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Resumen

Las cianobacterias son bacterias fotosintéticas cuya distribucion esta
ampliamente extendida. Presentes en diversos tipos de medios, incluidos suelos, agua
de mar, y de forma destacada, en medios dulceacuicolas, estas cianobacterias pueden
crecer o proliferar en diversos entornos, pero frecuentemente en aquellos que han
sufrido la influencia del ser humano, entre las cuales cabe destacar la eutrofizaciéon de
las aguas por enriquecimiento de estas y por aumentar el tiempo de exposicion a la luz
solar y su estancacidon. Muchas especies de cianobacterias tienen la capacidad de
producir en su metabolismo sustancias téxicas (cianotoxinas) que ejercen sus efectos
en multitud de organismos, desde plantas y animales hasta los humanos. Las
cianotoxinas, en especial las microcistinas (MCs) y la cilindrospermopsina (CYN),
pueden alcanzar concentraciones que entrafien riesgos para la salud al entrar en
contacto con ellas directa o indirectamente. Estas cianotoxinas provocan dafos en
diferentes dérganos y tejidos, actuando como hepatotoxinas, citotoxinas, neurotoxinas
o dermatotoxinas, entre otras. Aunque las MCs son ampliamente conocidas como
hepatotoxinas y la cilindrospermopsina como una citotoxina, también se han
observado efectos neurotdxicos por exposicion a dichas toxinas. Las MCs inducen
estrés oxidativo a nivel cerebral, hiperfosforilacion e inhibicidn de la actividad protein
fosfatasa y cambios en el comportamiento y la actividad de peces, entre otras. Por
contraposicién, la neurotoxicidad de la CYN adn no estd completamente estudiada,
pero se ha demostrado que aumenta el estrés oxidativo y la peroxidacién lipidica,
inhibe la actividad acetilcolinesterasa e induce diferentes alteraciones histopatoldgicas
en cerebro de diversos organismos acuaticos. Asi, el objetivo de la presente revisidn
bibliografica es describir el potencial neurotéxico de MCs y CYN en lineas celulares y

diferentes modelos animales.

Palabras clave: cianobacterias, cianotoxinas, microcistinas, microcistina-LR,

cilindrospermopsina, neurotoxicidad



1. Introduccion

Las cianobacterias son un grupo de bacterias Gram negativas, antiguamente
denominadas "algas verde-azuladas", que crecen en aguas eutrofizadas (Woese, 2002;
Herrero y Flores, 2008). Estas cianobacterias son capaces de crear floraciones,
crecimientos explosivos por la multiplicacion de las cianobacterias producto del
aumento de la concentracidon de nutrientes, las cuales son cada vez mas frecuentes
debido a la contaminacidn de las aguas en todo el planeta. Este deterioro del agua se
produce por el aumento de nutrientes, entre ellos fésforo y nitrégeno, provenientes
principalmente de aguas residuales que no han sido tratadas correctamente, y
residuos de la industria agricola y ganadera (Briand y cols; 2003). Dichas floraciones se
encuentran principalmente en aguas tropicales y subtropicales (Hawkins y cols., 1985;
Hayman, 1992), si bien hoy dia pueden encontrarse en reservorios de agua por todo el
mundo, desde la tundra artica hasta desiertos (Chorus y Bartram, 1999; Doyle, 2006;

Chatziefthimiou y cols., 2016).

Las cianobacterias poseen una serie de caracteristicas que les aportan ciertas
ventajas competitivas: en condiciones de poca luz, pueden mantener una tasa de
crecimiento superior al resto de organismos fitoplanctdnicos presentes (Chorus y
Bartram, 1999); poseen vesiculas gaseosas con las que regulan su flotabilidad y poder
posicionarse donde la disponibilidad de luz y nutrientes sea éptima (Walsby y cols.,
1989); poseen granulos de reservas de fosfato y tienen poco requerimiento de
nitrogeno. También influyen el pH y la temperatura, siendo las mas idéneas entre los
202C y 30°C, y un pH basico o neutro. Por esta razon, las épocas en las cuales estas
floraciones se dan con mayor frecuencia son verano y otofio. Las floraciones de
cianobacterias producen numerosos efectos secundarios tales como anoxia en el area
de crecimiento al formar una pelicula en la capa superior evitando asi la oxigenacién
del agua (Fig. 1), ocasionando la muerte de algunos organismos acuaticos, la sintesis
de sustancias que producen un olor y sabor desagradables, y principalmente la sintesis

de cianotoxinas (Duy y cols., 2000; de Figuereido y cols., 2004).



Figura 1: Floracién cianobacteriana en forma de pelicula en la superficie del agua que evita la oxigenacién del agua.

1.1. Cianotoxinas

Las cianotoxinas pueden clasificarse atendiendo a los 6rganos o sistemas donde

ejercen sus efectos tdxicos:

1.

Hepatotoxinas: su accidn principal se produce en el higado. Hay dos familias

principales de cianotoxinas que afectan al higado:

a) Microcistinas: producidas por un gran numero de géneros, entre los que
destaca Microcystis, Anabaena, Planktothrix y Oscillatoria. Son las que
mayor relevancia tienen a la hora de hablar de intoxicaciones en animales y
humanos.

b) Nodularinas: producidas por el género Nodularia. Son péptidos ciclicos que
inhiben las fosfatasas de proteinas serina y treonina (PP1 y PP2A), son
precursores de tumores e inducen estrés oxidativo y apoptosis (Florczyk y

cols., 2014).

Citotoxinas: pueden ejercer su accién sobre cualquier célula del organismo.

Destaca principalmente la cilindrospermopsina (CYN). Producida por
Cylindrospermopsis raciborskii y Chrysosporum ovalisporum (denominada

antiguamente Aphanizomenon ovalisporum), entre otras.

Neurotoxinas: ejercen su efecto tdxico sobre el sistema neuromuscular. Entre

ellas se encuentran anatoxina-a (ATX-a) y anatoxina-a(s), producidas por
diferentes especies de cianobacterias de los géneros Anabaena, Microcystis y

Oscillatoria, asi como la saxitoxina, producida por dinofagelados marinos,

-5-



aunque también la producen cianobacterias como Aphanizomenon flosaquae,
Anabaena circinalis y Planktothrix spp. La anatoxina-a es un alcaloide biciclico
gue actua como agonista potente de los receptores nicotinicos musculares y
neuronales, produce despolarizacion en la membrana y desensibilizacién
(Carneiro y cols., 2015). La anatoxina-a(s) es un éster ciclico de N-
hidroxiguanina, cuya accidn es la inhibicidn irreversible de la acetilcolinesterasa
(AChE), enzima que cataliza a acetilcolina (ACh) (Molica y cols., 2005; Carneiro y
cols., 2015).

4, Dermatotoxinas: destacan lyngbyatoxina A y aplysiatoxina, ambas producidas

por diferentes especies de cianobacterias como los géneros Lyngbya y

Oscillatoria.

Las primeras intoxicaciones humanas por consumo de agua contaminada con
cepas toxicas de cianobacterias fueron descritas en Australia, Inglaterra, China y
Sudafrica (WHO, 2003). El episodio mas grave ocurrido fue en Brasil en el afio 1996,
donde murieron mds de 50 pacientes sometidos a hemodialisis en los que el agua
utilizada estaba contaminada por cianotoxinas, concretamente con microcistina-LR

(MC-LR) (Jochimsen y cols., 1998).

1.1.1. Microcistinas

Las microcistinas (MCs) son el grupo de cianotoxinas mds extendido. En su
mayoria estan producidas por los géneros Anabaena, Anabaenopsis, Hapalosiphon,
Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, y Planktothrix (Prieto y cols., 2007). Son
heptapéptidos ciclicos que contienen tanto aminoacidos proteicos como no proteicos.
Ademds poseen un aminodcido en posicién C20 hidrofébico conocido como Adda (3-

amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetil-deca-4,6-acido dienoico) (Fig. 2).



Posicion 4 Posicion 2
MC-LR Arginina Leucina
MC-RR Arginina Arginina
MC-YR Arginina Tirosina

Figura 2: Estructura general de las microcistinas. Adaptado de Chorus y Bratram, 1999.

El aminodcido Adda es considerado el principal responsable de la toxicidad de
las MCs ya que se une covalentemente al residuo de cisteina de la PP1 y PP2,
produciendo su inhibicion (Songs y cols., 2006). Existen mds de 100 variantes de MCs,
derivadas de diferentes modificaciones estructurales de los L-aminoacidos en las
posiciones 2 y 4, siendo la mds comun la microcistina-LR (MC-LR), con un residuo de
leucina (L) en la posicidn 2 y de arginina (R) en la posicién 4 (Singh y cols., 2015). Otras
variantes son la MC-RR, con las posiciones 2 y 4 ocupadas por residuos de arginina (R),
y la MC-YR con un residuo de tirosina (Y) en la posicién 2 y arginina (R) en la 4 (Fig. 2).
Ademads, pueden sufrir hidroxilaciones, metilaciones y epimerizaciones que dan lugar a
diferentes isoformas (Neilan y cols., 1999). Una misma cepa productora puede
producir, ademds, mas de una variante de MC a la vez, siendo mas frecuentemente

encontradas en el interior celular.

De entre las MCs citadas anteriormente, la MC-LR es la mas tdxica y la mas
ampliamente estudiada (Sivonen y Jones, 1999). Después de ser ingerida, la MC-LR se
transporta a través del ileon hacia el torrente sanguineo (Falconer y cols., 1992) por
donde llega al higado, donde se concentra. Ahi atraviesa la membrana celular del
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hepatocito mediante un transportador anidnico especifico organico (OATP, por sus
siglas en inglés). Dentro del hepatocito actia como un potente inhibidor de las PP1y
PP2A mediante enlaces covalentes (Honkanen y cols.,, 1990), alterando asi la
arquitectura del hepatocito (Beasley y cols., 2000). También se ha demostrado que las
MCs son inductoras de estrés oxidativo por la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) tanto in vitro (Nong y cols., 2007; Pichardo y cols., 2007; Puerto y cols
2009b, ¢, 2010; Zhang y cols., 2008), como in vivo (Ding y cols., 1998; Pflugmacher,
2004; Jos y cols., 2005; Prieto y cols., 2007, 2008, 2009; Atencio y cols., 2008; Wei y
cols., 2008; Puerto y cols., 2009, 2011a,b). Las MCs también son precursoras de
tumores, estando la MC-LR considerada como "posiblemente carcinogénica para
humanos" (grupo 2B) por la Agencia Internacional de la Investigacién sobre el Cancer
(IARC por sus siglas en inglés) (www.iarc.fr). Ademas, también se ha demostrado que

extractos del género Mycrocistis puede producir teratogénesis (Bu y cols., 2006).

1.1.2. Cilindrospermopsina

La cilindrospermopsina (CYN) es un alcaloide guianidinico combinado con un
resto hidroximetiluracilo (Ohtani y cols., 1992) (Fig. 3) que puede estar producido por
diferentes especies de cianobacterias como Anabaena bergii, Anabaena lapponica y
Aphanizomenon flos-aquae (Spoof y cols., 2006), Chrysosporum ovalisporum (Banker y
cols., 1997), Cylindrospermopsis raciborskii (Hawkins y cols., 1985), Lyngbya wollei
(Seifert y cols., 2007), Raphidiopsis curvata (Li y cols., 2001) y Umezakia natans
(Haraday cols., 1994).


http://www.iarc.fr/
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Figura 3: Diferentes variantes de cilindrospermopsinas: (1) cilindrospermopsina; (2) 7-epi-cilindrospermopsina; (3)
7-desoxi-cilindrospermopsina; (4) 7-desoxi-desulfo-cilindrospermopsina; (5) 7-desoxi-desulfo-12-

acetilcilindrospermopsina; (6) estructura general de las CYN. Adaptado de Wimmer y cols. (2014).

En contraposicion a la gran cantidad de variantes de MCs, las CYN tienen una
variabilidad estructural bastante mas reducida, con tan solo 5 variantes descritas
(Wimmer y cols., 2014) (Fig. 3). Al contrario que otras cianotoxinas, la CYN se
encuentra mas frecuentemente de forma extracelular en el medio, alcanzando niveles
en el agua de hasta un 90% (Norris y cols., 2001; Falconer y Humpage, 2005; Wormer y
cols., 2008). Tras su ingesta a través del agua, la CYN tiene como diana principal el
higado, afectando a la sintesis proteica y de GSH y, ademas, se ha demostrado que el
metabolismo de la CYN por el citocromo P450 implica una mayor toxicidad de la misma
(Runnegar y cols., 1995; Froscio y cols., 2003, 2008; Metcalf y cols., 2004; Florczyk y
cols., 2014). Tal y como se ha descrito anteriormente, la CYN ejerce un accién
citotéxica, ya que puede dafar gran cantidad de drganos diferentes como son el
higado, rifdn y tracto gastrointestinal, ademas puede causar hemorragias, dermatitis y
neumonia entre otras patologias (Kiss y cols., 2002; Gutiérrez-Praena y cols., 2011;
Wimmer y cols., 2014; Guzman-Guillén y cols., 2015). En dichos drganos puede inducir
carcinogenicidad debido a su actividad genotéxica ya que puede unirse al ADN de
manera covalente, produciendo la rotura del mismo (Shen y cols., 2002). Se ha
demostrado también la induccion de estrés oxidativo determinado por ERO vy
peroxidacion lipidica (LPO), niveles de GSH, actividad glutatidon-S-transferasa (GST) y
glutatién peroxidasa (GPx), entre otras (Liebel y cols., 2001; Kiss y cols., 2002; Silva y
cols., 2010; Gutiérrez-Praenay cols., 2013; Guzman-Guillén y cols., 2015).

1.2. Vias de exposicién a cianotoxinas
-9-



La exposicion a cianotoxinas puede ocurrir de manera directa o indirecta. La
exposicion directa se refiere a la via oral mediante su ingesta a través de agua
contaminada, el contacto dérmico durante banos o natacién, la inhalacion de
particulas en aerosoles en aguas de recreo o practicando deportes acudticos, y de
manera intravenosa por procedimientos médicos, aunque esta ultima es muy
especifica. La exposicién de manera indirecta puede darse por consumo de productos
de origen animal o vegetal que han sido expuestos a cianotoxinas y lo pueden

acumular en sus tejidos. De todas, la via oral es la mds importante (Wood, 2016).

Las cianobacterias pueden encontrarse en aguas recreacionales o en aguas
de consumo humano, por lo que las autoridades de Salud Publica tienen implantados
programas de vigilancia sanitaria en este tipo de aguas (Chorus y Bartram, 1999;

Martinez y cols., 2007).

1.3. Efectos por exposicion a cianotoxinas

En cuanto a los efectos por la exposicién de cianotoxinas se debe diferenciar
entre sintomas primarios de tipo irritativo o alérgico, asi como de tipo gastrointestinal
(dolor abdominal, vomitos, diarrea) (Chorus y Bartram, 1999), y sintomas por la
exposicién a altas concentraciones de cianotoxinas, como son los dafios hepatico,

citotéxico y neurotdxico (Gonseth y Martinez, 2005).

2. Objetivos

Esta revision bibliografica se centra en recopilar y revisar los mecanismos de
accion y efectos adversos a nivel del sistema nervioso de dos cianotoxinas diferentes,
MCs y CYN, ya que la informacion al respecto de ambas cianotoxinas es escasa. Asi los
diferentes objetivos que se plantean en la presente revisidn bibliografica son:

- Poner de manifiesto la actividad neurotéxica de MCs.

- Estudiar el estado del arte de la neurotoxicidad producida por CYN.
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3. Metodologia

Para la elaboracién de la presente revision bibliografica se han empleado
diversas bases de datos como fuentes de informacién, tales como PubMed
(ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), ScienceDirect (sciencedirect.com) y Google Académico

(scholar.google.es).

Para la realizacion de la busqueda bibliografica se han empleado las siguientes
palabras clave principales: cyanobacteria, cyanotoxin, microcystin, cylindrospermopsin
y neurotoxicity. Como palabras clave secundarias se han usado: oxidative stress, brain,

acetilcholinesterase, neurological effects, neurological damage y protein phospatase.

2000 -
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7000 Microcystin
Cylindrospermopsin
Meurotoxicity
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Cxidative stress
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N

Combinaciones de Palabras Clave

Figura 4: Recuento de articulos encontrados en las tres principales bases de datos usadas en funcién del nimero de

palabras claves usadas.

En la figura 4 se observa cdmo el numero de articulos encontrados en las
distintas bases de datos consultadas varia de forma decreciente en funcién del nimero
de palabras clave usadas en la busqueda. Nétese que Google Académico siempre
presenta un nimero muy superior en comparacién con las otras bases de datos, ya
gue su motor de busqueda es mucho mds amplio, y por tanto abarca a muchas mas
bases de datos pero a su vez es mads inespecifico, ya que también realiza busquedas

eliminando alguna de las palabras claves empleadas en la busqueda.
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La busqueda bibliografica no se ha limitado a una franja de afios especifica,
aunque si se ha mostrado un mayor interés en los articulos mas recientes. La
referencia mas antigua usada es la de Hawkins y cols. (1985), mientras que la mas

reciente es la de Takser y cols. (2016).

La mayor parte de la traduccidn de los diversos articulos se ha hecho en funcion
de mis conocimientos del idioma, acudiendo al diccionario web Wordreference

(www.wordreference.com), asi como a los tutores para la consulta de cualquier duda

de traduccidn y/o interpretacion de los textos.

La revision se fundamenta principalmente en el drea de Toxicologia, si bien
presenta varios aspectos relacionados con otras areas de conocimiento como son la

Microbiologia, la Bioquimica y la Fisiologia.

4. Resultados y Discusion

El sistema nervioso es un sistema de comunicacion rapida que abarca todo el
organismo (Florczyk y cols., 2014). Su funcionamiento se basa en la generacién de dos
tipos de sefales eléctricas, las cuales se detallan a continuacidon. Frente a un
determinado estimulo (Fig. 5a), se produce una liberacidon de neurotransmisores en el
espacio sindptico que existe entre las neuronas (Fig. 5b), los cuales se unen a los
receptores de las neuronas postsindpticas (Fig. 5c), produciéndose una respuesta
consistente en una despolarizacion del potencial de unién, que a su vez, provoca un
potencial de accién (Fig. 5d). Este potencial se desplaza rapidamente al final del axon,

dando lugar, de nuevo, a una liberacidon de neurotransmisores (Kem, 2000).
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Figura 5: Representacion de la transmision de un impulso nervioso donde se detalla: a) transmision del impulso
nervioso a través del axon; b) liberacion de los neurotransmisores al espacio sinaptico; c) unidn de los

neurotransmisores a sus receptores; d) produccidn del potencial de accidn.

Un potencial de accion implica la activacion de dos canales idnicos diferentes:
el canal de sodio selectivo y el canal de potasio (Fig. 6). En el musculo liso y muchas
neuronas, los canales de sodio son sustituidos por canales de calcio dependientes de
voltaje. Ademas, los iones de calcio que fluyen a través de estos canales intervienen en
la liberacidn de neurotransmisores por exocitosis en el espacio sinaptico de las

terminaciones nerviosas (Kem, 2000).

Figura 6: Imagen de los diferentes canales idnicos.

El sistema nervioso es una diana primaria para las toxinas, las cuales son
capaces de interrumpir el correcto funcionamiento de todo el organismo (Araoz y cols.,
2010) (Fig. 7). La toxicidad solo se da cuando las toxinas son transportadas al interior
de la célula, o bien, interactian con los receptores o los canales especificos presentes
en la membrana neuronal (Stillwell, 2013). Por lo tanto, casi todos los canales idnicos
parecen ser un objetivo potencial de las toxinas naturales (Kem, 2000). Entre estas
toxinas naturales se encuentran las cianotoxinas, de las cuales hay muchas con una
ampliamente conocida actividad neurotdxica, como son saxitoxinas, anatoxina-a,

homoanatoxina-a o nodularinas.
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A) blood-brain barrier

receptor

accumulation inhibition

Figura 7: Principales dianas del sistema nervioso central de las cianotoxinas (ilustradas como circulos verdes).

a) Barrera hematoencefalica; b) Canales idnicos; c) Sinapsis. Tomado de Florczyk y cols. (2014).

La neurotoxicidad de las saxitoxinas radica en el bloqueo de los canales idnicos
de sodio en la membrana celular del axén del nervio (van Apeldoorn y cols., 2007).
Ademads, también se ha observado que estas toxinas pueden bloquear los canales de
calcio (Su y cols., 2004). Los canales de sodio y de calcio estan significativamente
coordinados en la regulacion de las vias de transduccion de sefiales, incluyendo entre
estas, la apoptosis y el ciclo celular, por lo que las saxitoxinas pueden afectar a los
organismos a estos niveles (Belkacemi y cols., 2005). Las saxitoxinas también pueden
afectar a las células lisas del musculo cardiaco al influir en los canales de potasio, lo
gue a su vez conduce a la alteracién en el flujo de iones de la célula, conllevando a la

alteracion de la homeostasis celular (Wang y cols., 2003).

La anatoxina-a y la homoanatoxina-a son potentes agonistas de los receptores
nicotinicos neuronal y muscular de ACh (Ardoz y cols., 2010). La anatoxina-a es un falso
neurotransmisor que, al no ser degradado por la AChE, interactia con el receptor
nicotinico de manera continua, de forma que el canal permanece activo, lo que
provoca un flujo constante de iones de sodio a las células, provocando Ia
despolarizacion de la membrana (Valério y cols., 2010). Ademas, es capaz de inhibir de
manera irreversible a la AChE y provocar asi el aumento de la concentracién de la ACh
en el espacio sindptico, lo que tiene como consecuencia una estimulacién continua del
sistema neuronal (Molica y cols., 2005). La homoanatoxina-a aumenta la liberacién de
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ACh desde los nervios colinérgicos periféricos al provocar la apertura de canales
neuronales enddgenos dependientes de calcio de tipo L (Aas y cols., 1996; Lilleheil y

cols., 1997).

Las nodularinas (NODs) requieren un transporte activo a través de la membrana
celular, también pueden atravesar la barrera hematoencefalica usando, entre otros, un
transportador Oatp/OATP (Feurstein y cols., 2010) o incluso algunos transportadores
aun desconocidos. Los OATPs son miembros de la familia transportadora de solutos
anidnicos organicos (SLCO). Estos SLCO median en la captacion de una amplia
diversidad de compuestos anfipaticos orgdnicos como sales biliares, péptidos
anidnicos, esteroides conjugados, hormona tiroidea y también ciertos medicamentos y
xenobiodticos (Florczyk y cols., 2014). Estos transportadores son independientes de los
iones de sodio (Hagenbuch y Meier, 2004). Es conocido que algunos transportadores
de iones orgdnicos se expresan en diversos tejidos y otros se producen en un sélo tipo

de érgano, como por ejemplo en el higado y el cerebro (Fischery cols., 2005).

Se pensaba que el transportador orgdnico Oatplb2 era especifica del higado de
ratas y ratones pero un estudio demostré que sus transcripciones, asi como las
proteinas, se encontraban presentes en el cerebro (Fischer y cols., 2005). Se ha
demostrado la expresion de cinco Oatps especificos de MCs en el ARNm en cerebro de
roedores murinos, demostrando que estan implicadas en la captacién neuronal de

MCs (Feurstein y cols., 2009, 2010).

4.1. Neurotoxicidad de las microcistinas

Al igual que las NODs, con quienes comparten parecido estructural, las MCs
requieren un transporte activo para atravesar la membrana celular. El potencial
neurotéxico de las diferentes variantes de MCs depende de la expresién y
funcionalidad de los sistemas de transporte Oatps/OATPs en la barrera
hematoencefalica (Feurstein y cols., 2010). Entre los efectos neurotdxicos que se han
observado en peces expuestos a MCs, se encuentran cambios en el comportamiento y

la actividad (Baganz y cols., 1998, 2004; Cazenave y cols., 2008; Kist y cols., 2011).
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Dos especies de peces, Danio rerio (pez cebra) y Leucaspius delineatus,
expuestas a un rango de concentraciones de 0,5-50 pg L' MC-LR, sufrieron una
reduccidén significativa de la locomocién durante el dia a concentraciones altas,
mientras que la concentracion mas baja causé un aumento de la movilidad de los
peces (Baganz y cols., 1998, 2004). Ademas, Los resultados mostraron diferencias en la
actividad nocturna de ambas especies, viéndose reducida en Danio rerio tanto a las
concentraciones mas altas como las mds bajas, y aumentadas en Leucaspius
delineatusa a las concentraciones mas bajas. Ademds, los autores también
encontraron que Leucaspius delineatus era significativamente mas sensible a MC-LR, es
decir, sufria los efectos de la toxina antes y durante mas tiempo en comparacion con
Danio rerio. Estos resultados demuestran que las MCs son capaces de alterar los
comportamientos y ritmos circadianos. Por otra parte, Cazenave y cols. (2008)
estudiaron el impacto de MC-RR en el pez Jenynsia multidentata, demostrando una
mayor actividad nocturna a las dosis mas bajas (0,01 pg g*), mientras que a dosis mas
elevadas (1 pug g'l) no se observaron cambios significativos de la actividad natatoria.
Estos cambios propusieron que la hiperactividad observada podria ser indicativa del
estrés al que se encontraba sometido el pez, siendo esta hiperactividad un

biomarcador de dicha toxicidad.

Un estudio realizado por Wang y cols. (2010a) mostré una sorprendente
acumulacién de MC-LR y una mejora en la actividad de la PP a nivel cerebral en Danio
rerio después de 30 dias de exposicion a concentraciones entre 2 pg L™y 20 pg L. Los
autores sugieren que la neurotoxicidad créonica de MC-LR podria inducir estrés
oxidativo mediado por ERO y alterar las vias endocrinas de sefializacion, ademas de
activar la via de las PPs a través de la regulacion por incremento de la PP2C en el
cerebro del pez cebra. En concreto podria tratarse de una regulacidén positiva de
PP2Ca2 tras la exposicidn a 2 ug L™ de MC-LR. No obstante, dosis letales (20 ug L™) de
MC-LR inhibieron la actividad de la PP (Wang y cols., 2010a). La sobreexpresion de la
PP2Ca2 conduce a la inhibicidn del ciclo celular en las fases G2/M, lo que inhibe la
division celular, y a la apoptosis por medio de la via de activacién de la protein quinasa
p53 (Ofek y cols., 2003). La sobreexpresion de la PP2Ca2 podria estar involucrada en la

interrupcion de la via de las protein quinasas AMPK y MAPK, lo que produce una
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inhibicién en la regulacion del balance energético celular. Sin embargo, podria tratarse
de un efecto compensatorio por parte de las células en respuesta al ataque de la

toxina (Wang y cols., 2010b).

Ademds, esta exposicion en el estudio de Wang y cols. (2010a) dio lugar a la
alteracién de los niveles de diferentes proteinas implicadas en el ensamblaje del
citoesqueleto, transduccién de seiales, degradacién proteica, metabolismo,
transporte, apoptosis y traduccion del ADN, ademas de otros trastornos en el
citoesqueleto por la acumulacidn de tubulina plegable cofactor B (TFCB por sus siglas
en inglés). La acumulacién de dicha proteina produce una despolimerizacién en los
microtubulos, inhibicion del crecimiento, dafio en el axdn, y en consecuencia, un
importante deterioro neuronal (Lopez-Fanarraga y cols., 2007). Los cambios en el
citoesqueleto resultan en la pérdida de la estructura celular y ademas se crean
obstaculos en la mitosis (Mezhoud y cols., 2008). Estas respuestas indican que la
neurotoxicidad de la MC-LR en los peces es compleja y diversa, e involucra varias vias

moleculares.

En el trabajo realizado por Wang y cols. (2010b) se observé un cambio en el
proteoma del cerebro del pez cebra después de su exposicion a MC-LR; asimismo
también observaron que podria reducir los niveles de proteina Ywhai (perteneciente a
la familia 14-3-3, un adaptador proteico especifico de fosfoserina, que se une a la
proteina Bad y previene la apoptosis). El descenso en la regulacién de la proteina
Ywhai produciria una liberacién de proteina Bad fosforilada en el citoplasma,

induciendo asi una actividad pro-apoptética.

Por otra parte, la exposicién del nematodo Caenorhabditis elegans a MC-LR
produjo cambios en la locomocién (Ju y cols., 2013). Estos autores encontraron
pérdida neuronal y cambios morfoldgicos neuronales en las neuronas GABAérgicas,
que tienen como neurotransmisor el GABA, cuya principal funcién es la inhibicion de la
excitabilidad neuronal del sistema nervioso, por lo que cambios en las neuronas
GABAérgicas producirian una inhibicion de la disminucion de la excitacién del sistema
nervioso. No obstante, no observaron cambios en las neuronas colinérgicas,

serotoninérgicas, dopaminérgicas o glutaminérgicas. Estos resultados mostraron una
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potente neurotoxicidad de MC-LR, sugiriendo el disefio y planificacion de nuevos
estudios sobre la neurotoxicidad de las MCs. La prueba experimental que demuestre
gue las MCs son realmente capaces de causar efectos adversos en las neuronas puede

provenir de estudios a nivel protedmico (Juy cols., 2013).

El control de los biomarcadores de estrés oxidativo en los tejidos afectados son
indispensables para indicar la complejidad de los efectos neurotéxicos producidos por
las MCs (Ju y cols., 2013). Chen y cols. (2006) demostraron que la MC-LR afecta
especialmente a la aldehido deshidrogenasa mitocondrial 2 (ALDH2) en cultivos
celulares de higado humano. De esta manera, en un ensayo posterior sobre D. rerio se
observé una notable disminucion en la expresiéon de la misma enzima (ALDH2) en el
cerebro, lo cual coincidia con la expresion de la ALDH 9A1a (Wang y cols., 2010a). Estos
dafios provocan una disminucion del metabolismo de los aldehidos, que es un claro
indicador de dafio en el ADN, inactivacién enzimdtica o modificacion proteica (Lindhal,

1992; O'Brien y cols., 2005).

Se han identificado seis proteinas diferentes en el hipocampo de ratas
inducidas por MC-LR y que estan implicadas, junto con la toxina, en el estrés oxidativo
y en la respuesta apoptética: proteina acida fibrilar glial (GFAP), proteina de choque
térmico (Hsp75), peroxirredoxina 2 (Prdx2), superdéxido dismutasa (SOD) vy
fosfoproteina inducida por estrés (Stipl) (Li y cols., 2012). Los sistemas de defensa
frente a ERO comprenden la induccién de estos marcadores (Hsp75, SOD y Prdx2).
Posteriormente, los mismos autores demostraron la induccién de septina-5,
internexina-a y sinucleina-a, conocidas por estar relacionadas con patologias
neurodegenerativas y que podrian estar implicadas en la progresion del Alzheimer

(Sony cols., 2005).

Por otra parte, Wang y cols. (2010a) demostraron que la isquemia transitoria en
los cerebros de jerbo (Dipus saggita) disminuyd la expresion de ARNm de la beta-
actina, debido al estrés oxidativo causado por MC-LR, coincidiendo con otros estudios
gue consideran la actina como objetivo directo de las modificaciones oxidativas
(Fiaschi y cols., 2006; Lassing y cols., 2007). La beta-actina es una proteina mayoritaria

de los filamentos de actina, presente en las dreas sinapticas donde desempefia un
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papel importante en la adhesién celular, el crecimiento de neuritas (células nerviosas
inmaduras) y la formacion de sinapsis, ademas de estar involucrada en la liberacién de
neurotransmisores en el espacio sindptico (Asanuma y cols., 1993; Sobue y Kanda,
1989). Esto demuestra que la disminucién de los niveles de ARNm de beta-actina
provoca estrés oxidativo, alteraciones del citoesqueleto o, incluso, muerte neuronal

(Asanumay cols., 1993).

Li y cols. (2012) demostraron que la MC-LR hiperfosforila a la proteina tau, la
principal proteina de los microtubulos neuronales asociados con el ensamblaje, la
estabilizacion y el mantenimiento de la morfologia normal de los microtubulos
axonales (Goode y cols., 1997). Los estudios han demostrado que la PP estd
involucrada en la regulacion de la fosforilacion de la proteina tau (Feurstein y cols.,
2011). La inhibicién de la actividad de la PP en las neuronas conlleva una
hiperfosforilacién y agregacion de la proteina tau, provocando dafos neuronales
degenerativos y apoptosis, daino neuronal muy similar a los observados en el cerebro
de pacientes con Alzheimer (Li y cols., 2012). Estos mismos autores también
observaron deterioro de la memoria y de la funcion cognitiva en ratas expuestas a la
MC-LR, deterioro que también se asocia con la enfermedad del Alzheimer como

resultado de la inhibicion de la PP.

Como resumen de los efectos neurotdxicos de las MCs, se puede destacar que
son capaces de provocar cambios conductuales importantes, pérdida neuronal y
cambios morfoldgicos severos. Producen induccion de estrés oxidativo e importantes
cambios en el citoesqueleto, influyen en la actividad PP, producen hiperfosforilacién
de la proteina Tau y perturban la produccion de energia y el metabolismo de los acidos

organicos.

4.2. Neurotoxicidad de la cilindrospermopsina

Aunque la CYN tiene un conocido efecto citotéxico, pocos son los trabajos

donde se demuestra su actividad neurotdxica concretamente.
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Un estudio llevado a cabo por Kiss y cols. (2002) sobre neuronas de dos
especies de caracoles, Helix pomatia y Lymnaea stagnalis, demostré que tras
exposicién a CYN, habia una notable disminucién de la respuesta neuronal a la ACh, lo
gue disminuye la actividad del sistema nervioso. Estos datos no son de extraiiar, ya
gue en cuanto a estructura quimica, la CYN esta mas relacionada con las neurotoxinas
(saxitoxina), ya que presenta una mayor semejanza estructural con éstas que con las
hepatotoxinas (MC-LR), como puede destacarse, por ejemplo, en la presencia de un
nucleo de acetato guanidinico tanto en la CYN como en la saxitoxina, que como se vera
posteriormente, estd presente en las primeras etapas de la sintesis de algunas

cianotoxinas neurotoxicas (Kiss y cols., 2002) (Fig. 8).
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Figura 8: Comparacion estructural de la CYN entre 2 compuestos: una hepatotoxina (MC-LR) y una neurotoxina

(saxitoxina). Adaptado de Florczyk y cols. (2014)

Otro estudio demostré que los caimanes encontrados en el lago Griffin (Florida)
durante una floracién de C. raciborskii presentaban una respuesta clinica deprimida,
reduccion en la velocidad de la conduccién nerviosa, degeneracion axonal y necrosis

en el mesencéfalo (Schoeb y cols., 2002).

Posteriormente, Zagatto y cols. (2012) estudiaron el efecto neurotodxico tras
una inyeccion intraperitoneal del extracto de C. raciborskii en ratones de laboratorio.
Dosis de 50 mg kg™ revelaron sintomas tipicos de neurotoxicidad como temblores,

ataxia, convulsiones y muerte por parada respiratoria en 1 6 2 minutos. Ademas,
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efectos de toxicidad aguda y crénica se observaron en Daphnia similis y Ceriodaphnia
dubia, como inmovilizacion y reduccion de la condicion fisica, respectivamente; se

observo toxicidad crénica en larvas de Danio rerio (Zagatto y cols., 2012).

El trabajo realizado por Saker y cols. (2003) mostré sintomas neurolédgicos en
ratones al inyectar un extracto de C. raciborskii por via intraperitoneal (1337-1572
mgkg'). Se observaron sintomas como piloereccién, letargia y dificultades

respiratorias que conducian a la muerte en un maximo de 24 horas tras su exposicion.

Por otro lado, Guzman-Guillén y cols. (2015) demostraron que los peces tilapia
(Oreochromis niloticus) expuestos a CYN presentaban neurotoxicidad por inhibicién de
la AChE y aumento en los niveles de LPO en cerebro. Mas concretamente, se observé
una inhibicién de la actividad de la AChE del 35% y un incremento del 71% en la LPO
después de una exposicion a la toxina de 14 dias. En este sentido, cuando se analizd el
cerebro de los peces, se detectd la toxina en el 100% de las muestras analizadas en un
rango de concentraciones de 0,83 a 5,48 ng/g, no obstante, no se observaron cambios
macroscopicos que indicasen algun tipo de patologia. Sin embargo, cuando las
muestras de cerebro se estudiaron al microscopio 6ptico y electrénico se observaron
procesos degenerativos e indicios de necrosis. Al microscopio Optico se observaron
pequenas neuronas necroéticas y basofilos con bordes irregulares, ademas de procesos
hiperémicos y hemorragicos. La observacion al microscopio electrénico del cerebro
reveld alteraciones en el nucleo y el citoplasma de las neuronas, que muestran una
densificacion de la cromatina y vacuolas con bordes irregulares en el nucleo. La matriz
citoplasmatica aparece densificada, homogénea, oscura y con una fuerte vacuolizacién
de todos los organulos membranosos. El neuropilo también mostré modificaciones

vasculares, procesos hiperémicos, edema y microhemorragias.

El guanidinoacetato (GAA) es un compuesto estudiado por su implicacion
como intermediario en la sintesis de CYN, ademds puede afectar al sistema nervioso e
inducir hiperhomocisteinemia, siendo un factor de riesgo cardiovascular (Baron-Sola y
cols., 2015). La toxicidad del GAA ha sido atribuida a su capacidad de aumentar el
numero de ERO en diversos tejidos y la inhibicién de la AchE en el cértex cerebral del

gato comun (Felis silvestris catus) (Mori y cols., 1996; Zugno y cols, 2008). De esta
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manera, el sistema nervioso queda especialmente afectado por todas estas
alteraciones. Ademads, el GAA actia como un agonista de los receptores GABAa
neuronales y puede causar disfuncién en las neuronas del globo pélido (Neu y cols.,

2002).

Aunque los diferentes pasos implicados en la biosintesis de CYN no estdn
totalmente esclarecidos aun, hay evidencias genéticas y bioquimicas que indican que
el GAA se forma en la primera etapa de la ruta metabdlica debido a la actividad de una

amidinotransferasa (Burgoyne y cols., 2000).

OH

Acido guanidinoacético

- . Saxitoxina
Cilindrospermaopsina

Figura 9: Ejemplos de compuestos guanidinicos sintetizados por cianobacterias. Adaptado de Barén-Solay cols.

(2015).

Bardn-sola y cols. (2015) analizaron y compararon el contenido de GAA en
cultivos de diversos tipos de cianobacterias, tanto productoras como no productoras
de CYN. Los resultados obtenidos mostraron que el GAA se acumuld en todas las cepas
estudiadas. Estos resultados mostraron la posibilidad de que el GAA contribuye a la
toxicidad de las cianobacterias, y podria ser la causa de una mayor toxicidad en los

extractos de cianobacterias en comparacidn con las cianotoxinas de manera aislada.

Si el GAA contribuye a la toxicidad de las cianobacterias, y forma parte de la

sintesis de la CYN, es posible que esta también exerte efectos neurotdxicos similares
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debido a las similitudes estructurales (Fig. 9). No obstante, no hay suficientes estudios

gue enfoquen al GAA como potenciador de la neurotoxicidad de la CYN.

Por lo tanto, como resumen de la neurotoxicidad de las CYN se destaca su
capacidad de inhibir la actividad AchE, de aumentar la LPO y de inducir cambios
histopatologicos  importantes, como  necrosis, procesos hiperémicos y

microhemorragicos.

Aunque actualmente existe cierta controversia sobre la neurotoxicidad de la
CYN (Poniedziatek y cols., 2012) se deberian llevar a cabo mas estudios en esta area
para confirmar los efectos de la toxina a este nivel, de manera que la neurotoxicidad

de la CYN no se puede excluir.

4.3. Neurotoxicidad conjunta de microcistinas y cilindrospermopsina

Aunque la mayoria de estudios referentes a los efectos toxicos de las
cianotoxinas se han llevado a cabo con exposiciones a las toxinas individuales,
generalmente estas cianotoxinas no se encuentran aisladas en el entorno, ya que en
los medios acudticos donde proliferan las cianobacterias suelen concurrir varios tipos
de especies productoras de diferentes toxinas (Florczyk y cols., 2014). Este hecho
puede hacer variar la naturaleza y magnitud de los efectos en los organismos

expuestos a las mismas, incluso producir un efecto sinérgico (Takser y cols., 2016).

Recientemente, Takser y cols. (2016) estudiaron los efectos, individualmente y
en mezcla, de CYN, MC-LR y ATX-a, asi como de la neurotoxina Beta-N-metilamino-L-
alanina (BMAA), en la linea celular de murino RAW246.7. Observaron que la mezcla de
CYN, MC-LR y ATX-a era mas tdxica a nivel neuronal que la BMAA. Los resultados de
este trabajo sugieren que la CYN tiene un potencial neuroinflamatorio importante, y
gue una mezcla de CYN, MC-LR y ATX-a es de 3 a 15 mas potente en la induccidon de
apoptosis que estas toxinas de manera individual. La linea celular RAW246.7 ha sido
propuesta como modelo de resultados inflamatorios de la neurodegeneracion (Khono
y cols., 2011; Collin-Osdoby y Osdoby, 2012), asi como también han sido usadas las

células BV-2 microgliales en estudios neuroinflamatorios (Henn y cols., 2009; Nelson y
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cols., 2002). Ambas lineas han mostrado patrones similares en respuesta a la
exposicidn a cianotoxinas, resultando mas afectadas por CYN y por las mezclas de MC-
LR, CYN y ATX-a. Ambas exposiciones mostraban una rdpida muerte celular y
produccidon de TNF-a en las células supervivientes, mas que en exposiciones de MC-LR

y ATX-a de manera individual (Taksery cols., 2016).

5. Conclusiones

Tras la revisidn bibliografica llevada a cabo, se puede concluir que:

a) Las MCs son toxinas con gran actividad neurotdxica, capaces de
provocar importantes cambios conductuales, pérdida neuronal y
cambios morfoldgicos severos.

b) Las MCs inducen estrés oxidativo a nivel cerebral y cambios en el
citoesqueleto, provocando despolarizacion de los microtubulos y dafo
axonal, entre otros.

c) Las MCs influyen en la actividad PP, produciendo hiperfosforilacién de la
proteina Tau y perturbando la produccion de energia y el metabolismo
de los acidos orgdnicos en las neuronas.

d) La CYN es capaz de afectar la respuesta neuronal frente a ACh, mediante
la inhibicién de la actividad AChE, aumentando los niveles de LPO y
causando alteraciones histopatoldgicas a nivel cerebral.

e) La mezcla de neurotoxinas demuestra que tiene un mayor potencial
neurotoxico que dichas neurotoxinas de manera aislada, si bien los

estudios a este respecto son muy escasos.

La dosis mas baja de MC-LR a la que se ha detectado efecto ha sido a 0,01 pg g™
en la especie Jenynsia multidentata. Con respecto a la CYN la concentracion mas baja

con efecto aparente ha sido a 0,83 ng g™’ en la especie Oreochromis niloticus.

Como perspectivas futuras, seria interesante realizar mas estudios y centrar
mas recursos en investigar la accidn de las cianotoxinas de manera conjunta y no
aislada, especialmente en busca de los efectos neurotdxicos, ya que es mds comun

encontrar mezclas de cianotoxinas en el entorno que encontrarlas de manera aislada.
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Ademads, también seria conveniente la realizacion de estudios que se centrasen en la
accion sinérgica no soélo entre cianotoxinas, sino de estas cianotoxinas con

compuestos intermediarios tales como el GAA.
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