la incorporacion de enzimas de restriccion es el tinico que nos
proporciona informacion suficiente para comprobar si el estrés oxidativo estd implicado

de forma indirecta en ese dafio genotdxico (Azqueta et al., 2009).
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2. OBJETIVO

Debido a la abundante presencia en la naturaleza y posible co-exposicion a CYN y
MC-LR, asi como habiendo sido descrito el dafo en el ADN como posible mecanismo
de accion para ambas, el objetivo del presente estudio ha sido determinar por primera
vez el dano genotoxico y oxidativo sobre el ADN producido en la linea celular de
adenocarcinoma de colon Caco-2 por exposicion a CYN y MC-LR de forma combinada
mediante el ensayo cometa estdndar y modificado, tomando como proporcioén de ambas

cianotoxinas la encontrada en la naturaleza.

17



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Productos quimicos

El medio esencial minimo (MEM), el suero fetal bovino (SFB), los aminoacidos
no esenciales (AANE), la gentamicina, la L—glutamina, el piruvato sédico (CAS No.
113-24-6) y la tripsina (CAS No. 9002-07-7) fueron adquiridos en Gibco (Biomol,
Espana). La CYN fue adquirida en Alexis Corporation (Lausen, Suiza) y la MC-LR
Alexis Biochemicals (Suiza), la enzima Endonucleasa III (Endo III) (EC 3.1.21.5) fue
proporcionada por C-Viral S.L. (Sevilla, Espafia). La formamidopiridina ADN
glicosilasa (FPG) (EC 3.2.2.23), el dimetil sulfésido (DMSO) (CAS No. 67-68-5), azul
tripan (CAS No. 72-57-1), Tris-HCI1 (CAS No. 1185-53-1), KCI (CAS No. 7447-40-7),
Na;HPOs (CAS No. 7558-79-4), KH.PO4 (CAS No. 7778-77-0), EDTA (CAS No.
10378-23-1), BSA (CAS No. 9048-46-8), HEPES (CAS No. 7447-40-7), agarosa de
bajo punto de fusiéon (CAS No. 39346-81-1) y Triton™ X-100 (CAS No. 9002-93-1)
fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). El etanol absoluto (CAS No.
64-17-5) y NaCl (CAS No. 7647-14-5) fueron proporcionados por Merck KGaA

(Darmstadt, Alemania).
3.2. Linea celular y condiciones de cultivo

La linea celular Caco-2 (ATCC® HTB-37), fue utilizada para la realizacion del
ensayo cometa estdndar y modificado debido a que representa un cultivo celular de uno
de los principales organos diana afectados tras la exposicion oral a cianotoxinas. Las
células fueron cultivadas en monocapa en medio MEM suplementado con un 10% de
SFB, 50 pg/ml de gentamicina, L-glutamina 2 mM, 1% de aminoacidos no esenciales y
piruvato sodico 1 mM. Las células se mantuvieron a unas condiciones de cultivo de

37°C y 5% COz en atmosfera humidificada. Se utilizaron pases celulares entre 20 y 27.
3.3. Exposicion de las células al toxico

Partiendo del cultivo celular dispuesto en monocapa de células uniforme, se
prepar6 una suspension de células Caco-2 y se sembraron en placas de 24 pocillos a una
densidad de 3,5x10° células/ml. Esta densidad es optima para que se forme una
monocapa de células tras una incubacion de 24 h bajo las condiciones de cultivo ya

mencionadas.
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Transcurridas las 24 h y alcanzada esta densidad optima de crecimiento, las
células fueron expuestas a la mezcla de concentraciones ascendentes de cianotoxinas:
CYN (0.6, 1.5, 2.5 pg/ml) y MC-LR (6, 12.5 y 25 pg/ml), durante 24 y 48 h. La
eleccion de dichas concentraciones de exposicion a CYN se llevo a cabo teniendo en
cuenta experimentos previos de citotoxicidad en los que se determind a partir del
parametro mas sensible, que fue la reduccion de MTS la concentracion efectiva media
(ECso) en las células intestinales expuestas a esta cianotoxina, que fue 2.5 pg/ml tras 24
h de exposicion (Gutiérrez-Praena et al., 2012). Por este motivo, fue utilizada como
maxima concentracion para este ensayo 2.5 ug/ml de CYN. Para la eleccion de la
concentracion de MC-LR se tuvo en cuenta la proporcion real en que se presentan estas
cianotoxinas en la naturaleza, correspondiéndose con una proporcion 1:10 CYN/MC-
LR (Buratti etal., 2017), siendo asi la concentracion maxima de MC-LR para este

ensayo de 25 pg/ml.

Las toxinas se adquirieron en forma de polvo liofilizado y se procedidé a su
disoluciéon con agua y una mezcla 1:4 metanol/agua para MC-LR. En el caso de CYN,

la disolucion se realizé en agua Milli-Q.

Con el fin de garantizar la reproducibilidad del ensayo y sistema celular se
establecieron dos grupos controles: un control negativo, tratdndose de células sin
tratamiento externo Unicamente expuestas a medio celular sin SFB, y un control
positivo, en el que las células son tratadas con una solucion 100 uM de H»O; durante 5

min a 4°C, sustancia con capacidad genotoxica.
3.4. Ensayo cometa estandar

La deteccion de la rotura de las hebras de ADN, representandose asi el dafio
genotdxico producido por las sustancias de exposicion, ha sido llevado a cabo mediante
el ensayo cometa. Este ensayo cometa estandar se realizé siguiendo el protocolo de
Collins et al. (1997) con determinadas modificaciones (Corcuera et al., 2011). Mediante
el ensayo cometa, podemos cuantificar el dafio genotdxico producido por la mezcla de
CYN y MCs en las células Caco-2 mediante la medida de la rotura de la hebra de ADN
en cada célula. Usando el ensayo cometa modificado con enzima, podemos cuantificar
también el dafio oxidativo, mediante la percepcion de la oxidacion de las bases puricas y

pirimidinicas en cada célula.
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El ensayo cometa clasico sirve para detectar la rotura del ADN, para ello,
necesitamos una suspension de células individuales embebidas en agarosa, que son
lisadas y expuestas al toxico. A continuacidn, se realiza una electroforesis a un pH
elevado. EI ADN roto migrard hacia el anodo, formando un cometa que podra ser
detectado al observar las muestras en un microscopio de fluorescencia (Azqueta y

Collins, 2013).

Para llevar a cabo el ensayo, trascurridos los periodos de exposicion, se retira el
medio con el tratamiento y se procede a dos enjuagues con tampo6n fosfato salino (PBS).
Las células expuestas se resuspenden en PBS, de forma que cada muestra tenga una
densidad de 2,5x10° células/ml. Esta suspension celular se mezcld con un 1% de
agarosa de bajo punto de fusion. La mezcla fue goteada en portaobjetos obteniendo los
geles de agarosa con las células imbuidas. A continuacion, los portaobjetos se
introdujeron en solucion de lisis (BL) (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, Tris base, pH 10 Y
1% Triton™ X-100) a 4°C durante al menos 1h.

Tras este tiempo, se llevd a cabo una incubacién con un tampon de pH elevado
durante 20 min con el fin de desnaturalizar el ADN y, posteriormente, una electroforesis
(20min, 25V (350-400 mA)). Con ello se consigue que, en caso de producirse dafio
genotoxico, las hebras del ADN migren hacia el 4nodo, ya que el ADN presenta carga
eléctrica negativa, formandose los cometas que representan las roturas de las hebras del

material genético (Figura 6).

Figura 6. (1) Grupo control negativo donde no se produce dafio en el ADN y no se
observa migracion del mismo. (2) Grupo control positivo donde se produce dafio en el

ADN vy éste migra formando cometas.

Finalizada la electroforesis, los portaobjetos se neutralizaron con PBS sin Ca*" ni

Mg?* durante 10 min y H>O desionizada (>18 MQ cm! de resistividad) durante 10 min.
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Se fijaron con etanol al 70% durante 15 min y etanol absoluto durante 15 min y se
dejaron secar toda la noche. Posteriormente, se realizé la tincion del ADN con el
colorante Syber Gold (SYBR Gold, Invitrogen, Thermofisher, MA USA) diluido en
DMSO. Para ello, se mezcla la dilucion anterior del colorante con Buffer TE (10 mM
Tris-Hcl, 1 mM EDTA) con el fin de aumentar la sensibilidad de deteccion de los
nucleos. Se sumergen los portaobjetos en buffer TE con la dilucién del colorante y se

deja en agitacion durante 35 minutos.

Finalmente, el ADN se visualiz6 (microscopio de fluorescencia Olympus BX61)
analizdndose 100 nucleos aleatorios por cada concentracion estudiada con un software
de andlisis de imagen (Comet Assay IV, Perceptive Instruments, UK). El parametro
utilizado para el andlisis del cometa fue el % de ADN en la cola, que se obtiene

automaticamente con el software anteriormente mencionado.
3.5. Ensayo cometa modificado con enzimas

El ensayo cometa modificado permite determinar la oxidacién de las bases
puricas (adenina y guanina) y pirimidinicas (citosina y timina) mediante el empleo de
dos enzimas de restriccion, FPG y Endo 111, las cuales reconocen, respectivamente, a las
bases nitrogenadas mencionadas cuando se oxidan. Tras la exposicion al toxico, se
incluye la incubacion con estas dos enzimas especificas con actividad glicosilasa, que
eliminan la base dafiada creando un sitio apurico o apirimidinico segin corresponda
(Collins et al., 2008; Azqueta et al., 2009). Tras la incubacidén con enzimas, si hay
oxidacion de las bases, se observa un incremento en el porcentaje cola del cometa

respecto a las que fueron incubadas solo con solucidon tampdn (Corcuera et al., 2011).

En el ensayo cometa modificado es importante que la concentracion y el tiempo
de incubacion sean Optimos. Para poder determinarlos, se deben ensayar diferentes
concentraciones de enzima a diferentes tiempos previamente (Collins, 2014). El
procedimiento de este ensayo es igual al anterior descrito, diferencidndose unicamente
en que realiza la incubacion del ADN con las enzimas una vez solidificada la agarosa en

los portaobjetos y tras al menos 1h solucion de lisis.

De tal forma, previo a la incubacion, los portaobjetos se lavaron 3 veces durante
5 minutos con tampoén F (BF) (0.04 M HEPES, 0.1 M KCl, 0,0005 M EDTA, 0.2 mg/ml

BSA), vehiculo adecuado para el funcionamiento Optimo de las enzimas.
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Posteriormente, se procedio a la incubacion con las enzimas, teniendo diferentes grupos
de exposicion: BL, BF, Endo Il y FPG, siendo estas dos tltimas a una concentracion de
20 y 0,2 U/ml, respectivamente, que fueron seleccionadas previamente como

concentracion optima de actuacion de las enzimas.

Los portaobjetos se incubaron durante 30 min a 37°C haciendo asi que las
enzimas FPG y Endo III actuaran. Una vez transcurrido este tiempo de incubacion, se

procede de igual forma que en el ensayo cometa estandar.
3.6. Tratamiento de los resultados y analisis estadistico

La cuantificacion del ensayo se realizo mediante el recuento de los nticleos que
existen en cada uno de los geles de agarosa. Para ello, las muestras se observaron al
microscopio de fluorescencia utilizando el fluorocromo fluoresceina (FITC) cuya

Aabs=495 nm y Ae=519nm, que da lugar a una luz de color verde.

Figura 7. Espectro de absorcion (linea continua) y emision (linea discontinua) del

fluorocromo fluoresceina (FITC).

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se llevo a cabo con un software de
analisis estadistico (GraphPad In Stat, GraphPad Software, Inc., USA). En primer lugar,
se realizo el test estadistico Kruskal-Wallis, seguido del test de comparacion multiple
Dunnet, consiguiendo asi establecer la existencia o no de diferencias significativas en la

genotoxicidad de las diferentes concentraciones ensayadas.
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos mostraron que la mezcla de CYN y MC-LR no produjo
rotura de las hebras de ADN en las células Caco-2 en el rango de concentraciones
estudiado (CYN (0.6, 1.5, 2.5 pg/ml)) y MC-LR (6, 12.5 y 25 pg/ml)) asi como a
ninguno de los tiempos de exposicion ensayados (24, 48h). Sin embargo, se observo un
incremento significativo del dafio genotoxico (p < 0.001) en las células intestinales

expuestas al control positivo (H20,) tras 24 y 48 h de exposicion (Figura 8).
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Figura 8. Dafio en el ADN producido tras la exposicion de células Caco-2 a la mezcla
de 0.6 y6,1.25y12.5,2.5y25 pg/mL de CYN y MC, respectivamente, representado
como rotura de la hebra de ADN tras realizar el ensayo cometa estandar. La rotura de la
hebra de ADN se expresa como % de ADN en la cola. Todos los valores se expresan
como media + desviacion estandar. *Existen diferencias significativas respecto al

control (p <0.001).

Por otro lado, el ensayo cometa modificado con las enzimas de restriccion Endo
IIT y FPG nos permite detectar el dafio genotoxico producido por la oxidacion de las

bases pirimidinicas y puricas, respectivamente.

En el caso de la exposicion a Endo 111, las células Caco-2 expuestas a la mezcla
de CYN y MC-LR no presentaron dafio oxidativo de las bases pirimidinicas del ADN
bajo las condiciones ensayadas, observandose tinicamente un resultado significativo en
el caso de la exposicion al control positivo incubado con la enzima (Figura 9). Ademas,

no se observaron diferencias significativas entre el grupo tratado con BL (control
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negativo) respecto al grupo tratado con el vehiculo de las enzimas, BF (datos no

mostrados).
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Figura 9. Oxidacion de las bases pirimidinicas tras la exposicion de células Caco-2 a la
mezcla de 0.6 y 6, 1.25 y 12.5, 2.5 y 25 pg/mL de CYN y MC, tras realizar el ensayo
cometa modificado con la enzima Endo III. El dafio producido se expresa como % de
ADN en la cola. Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar

*Existen diferencias significativas respecto al control (p <0.001).

Los resultados obtenidos tras la incubacion con FPG fueron similares, no
obteniendo digestion del nucleo y, por tanto, observando una ausencia de dafio
oxidativo de las bases puricas. Como en el caso anterior, se observa un aumento
significativo (p < 0.001) del dafio oxidativo tras exposicion al control positivo. De igual
forma, no se observan diferencias significativas entre el control negativo y las células

tratadas con BF (Figura 10).
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Figura 10. Oxidacion de las bases puricas tras la exposicion de células Caco-2 a la
mezcla de 0.6 y 6, 1.25 y 12.5, 2.5 y 25 pg/mL de CYN y MC, tras realizar el ensayo
cometa modificado con la enzima FPG. El dafo producido se expresa como % de ADN
en la cola. Todos los valores se expresan como media + desviacion estandar *Existen

diferencias significativas respecto al control (p < 0.001).
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5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En la naturaleza las cianotoxinas no se encuentran aisladas, siendo frecuente
encontrar floraciones de cianobacterias con varias toxinas diferentes. Esto hace que, en
caso de intoxicacion, por cualquiera de las vias de exposicion, haya una probabilidad
elevada de intoxicacion por mas de una de estas cianotoxinas. Por este motivo, la EFSA
recomienda el estudio de las mezclas de toxinas, para poder conocer mejor los efectos
toxicos de las mezclas, ya que hasta hoy, dichos estudios son muy escasos (EFSA,

2016).

Por ello, en el presente trabajo se evalud en primer lugar la genotoxicidad
producida por dafo directo por rotura de la hebra de ADN en células Caco-2 expuestas
a la mezcla de dos de las cianotoxinas mas ampliamente distribuidas, la CYN (0.6, 1.5,
2.5 pg/ml) y MC-LR (6, 12.5 y 25 pg/ml), durante 24 y 48 h, obteniéndose como
resultado que la combinacion de ambas no produjo dafio genotéxico bajo las

condiciones ensayadas.

Actualmente, bajo nuestro conocimiento, solo hay un ensayo in vitro que estudia
los posibles efectos genotoxicos producidos por la combinacion de CYN y MC-LR. En
este estudio, se describen los efectos de la combinacion de CYN (0.01-0.5 pg/ml) y
MC-LR (1 pg/ml) a concentraciones no citotoxicas en células de hepatocarcinoma
humano (HepG2) mediante el ensayo cometa (Hercog et al., 2016). Estos autores
evaltan los posibles efectos tras 4 y 24 h de exposicion a la mezcla y a las cianotoxinas
de forma individual. Los resultados obtenidos mostraron que MC-LR de forma
individual no causa dafio gendtoxico, sin embargo, la CYN y la mezcla de ambas
cianotoxinas mostraron en ambos ensayos un significativo potencial genotoxico tras 24
h de exposicion. Ademads, estos autores también llevaron a cabo el ensayo de
micronucleos, otro ensayo de genotoxicidad, obteniendo resultados similares. Esto
podria indicar que la mezcla binaria de concentraciones no citotoxicas de la CYN y
MC-LR no dan lugar a un efecto sinérgico o potenciador. En este caso, podemos decir
que la linea hepatocelular es mas sensible que la de adenocarcinoma de colon usada en
el presente trabajo, ya que a una menor concentracion de CYN utilizada en la mezcla

fueron obtenidos resultados significativos de genotoxicidad.
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Respecto a los estudios que evaltan el potencial genotoxico de cada uno de estas
cianotoxinas, existe una amplia bibliografia, sin embargo, los resultados son

contradictorios.

Estudios in vitro de la genotoxicidad producida por 0.1-10 pg/ml MC-LR
durante 2, 4, 6, 12 y 16 h de exposicion realizados en células Caco-2, han dado un
resultado negativo tras 12 h de exposicion (Zegura et al., 2008). Resultados similares
fueron observados en nuestro experimento tras 24 y 48 h de exposicion, conteniendo
nuestra mezcla, incluso, mayor cantidad de MC-LR. Estos mismos autores estudiaron la
misma toxina en las mismas condiciones en otras lineas celulares tales como
astrocitomas (IPDDC-A2) y células linfoblastoides (NCNC) donde tampoco se observo
dafio genotéxico directo por rotura de la hebra de ADN (Zegura et al., 2008).

Sin embargo, en algunas lineas celulares si se observa dafio genotoxico
producido por la exposicion a MC-LR. El ensayo cometa ha puesto de manifiesto de
forma significativa el potencial genotoxico de MC-LR (1-10 pg/ml) en células de
linfocitos de sangre periférica humana tras 6 y 24 h de exposicion (Zegura et al., 2011)
y en células renales Vero-E6 tras exponer las células a MC-LR (5-20 pg/ml) tras 4 y 24
h de exposicion (Dias et al, 2014).

Estudios genotdxicos in vitro de CYN, han demostrado resultados negativos en
células CHO K1 tras haber sido expuestas a 0.5-1 pg/ml de CYN durante 24 h (Fessard
y Bernard, 2003). Sin embargo, se han obtenido resultados positivos de genotoxicidad
en la mayoria de lineas celulares ensayadas. Mediante el ensayo cometa, Straser et al.
(2011) evaluaron el efecto genotoxico en hepatocitos HepG2 tras la exposicion a CYN
(0.005-0.5 pg/ml) durante 4, 12 y 24 h, observando dafio genotdxico tras 12 h de
exposicion a las concentraciones mas altas ensayadas (0.01-0.5 pg/ml). Fonseca et al.
(2013) también determinaron el potencial genotoxico de CYN (0.5-0.5 pg/ml) en la
linea celular HepG?2 tras 24, 48 y 76 h de exposicidon, obteniendo como resultado dafio
genotoxico directo a 1 pg/ml y 0.5 pg/ml tras 24 y tras 48 y 72 h, respectivamente. En
células de linfocitos de sangre periférica humana HPBL, se determind el potencial
genotoxico de CYN (0.05-0.5 pg/ml) mediante este mismo ensayo tras 4 y 24 h,
obteniendo rotura de ADN tras 4 h de exposicion y a 0.5 ug/ml (Zegura et al, 2011).

La variabilidad de los resultados obtenidos tanto para MC-LR como para CYN,

dependen de la sensibilidad de las lineas celulares utilizadas, del tiempo y las
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concentraciones de exposicion utilizadas. Se observa dafio genotoxico en la mayoria de
las lineas celulares que han sido probadas, por lo que puede decirse que las células en
general son mas sensibles al efecto genotoxico de CYN que de MC-LR (Zegura et al.,
2011b).

Hasta el momento, no se han publicado estudios in vivo del efecto genotdxico
directo producido por la rotura de la hebra de ADN en la mezcla, por lo que seran

necesarios mas estudios para poder comprender mejor su toxicidad.

En este trabajo también se evalu6 el dafo genotdxico de la mezcla de CYN y
MC-LR producido por la oxidacion del ADN mediante el ensayo cometa modificado,
empleando para la deteccion de la oxidacion de las bases pirimidinicas y puricas las
enzimas Endo III y FPG, respectivamente. Existe gran variedad de estudios in vitro que
ponen de manifiesto el potencial oxidante tanto de MC-LR en células Caco-2, IPDDC-
A2 (Zegura et al., 2008) y HepG2 (Zegura et al., 2008) como de la CYN en células de
hepatocitos de raton (Humpage et al., 2005) y Caco-2 (Gutierrez-Praena et al., 2012).
Esto se manifiesta con un aumento en la aparicion de radicales libres y peroxidos, que
producen una oxidacion de otras moléculas, como lipidos, proteinas o ADN. Esto puede
desembocar en necrosis celular o dafio celular y, consecuentemente, apoptosis
(Humpage et al., 2005; Guzmén-Guillén et al., 2013). Ademas, Esterhuizen-Londt et al.
(2016) demuestra que la exposicion a las mezclas de cinaotoxinas MCs de 64.4 + 3.6
ng/L (estando combinadas MC-LR 21.1 + 1.9; MC- RR 37.2 £ 4.8 y MC-YR 6.1 £ 0.8
ng/L) con una mezcla de 20 pg/L de CYN, 20 pg de MC-LR y 20 pg/l. de BMAA
puras y otra mezcla de 60 pg/L. de MCs puras (20 pg/L de MC-LR, MC-YR y MC-RR)
durante 24, 72 y 144 h en una especie de pulga de agua (Daphnia pulex) producen estrés
oxidativo manifestado por un aumento de las ERO y los peroxidos. De mayor a menor
dafo oxidativo, se obtuvo primero el extracto crudo MCs, seguido de la mezcla CYN+

MC-LR+ BMAA vy por ultimo mezcla de MCs puras

Es por ello que, en presente estudio, buscamos determinar la repercusion de la
oxidacion del ADN mediante el ensayo cometa modificado con enzimas. Se obtuvo
como resultado que, las células Caco-2 tras haber sido expuestas a la mezcla de CYN y
MC-LR durante 24 y 48 h, no producen oxidacion de las bases puricas ni pirimidinicas

del ADN.
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Actualmente no hay ensayos que determinen el dafio genotoxico por oxidacion
del ADN in vitro o in vivo producido por dicha mezcla. Sin embargo, existen estudios
que determinan este parametro de forma individual en células expuestas a MC-LR y a la

CYN.

Zegura et al. (2011) determinaron in vitro mediante el ensayo cometa
modificado, utilizando como enzima FPG, la oxidacion producida tras la exposicion de
HPBL a 0.1-10 pg/ml de MC-LR durante 4, 6 y 24 h en las purinas del ADN,
obteniéndose un aumento de la rotura de la hebra de ADN producido por la digestion de
FPG a las 6 h de exposicion con una concentracion de 10 pg/ml de MC-LR, ademas de
un comportamiento dosis-dependiente tras 24 h de exposicion. Estudios in vivo también
ponen de manifiesto la oxidacion de las guaninas tras la administrada por via
intraperitoneal de MC-LR (36.2 uM) en ratones tras 24h de administracion (Al-Jassabi
et al., 20006).

En el caso de la CYN, se llevd a cabo el mismo ensayo cometa modificado con
la enzima FPG tras la exposicion de células HepG2 a 0.125-0.5 pg/ml de la toxina
durante 4, 12 y 24 h, obteniendo como resultado que la toxina no produjo oxidacién de
las bases del ADN (Straser et al., 2013). Resultados positivos se obtuvieron en células
de leucocitos CLC de pez tratadas con 0.5 pg/ml de CYN tras 24 h de exposicion
(Sieroslawska y Rymuszka, 2014). Estudios in vivo en peces de la especie Oreochromis
niloticus (tilapia) expuestos a 200 pug de la CYN por kg de p.c por via oral e
intraperitoneal no mostraron dafio oxidativo del material genético en células hepaticas
tras 24 y 48 h de exposicion (Gutiérrez-Praena et al., 2011a). Sin embargo, en higado y
rindn de esta misma especia se observa un incremento del dafio oxidativo tras la

exposicion a 10 y 100 pg/ml de la CYN por inmersion (Guzmén-Guillén et al., 2014).

La ausencia del dafio genotoxico directo y del dafio oxidativo en las bases
nitrogenadas de las hebras del ADN en las células Caco-2 nos aporta nuevos
conocimientos en la evaluacion toxicoldgica de la mezcla (MC-LR y CYN) estudiada.
Estas investigaciones pueden ser completadas por otros ensayos de genotoxicidad

también recomendados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.
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6. CONCLUSION

Aunque se han descrito con anterioridad diversos resultados acerca de la
genotoxicidad de las cianotoxinas CYN y MC-LR de forma individual, es importante
llevar a cabo una evaluacion de forma combinada debido a que los efectos podrian verse

potenciados o bien presentar una respuesta antagonista o sinergista.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que la
combinacion de la CYN y la MC-LR no produce dafo genotéxico, asi como dafio
oxidativo en el ADN en células Caco-2 tras la exposicion a dicha mezcla en los tiempos

ensayados.

No obstante, no se puede garantizar la completa inocuidad de la exposicion a la
combinacion de ambas cianotoxinas, ya que seria necesario completar la bateria de
ensayos genotoxicos con el fin de realizar una evaluacion de riesgos mas precisa y
completa. Las futuras investigaciones en relacion con la mezcla de la CYN y MCL-LR
deberian orientarse a la realizacion de nuevos ensayos de genotoxicidad basados en
fundamentos toxicoldgicos diferentes, que permitan tener una vision global de la

genotoxicidad de esta combinacion.
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