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Glosario de abreviaturas

ANOVA: andlisis de la varianza

BHT: 3,5-di-ter-4-butilhidroxitolueno

BSA: seroalbiumina bovina

CAT: enzimas antioxidantes catalasa

CN': cianuro

CO: Proteinas carbonilos

Co: Cobalto

Cu: cobre

DNPH: hidracina 2,4 dinitrofenilhidracina
DO: dafio oxidativo

DTNB: écido (5,5 -ditiobis)-2-nitrobenzoico
EDI: ingesta diaria estimada segura

EGC: enfermedad granulomatosa cronica
EPA: Environmental Protection Agency

ER: estallido respiratorio

FDA: Food Drugs Administration

Fe: hierro

Fe?": hierro inorganico o hierro reducido
Fe*" : hierro organico

Fe-SOD: superoxido dismutasa localizada en el espacio intermembrana mitocondrial
que contiene Fe

GR: glutation reductasa

GSH: glutation (antioxidante endogeno citosolico)
GSH-Px: Glutation peroxidasa

GSSG: glutation oxidado

H: atomo de hidroégeno

H,0,: peroxido de hidrogeno

HCIO: acido hipocloroso

HO: radical hidroxilo

IDT: ingesta diaria tolerable

LOAEL: Lowest Observed Adverse Effect Level (del inglés, nivel de menor efecto

adverso observado)



LPS: lipopolisacéridos

MC: microcistinas

MC-LR: microcistina MC-LR/hepatotoxina

MDA: Malondialdehido

Mn-SOD: superoxido dismutasa de localizacién mitocondrial que contiene Mn
NADPH oxidasa: complejo enzimatico nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
reducido oxidasa

Na,S,0,: ditionito de sodio

NET: trampas extracelulares de neutréfilos

NF-kB: factor de transcripcion nuclear

NO: 6xido nitrico

NOAEL: No Observed Adverse Effect Level (del inglés, nivel de efecto adverso no
observable)

O,: oxigeno molecular

'0,: oxigeno singlete o singulete

O,: anidn superoxido

AO,: consumo de oxigeno

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONOQO': peroxinitrito

PKC: proteina cinasa C

PLC: cancer primario de higado

PMA: éster de forbol 12 miristato 13 acetato

PMN: células polimorfonucleares humanas o neutroéfilos

PP1 y PP2A: enzimas fosfatasas en los hepatocitos tipos 1 y 2A respectivamente
QL: quimioluminiscencia espontdnea de baja intensidad in sifu que evidencia la
oxidacion de lipidos

R’: atomo de carbono (alquilo) de un acido graso poliinsaturado (RH)

RH: acido graso poliinsaturado

ROO": radicales peroxilo

ROOH: hidroperoxidos orgénicos o lipohidroperéxidos

ROS: especies reactivas del oxigeno

SOD: enzima superdxido dismutasa

TBA: solucién de acido tiobarbiturico 0,7% P/V

TBARS: acido tiobarbiturico



TGF-B1: factor de crecimiento transformante beta 1
TNB: 5-tio-2-nitrobenzoato
URL: unidades relativas de luminiscencia por min y por mg de proteina

Zn*": zinc
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Resumen

Las floraciones o bloom de cianobacterias en diversos nichos ecologicos y zonas
climdticas representan un problema de salud emergente. Estos fendmenos vinculados al
cambio climatico son temas de creciente importancia, tanto para Argentina como para el
resto del mundo, en especial, por las caracteristicas y el aumento en la frecuencia con
que aparecen en cuerpos de aguas continentales. La principal fuente de exposicion a las
cianobacterias y sus toxinas es a través del agua de bebida o consumo. En Argentina,
especificamente en las zonas de Salto Grande (Entre Rios) y San Roque (Cérdoba) las
cianobacterias del género Microcystis sintetizan y liberan cianotoxinas al ambiente,
especialmente en reservorios de agua (Giannuzzi y col., 2011) de consumo humano. La
microcistina MC-LR/hepatotoxina (MC-LR) es una de esas cianotoxinas. Un
oligopéptido con potente actividad hepatotoxica e inflamatoria con capacidad de
aumentar la migracion de neutréfilos humanos, la formacioén de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y la capacidad fagocitica, como también, es promotora de la formacion
de tumores. El limite de concentracion de MC-LR permitido en aguas de bebida es de 1
ng/L y la ingesta diaria tolerable (IDT) se calcula en 0,04 pug/kg de peso corporal. El
objetivo de esta Tesis de Maestria es caracterizar el estrés y dafio oxidativo celular y la
participacion de las especies activas del oxigeno asociados a la respuesta inflamatoria en
células polimorfonucleares humanas (PMN), neutréfilos, expuestos a diferentes
concentraciones de MC-LR/hepatotoxina y de hierro, el cual, potenciaria la formacién
de radicales libres mediante la reacciéon de Fenton/Haber Weiss. En relacion a esto se
evaluaron los marcadores bioquimicos de dafo y estrés oxidativo en un modelo
experimental in vitro en PMN expuestas a dos agentes toxicos ambientales, el hierro
inorganico (Fe’") y la MC-LR. Se utilizaron las dosis de MC-LR definidas en las guias
de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) para aguas de red calculada en 1 pg
MC-LR /L y 25 pg MC-LR/L, considerada en modelos experimentales sub agudos
vinculadas con concentraciones 6 ug Fe*'/L y 30 pug Fe*'/L, adecuadas a partir del nivel
estandar permitido en aguas de bebida por la OMS. Se empled, también, una
concentracion de Fe** de 300 pg Fe*'/L considerada en la literatura como toxica. Los
fenémenos inflamatorios se infirieron a partir de la determinacion del consumo de
oxigeno (AQO,) celular con un electrodo tipo Clark y la actividad del complejo
enzimatico nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido oxidasa (NADPH

oxidasa) para la evaluacion del estallido respiratorio (ER) y respuesta inflamatoria
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respectivamente; quimioluminiscencia espontdnea de baja intensidad in situ (QL) para
evaluar la generacion de ROS, principalmente oxigeno singulete (‘O,); dafio oxidativo
(DO) a biomoléculas, también medido por cuantificacion de productos de oxidacion de
lipidos de membrana (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, TBARS) y de
proteinas (carbonilos, CO); como el consumo de glutation (antioxidante endogeno
citosolico, GSH), con el proposito de estudiar la toxicidad de MC-LR en presencia de
hierro. Se observd que la concentracion de células en las técnicas empleadas para la
evaluacion de biomarcadores de estrés oxidativo e inflamacidn resultaron més sensibles
en una concentracion de 8 x 10* PMN/mL para las determinaciones de AO,y QL y de
1,5 x 10° PMN/mL a 5 x 10° PMN/mL para las determinaciones espectrofotométricas.
Los principales resultados mostraron que en el rango de concentraciones permitidas en
agua, el Fe* no activa el ER, inhibe la actividad de NADPH oxidasa y disminuye el
contenido de GSH en PMN, sin embargo, genera DO por oxidacioén de lipidos (QL),
pero no de proteinas (CO), con la mayor concentracion permitida. MC-LR activa ER,
pero inhibe la actividad de NADPH oxidasa y genera DO con incremento de 'O,,
oxidacion de biomoléculas y consumo de GSH, aun en la concentracion mas baja, lo
que sugiere que el DO intracelular est4 involucrado en los mecanismos de toxicidad. En
presencia de ambos agonistas combinados, el Fe*’, en la concentracion maxima
permitida en agua y en presencia de MC-LR (ambas concentraciones), aumenta el
efecto activador del ER de MC-LR. Con la dosis toxica de Fe*" y subaguda de MC-LR,
se inhibe la respuesta de ER de los PMN frente al estimulo, similar al efecto observado
por el Fe** solo. En el rango de concentraciones permitidas la combinacion de ambos no
permite el aumento de QL que genera la maxima concentracion permitida en agua de
Fe** y ambas de MC-LR, debido probablemente a la disminucion de la generacion de
ROS (oxigeno singulete) y del DO a las proteinas de los PMN que genera la
combinacion de los dos agonistas. La presencia de Fe** disminuye la oxidacion de
proteinas generada por MC-LR. La exposicion a dosis permitidas de Fe* o de MC-LR
en aguas de consumo y recreativas afecta la homeostasis redox intracelular de PMN,
exponiendo a estas cé€lulas, primera linea de defensa de un organismo a las infecciones,

frente a un entorno toxico y oxidativo que afecta su respuesta.
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Title: Biomarkers of damage and oxidative stress in human neutrophils

exposed to iron and the cyanotoxin microcystin LR/hepatotoxin.

Abstract

Blooms of cyanobacteria in various ecological niches and climatic zones represent an
emerging health problem. These phenomena linked to climate change are issues of
growing importance, both for Argentina and the rest of the world, especially due to the
characteristics and the increase in the frequency with which they appear in bodies of
continental waters. The main source of exposure to cyanobacteria and its toxins is
through drinking water. In Argentina, specifically in the areas of Salto Grande (Entre
Rios) and San Roque (Coérdoba), cyanobacteria of the Microcystis genus synthesize and
release cyanotoxins into the environment, especially in water reservoirs. Microcystin
MC-LR/hepatotoxin (MC-LR) is one of these cyanotoxins, it is an oligopeptide with
potent hepatotoxic and inflammatory activity, as it increases the migration of human
neutrophils, the formation of reactive oxygen species (ROS) and the ability phagocytic,
as well as promoting tumor formation. The concentration limit of MC-LR allowed in
drinking water is 1 pg/L and the tolerable daily intake (TDI) calculated at 0.04 pg/kg
body weight. The objective of this Master's Thesis is to characterize cellular oxidative
stress and damage and the participation of active oxygen species associated with the
inflammatory response in human polymorphonuclear cells (PMN), neutrophils, exposed
to different concentrations of MC-LR/hepatotoxin and of iron, which would enhance the
formation of free radicals through the Fenton/Haber Weiss reaction. Biochemical
markers of damage and oxidative stress were evaluated in an in vitro experimental
model in human polymorphonuclear cells (PMN) exposed to two environmental toxic
agents, inorganic iron (Fe*") and MC-LR. The MC-LR doses defined in the World
Health Organization (WHO) guidelines for tap water were used (1 pg MC-LR/L and 25
ug MC-LR/L, for sub-acute experimental models) and concentrations of 6 pug Fe*'/L and
30 pg Fe'/L, considered from the standard level allowed by the WHO, and a Fe*
concentration of 300 ug Fe*/L, considered toxic, was also used. Cellular oxygen
consumption (AO,) was determined with a Clark-type electrode and the activity of the
enzyme complex nicotinamide adenine dinucleotide reduced phosphate oxidase
(NADPH oxidase) for the evaluation of the respiratory burst (RB) and inflammatory

response respectively; in situ low-intensity spontaneous chemiluminescence (CL) to
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evaluate the generation of ROS, mainly singlet oxygen ('O,); oxidative damage (OD) to
biomolecules, also measured by quantification of oxidation products of membrane lipids
(thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) and proteins (carbonyls, CO); as well
as the consumption of glutathione (endogenous cytosolic antioxidant, GSH), with the
purpose of studying the toxicity of MC-LR in the presence of iron. It was observed that
the concentration of cells at which the techniques used for the evaluation of biomarkers
of oxidative stress and inflammation were most sensitive were 8 x 10* PMN/mL for the
determinations of AO, and CL and from 1,5 x 10° PMN/mL to 5 x 10° PMN/mL for
spectrophotometric determinations. The main results showed that in the range of
concentrations allowed in water, Fe*" does not activate the ER, inhibits the activity of
NADPH oxidase and decreases the GSH content in PMN, however it generates OD by
lipid oxidation (CL), but not by proteins (CO), with the highest concentration allowed.
MC-LR activates RB and generates OD with an increase in 'O,, oxidation of
biomolecules and consumption of GSH, even at the lowest concentration, suggesting
that DO is involved in the toxicity mechanisms. In the presence of both agonists
combined, Fe**, at the maximum concentration allowed in water and in the presence of
MC-LR (both concentrations), increases the RB-activating effect of MC-LR. With the
toxic dose of Fe*" and subacute dose of MC-LR, the ER response of PMNs to the
stimulus is inhibited, similar to the effect observed by Fe*" alone. In the range of
permitted concentrations, the combination of both does not allow the increase in CL that
generates the maximum concentration allowed in water of Fe** and both of MC-LR,
probably due to the decrease in the generation of ROS (singlet oxygen) and OD to the
PMN proteins generated by the combination of both agonists. Exposure to permitted
doses of Fe** or MC-LR in drinking and recreational waters affects the intracellular
redox homeostasis of PMN, exposing these cells, the first line of defense of an organism

to infections, to a toxic and oxidative environment that decreases its response.
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1. Introduccion

En los inicios de la vida en la Tierra, el oxigeno molecular (O,) no estaba
presente en la atmosfera. Esta era esencialmente reductora, con predominio de hierro
(Fe) y gases en su composicion. Tanto la abundancia natural de este elemento como sus
propiedades redox lo predispusieron a desempefiar un papel crucial en las primeras
etapas de la vida terrestre. Sin embargo, hace mil millones de afos, a partir de la
aparicion de las cianobacterias, organismos procariontes fotosintéticos, se gener6 el O,,
con la consecuente modificacion de la composicion de la atmodsfera terrestre (Crichton,
1991). Para que el O, alcanzara una concentracion significativa en la atmosfera (21%)
se necesitaron alrededor de 200 a 300 millones de afios, un tiempo relativamente corto
en una escala temporal geoldgica.

En este contexto se iniciaron los procesos oxidativos, mediante la reaccion entre
el O, producido por la fotosintesis bacteriana y los iones ferrosos presentes en los
océanos, con generacion de hidréxidos de hierro insolubles que precipitaron en medios
acuosos (Crichton, 1991).

Entrando en el periodo Antropoceno, nueva época geologica caracterizada por el
impacto humano sobre la Tierra, los ecosistemas terrestres se vieron afectados (Steffen,
y col., 2011; Allan y Watts, 2018). Los cambios provocados en la naturaleza por la
erosion o las actividades humanas, asi como por los desechos agricolas y urbanos,
aumentan el flujo de nutrientes y sustancias orgédnicas en el sistema acuatico con
consecuencias en las caracteristicas cuali y cuantitativas de los cuerpos de agua (Bauza
y Giannuzzi, 2017). Por estar sujetos a la contaminacion antropogénica, se convierten
en ecosistemas eutrofizados, asociados a frecuentes brotes de cianobacterias.

La eutrofizacion cultural, artificial o antropogénica es causada por el vertido de
efluentes domésticos y/o industriales y de la descarga de fertilizantes utilizados en la
agricultura, que acelera el proceso de enriquecimiento tanto de las aguas superficiales
como subterraneas (Pearson y Neila, 2008).

Dicho contexto, el exceso de nitrégeno, fosforo, hierro, didoxido de carbono,
temperaturas elevadas, luz y cambios de pH, agravados por el cambio climdtico,
favorecen el desarrollo de las masas de cianobacterias como grupo competitivamente

exitoso contra el resto del fitoplancton (Pearson y col., 2010; Aguilera y col., 2017).
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Problema de Investigacion. Justificacion de la investigacion

La exposicion humana a las microcistinas representa un riesgo para la salud. En
gran parte se da a través del agua de consumo humano con floraciones de
cianobacterias, aunque también pueden ser incorporadas por la ingesta de peces,
moluscos y mariscos, presentes en los cuerpos de agua en las que proliferan las
cianobacterias (Neilan y col., 2012). Otras fuentes de exposicion pueden ser la ingesta
de alimentos como verduras y suplementos dietéticos de algas en contacto con las aguas
contaminadas, asi como la exposicion a través de actividades recreativas (Codd y col.,
1999; Backer, 2008; Rastogi, 2014; Xiang y col., 2019).

Las cianobacterias pueden alcanzar concentraciones potencialmente peligrosas
para la salud humana, sobre todo cuando se produce una alta densidad celular por una
proliferacion excesiva, lo que se conoce como «floraciones» (OMS, 2006).
Significativamente, los cuerpos de agua en los que ocurre el fendmeno se utilizan con
fines recreativos o como fuentes de agua potable, por ello las personas y los animales
pueden estar expuestos a las cianobacterias y sus toxinas a través de varias vias:
inhalatoria, oral o por contacto (Vidal y col., 2017) y sufrir dafios en la salud a corto o
largo plazo.

Las floraciones o blooms de cianobacterias en diversos nichos ecoldgicos y
zonas climdticas representan un problema de salud emergente (Kujbida y col., 2008;
Sedan y Andrinolo, 2017). En la Argentina, en los ultimos afios, se reportaron la
presencia de cianobacterias en las costas del Rio de La Plata, a la altura de Berisso y
Ensenada; en el municipio de Tigre; en la laguna bonaerense Gémez, en Junin; en el
lago San Roque (Figura 1) de la provincia de Cérdoba; en lagunas de Santa Fe como
Juan de Garay, en Santo Tomé, y Setubal, en la capital; y en el Rio Uruguay a la altura
de la provincia de Entre Rios (Ministerio de Salud, 2022).

En la Figura 1 se muestra una foto del Lago San Roque en la que se puede
observar el cambio de color del agua y la presencia de cianobacterias que la
contaminan, junto al paredon del dique, a unos pocos cientos de metros donde se toma

el fluido para llevar agua potable a la Ciudad de Cérdoba.
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Figura 1. Agua del lago San Roque junto al paredon del Dique, a pocos cientos de metros
donde Aguas Cordobesas toma el fluido para llevar agua potable a la ciudad. (Tomado de
Medardo Avila Vazquez. (16 de enero de 2019). Cianotoxinas en aguas de consumo humano.
Red Universitaria de Ambiente y Salud/Médicos de Pueblos Fumigados. Pagina web:

https://reduas.com.ar/cianotoxinas-en-aguas-de-consumo-humano/)

Entre las tantas toxinas de cianobacterias, las microcistinas son el grupo mejor
investigado y probablemente que se encuentra con mayor frecuencia en aguas dulces
(Stewart, 2006, US EPA, 2006). Las cepas de cianobacterias productoras de toxinas
microcistinas (MC), como Microcystis aeruginosa, tienen una distribucion cosmopolita
y prosperan en una variedad de climas, lo que convierte a estos organismos en una
amenaza global para la salud de los seres vivos y el ambiente (Pearson y col., 2010). En
las zonas de clima templado, la proliferacion de cianobacterias se produce mas a
menudo en verano y a principios de otofio, cuando hace mucho calor, la exposicion al
sol es mayor y la temperatura del agua es superior a los 20 °C. En la cuenca del Plata,
una de las cianobacterias mas toxicas y mas frecuente es Microcystis sp., que a menudo
produce MC-LR y [D-Leul] MC-LR (Codd y col., 1999; Andrinolo y col., 2007,
Backer, 2008; Rastogi, 2014; Xiang y col., 2019).

Por ello, la falta de agua dulce de buena calidad es uno de los problemas mas
serios de la actualidad. La OMS, en su tercera edicion de Guias de Calidad del Agua de
Bebida, aborda las formas en las que se puede garantizar la inocuidad microbiana del
agua de consumo por medio de la proteccion de las fuentes, el control de los procesos
de tratamiento, la adecuada distribucion y el manejo a nivel de los domicilios (Aguilera

y col., 2017).
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En la presente tesis se busca alcanzar conclusiones a partir de determinaciones y
diversos biomarcadores estudiados en modelos in vitro. Los estudios in vitro constituyen
una herramienta adecuada e importante que permite profundizar en el conocimiento de
la inmunotoxicidad de las MC. Hasta el momento se han empleado diferentes modelos
celulares para investigar la inmunotoxicidad de MC-LR, entre los que se destacan, el
efecto sobre los leucocitos humanos (Mankiewicz y col., 2001; Lankoff, 2004; Kujbida
y col., 2006; Mankiewicz-Boczek, J, 2011). Las PMN se seleccionaron como modelo
celular bioquimico para este estudio porque son células humanas accesibles que
permiten investigar la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) por el
complejo multiproteico sistema oxidasa de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
reducido (NADPH oxidasa, NOX). La comprension de los mecanismos fisiopatologicos
asociados al estrés oxidativo en PMN permite hacer evidentes y cuantificables los
efectos y dafios, es decir la inmunotoxicidad, que causa la exposicion a los dos

contaminantes ambientales, MC-LR y Fe*".

1.1. Cianobacterias y cianotoxinas

1.1.1. Caracteristicas generales

Las cianobacterias, que surgieron en los inicios de la atmosfera y mantienen su
existencia hasta nuestros tiempos, proliferan principalmente en lagos, embalses, lagunas
y rios con poca corriente (OMS, 2006; Aguilera y col.,, 2017). Sin embargo, su
desarrollo natural se ha visto modificado por la accion humana, en gran parte por el
aporte desmedido de nutrientes de las descargas cloacales a los cuerpos de agua dulce,
el uso creciente de fertilizantes y el endicamiento de los rios (formacion de diques en
los cauces de los rios debido a deslizamientos de las laderas del valle por el cual corre el
rio) (Aguileray col., 2017).

Son varios los géneros de cianobacterias que producen Microcistina MC-LR.
Las especies reconocidas que sintetizan este tipo de cianotoxina se encuentran dentro
del género Microcystis sp., Anabaena sp., Cylindrospermopsis sp., Pseudanabaena sp.,
Planktothrix sp., Planktolyngbya sp., y Merismopedia sp. (Figura 2). Las cianobacterias
toxigénicas generan distintas clases de cianotoxinas: neurotoxinas, hepatotoxinas,
citotoxinas y toxinas irritantes (Pearson y Neila, 2008; Huang y Zimba, 2019). Existe
una gran cantidad de afecciones gastrointestinales y hepaticas relacionadas con la

liberacion de las cianotoxinas al agua, ya sea natural o artificialmente (Sedan y
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Andrinolo, 2017). De todas ellas, las hepatotoxinas (microcistinas y nodularina) y las
neurotoxinas (anatoxina, saxitoxina y cilindrospermosina) son las mas peligrosas para la

salud de los seres vivos y el ambiente (Andrinolo y col., 2007; Pearson y Neila, 2008).

Figura 2. Distintos géneros de cianobacterias producen Microcistina MC-LR. Las especies
reconocidas que sintetizan este tipo de cianotoxina se encuentran dentro del género Microcystis
sp., Anabaena sp., Cylindrospermopsis sp., Pseudanabaena sp., Planktothrix sp.,
Planktolyngbya sp., y Merismopedia sp. (Tomado de UNESCO. (2009). Cianobacterias
Planctonicas del Uruguay. Manual para la identificacion y medidas de gestion. Sylvia Bonilla

(editora). Documento Técnico PHI-LAC, N° 16

1.1.2. Caracteristicas generales de las Microcistinas LR/hepatotoxina

Las microcistinas (MC) constituyen el grupo mas comun de cianotoxinas,
presentes en estuarios, estanques y reservorios de agua. Tienen la capacidad de generar
dafio hepatico agudo, incluso letal, por su abundancia, resistencia y toxicidad en varias
especies de animales domésticos, vida silvestre y humanos expuestos (Vidal y col.,
2017). Sus células diana son principalmente los hepatocitos y macrofagos, a partir de las
cuales provocan el colapso de la organizacion tisular, necrosis y hemorragia

intra-hepatica (Ruiz y col., 2008).
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La estructura quimica de las MC consiste en un heptapétido ciclico, formada por
siete aminodcidos: D-alanina, D-eritro- B-Metil-Aspartico, 3- amino-9-metoxi-2, 6,
8-trimetil-10-fenildeca-4, 6-acido dienoico, D-glutdmico, N-metildehidro-Alanina, con
la formula quimica de “Cyclo (-D-Ala-L-X-D-eritro-p-Me-
Asp-L-Y-ADDA-D-Glu-Mdha)” (Pérez-Vazquez, y col., 2018) (Figura 3).

D-y-Glu

x h'd
MC-RR Arginin Arginin
MC-YR Tryptophan Arginin
MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Adanin

Figura 3.- Estructura ciclica de las MC formada por siete aminoacidos: D-alanina, D-eritro-
[-Metil-Aspartico, 3- amino-9-metoxi-2, 6, 8-trimetil-10-fenildeca-4, 6-dacido dienoico,
D-glutamico, N-metildehidro-Alanina, con la formula quimica de “Cyclo
(-D-Ala-L-X-D-eritro-p-Me- Asp-L-Y-ADDA-D-Glu-Mdha) . Fuente: Recuperada y
modificada de De Luca y col. (2010) y publicada en Pérez-Vazquez y col. (2018)

En la estructura ciclica molecular de la MC-LR el grupo R consiste en un grupo
metilo (R= CH,) en la formula cyclo y en la [Asp’>-]-MC-LR, el grupo R es un atomo de
hidrogeno (R=H) (Kujbida y col., 2006) (Figura 4).

= MH HM
- H H
L \ng-I M \“/\\)\
HO™ ™0
b
HHN™ “HH;

Figura 4.- Estructura molecular de MC-LR (R= CH,) y [Asp’-]-MC-LR (R= H). Tomada de
Kujbida y col., 2006
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En cuanto al metabolismo y mecanismo de toxicidad en el organismo de MC-LR
se sabe que la principal ruta de exposicion a las MC es a través del agua de bebida.
MC-LR se absorbe inicialmente en el estdmago (Sedan y col., 2010), sin embargo, la
principal via de absorcion de esta toxina es el intestino delgado. En un estudio realizado
en ratones expuestos a MC-LR se reportd que las vellosidades del intestino delgado de
estos animales contenian una gran cantidad de MC-LR tanto en las células epiteliales
superficiales como en la lamina propia. La MC-LR absorbida pasa al plasma sanguineo,
y se distribuye al higado, al pulmdn y al corazén, y finalmente llega a los capilares de
todo el cuerpo. La excrecion de MC-LR se realiza en la mucosa de las células
caliciformes tanto en el intestino delgado como en el intestino grueso (Ito y col., 2000).

En cuanto a sus efectos toxicos, las MC presentan una potente hepatotoxicidad y
actividad promotora de tumores. Se les asocia un papel importante como reguladoras
del desarrollo del cancer y de la tumorogénesis espontdnea (Moreno y col., 2005;
Kujbida y col., 2008). El mecanismo de acciéon mas reconocido consiste en la
inactivacion de las enzimas fosfatasas en los hepatocitos, especialmente los tipos 1 y 2A
(PP1 y PP2A respectivamente) efecto que genera en consecuencia cambios
morfologicos de estas células, proliferacion celular y céncer, o apoptosis, necrosis y
muerte celular con abundante infiltrado inflamatorio de células polimorfonucleares
(PMN) (Mankiewicz y col., 2001; De Visser y col., 2006; Zhong y col., 2020).

En varios estudios se demuestra que MC-LR y [Asp3] -MC-LR aumentan la
migracion de neutrofilos humanos, la formacion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) y la capacidad de destruccion de microorganismos por fagocitosis (Kujbida y
col., 2006). Existe evidencia que la infiltracion de leucocitos (neutrofilos) en el higado
causa la lesion hepatica inducida por la intoxicacion aguda con MC (Kujbida y col.,
2008; US EPA, 2015). Si bien los mecanismos de hepatotoxicidad ain no estan claros,
la infiltracion de neutrofilos en el higado puede desempenar un papel importante en el
desencadenamiento de la lesion toxica y el desarrollo de tumores (Kujbida y col., 2006).
Los neutréfilos pueden contribuir significativamente a la patogénesis de la lesion
hepética. Asi es que la migracion de PMN al higado incrementa la toxicidad de MC-LR
mediante la activacion de procesos inflamatorios, aumento de la actividad de sistemas
enzimaticos que generan diversas sustancias quimicas toxicas, entre ellas el anion
hipoclorito y ROS (principalmente anion superoxido (O,), peroxido de hidrogeno

(H,0,) y oxigeno singulete ('O,) (Jaeschke y col., 2002).
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En consecuencia, se reconoce que la toxicidad de las MC en humanos esta
asociada a hepatotoxicosis, evidenciado por un significativo aumento de biomarcadores
de dafio hepatico (Gianuzzi y col., 2011). Sin embargo, los primeros métodos de
diagnosticos de cianobacterias toxicas resultan complicados de interpretar porque los
rasgos fisiologicos y las caracteristicas morfologicas (tamafio y forma de las células) no
se correlacionan bien con la toxicidad, por ello, la baja sensibilidad, las cuestiones
¢ticas y los altos costos asociados han impulsado la bisqueda de métodos de prueba

alternativos (Pearson y Neila, 2008).

1.1.3. Aspectos epidemioldgicos de las MC

Tanto la intoxicacion aguda como cronica con MC-LR causa efectos nocivos
sobre la salud humana y en la vida de plantas y animales. Afectan la agricultura, pesca y
ganaderia, los alimentos y el ecosistema. La OMS predice el riesgo de la toxicidad
aguda de MC-LR. Clasifica la probabilidad de los efectos agudos en la salud en relacion
a la concentracion de cianobacterias y de MC-LR en el agua (Tabla 1). Sin embargo,
esta clasificacion no contempla el dafio por exposicion cronica y efectos de caracter
genotoxico, mutagénico y teratogénico, que pueden suscitarse mediante una exposicion
prolongada a bajas concentraciones de la toxina, durante largos periodos de tiempo.
Prolongados estados de inflamacién agudos o créonicos incrementan el dafio tisular,
como una respuesta fisiologica que desencadena efectos toxicos por la exposicion

sostenida a la toxina (Pérez-Vazquez y col., 2018).

Tabla 1. Valores guia de la OMS para la Probabilidad Relativa de Efectos Agudos para la
Salud, durante la exposicion a cianobacterias y MC-LR en aguas destinadas para el consumo

humano y recreacion. Fuente: Recuperado y modificado de Chorus y Bartram, 1999.

(Pérez-Vazquez y col., 2018).

Probabilidad Relativa de Efectos Cianobacterias MC-LR
Agudos a la Salud (microorganismos/mL) (ng/L)
Baja <20.000 <10
Moderada 20.000 — 100.000 10-20
Alta 100.000 — 10.000.000 20 -2.000
Muy Alta >10.000.000 >2.000
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Respecto a la toxicidad aguda, uno de los hechos epidemiologicos mas
significativos asociados a la contaminacion con cianobacterias en el agua potable
ocurrid en 1996 en Brasil, donde 60 pacientes en dialisis murieron por insuficiencia
hepatica aguda resultante de la contaminacion por MC (MC-LR, -YR y -AR) (Figura 3)
del agua utilizada para hemodialisis y 131 resultaron con intoxicacion severa (Kujbida y
col., 2008).

Algunos de los efectos agudos que se pueden presentar tras una unica exposicion
a elevadas concentraciones de MC-LR son la irritacion de la piel, ojos, oidos y boca,
que suele involucrar descamacidn, erupciones y aparicion de ampollas. Por ingesta
accidental, algunos de los sintomas mas comunes incluyen: dafio en el higado
(hepatoenteritis con hepatomegalia, dolor abdominal y elevacion de enzimas hepaticas
séricas como y-glutamiltransferasa), dafio renal (acompafiado de pérdida de electrolitos,
glucosa, cetonas y sangre en la orina), afecciones en el tracto digestivo (gastroenteritis
aguda, dolor abdominal, nduseas, vomitos y diarreas), en el tracto respiratorio (dolor de
garganta, tos seca y neumonia atipica) y otras afecciones como episodios alérgicos,
sintomas de asma, fiebre, cefaleas, fatiga y mareos (Falconer, 1999; Carmichael, 2001;
Moreno, 2002; Chorus y Bartram, 2021).

Los niveles cronicos y subcronicos de MCs en agua de bebida y bafio son poco
contemplados en las normativas internacionales.

En cuanto a los estudios epidemioldgicos relacionados con la toxicidad cronica
con MC-LR uno de los factores responsables del dafio a la salud humana es el desarrollo
de carcinogénesis. Los resultados de algunos estudios epidemioldgicos y experimentales
sugieren que las floraciones de cianobacterias, asociadas a otros factores de riesgo,
pueden causar una mayor incidencia de algunos tipos de cancer (cancer primario de
higado, céncer cerebral, cdncer de corazon, mediastino y pleural, cancer de rifidn,
cancer de ovario, cancer testicular, cancer gastrico, cancer colorrectal, céncer
retroperitoneal y peritoneal, leucemia y melanoma maligno de pie) (Svircev y col.,
2019). La exposicion cronica a concentraciones subletales de MC es la intoxicacion mas
comun en animales salvajes, domésticos y en humanos (Ueno y col., 1996; Zhao y col.,
2009).

En un estudio realizado en el municipio de Poncitlan, Jalisco, México, las
concentraciones de MC-LR y MC-RR encontradas en el agua del Lago de Chapala
oscilaron entre 0,6 y 0,013 ug/L.
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Estos niveles alertan sobre una posible exposicion cronica de la toxina por parte
de la poblacion de esta area, aunque se encuentran por debajo del limite provisional de
1 ng/L sugerido por la OMS (Pérez Vazquez y col., 2018).

Las afecciones cronicas de caracter genotoxico, mutagénico y teratogénico, que
pueden suscitarse mediante una exposicion prolongada a bajas concentraciones de la
toxina, durante largos periodos de tiempo, son el cancer primario de higado (PLC)
reconocido como la principal patologia (OMS, 1998; y Ruiz y col., 2010), seguido por
afecciones maternas, embrionarias y fetales, dadas por la capacidad de las MC para
traspasar la barrera placentaria, y provocar desde la disminucion de peso corporal y
dafio hepatico, hasta la muerte embrionaria, malformaciones y retardo en el crecimiento

fetal (Moreno y col., 2003; Bu y col., 2006; Pérez y col., 2008).

1.1.4. Aspectos toxicoldégicos de las MC

Dada la elevada toxicidad que representan las MC y su capacidad para
bioacumularse y biomagnificarse a través de la cadena alimenticia, algunos paises
occidentales las consideran como uno de los principales compuestos contaminantes de
las aguas dulces, hasta llegar a superar en importancia a los metales pesados y
plaguicidas (Ward y Beattie, 1999).

Las guias de la OMS definen los requisitos de inocuidad y desarrollan pautas de
seguridad del agua con limites umbrales permitidos en agua de bebida para MC-LR
total (libre y unida a célula) en 1 ug/L e Ingesta Diaria Tolerable (IDT) de 0,4 pg/kg
(OMS, 2006). Sobre esta directriz, se estima que la IDT es de 0,04 pg/kg para el
MC-LR vy la ingesta diaria estimada segura (EDI) para un adulto de 60 kg es de 2,4
pg/dia.

A partir de ello, multiples estudios indican que los valores de EDI de MC
pueden exceder el IDT después del consumo de agua, pescado y vegetales
contaminados. Por ejemplo, en las poblaciones que consumieron pescado y agua
contaminados de lagos en América del Norte y Africa, se estimé que todas las
poblaciones, menos una, excedian el IDT, con una poblacidon que tenia un EDI de 180
pg/dia (Poste y col., 2011). Otro estudio calcul6é un EDI de 4,7 pg/dia para las personas
que consumieron 300 g de pescado de granjas acuicolas del sudeste asidtico (Greer y

col., 2017; Arman y Clarke, 2021).
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Se inform6 que el riego de cultivos a partir de fuentes de agua contaminadas
introducia microcistinas en los vegetales (Massey y col., 2018). Un estudio realizado en
el sur de China inform¢ altas concentraciones de MC-LR, MC-RR y MC-YR (Figura 3)
en vegetales, con casi el 60% de los vegetales que representan un riesgo para la salud de
moderado a alto después del consumo. Otro estudio cuantific6 MC-LR en cuatro
variedades de hortalizas de hoja después de la aplicacion de cianobacterias y calcul6 un
EDI que oscilaba entre 0,18 y 1,32 pg/dia (Xiang y col., 2019; Xiang y col., 2020).

Estos datos ilustran el riesgo de exposicion humana a MC en multiples niveles
troficos de la red trofica causado, en parte, por la bioacumulacion en pescados, mariscos
y vegetales (Rohrlack, 2001; Smith y Haney, 2006; Miller y col., 2010; Rastogi, 2014;
Svircev, 2019; Xiang y col., 2019).

La exposicion a MC a través del agua potable y los informes de estrés hepatico y
gastrointestinal han sido documentados por varios grupos de investigacion (McCarty y
col., 2016). La exposicion cronica a la MC a través del agua potable, también, se ha
relacionado con varios efectos adversos para la salud, como una mayor incidencia de
cancer de higado y otras dolencias hepaticas cronicas (Svir¢ev y col., 2019).

Segiin refiere el texto de Giannuzzi y col. (2018), Toxicologia general y
aplicada, en relacion a los diversos estudios que se han desarrollado es importante
destacar que la mayoria de ellos centran sus objetivos en determinar los niveles
NOAEL, “No Observed Adverse Effect Level” (del inglés, nivel de efecto adverso no
observable). Estos niveles se asocian a la mayor dosis de sustancia en experimentacion
o en observacidbn que causa alteracion no detectable en la morfologia, capacidad
funcional o en el desarrollo del organismo blanco. Es decir, que el dafio no resulta
distinguible en el crecimiento del organismo blanco en condiciones definidas de
exposicion. Se expresa en mg/kg de peso corporal/dia (Giannuzzi y col., 2018).

Por otro lado, el LOAEL, “Lowest Observed Adverse Effect Level” (del inglés,
nivel de menor efecto adverso observado), es la menor concentraciéon o cantidad de
sustancia empleada en experimentacion que causa una alteracion adversa en la
morfologia, capacidad funcional, crecimiento, desarrollo de la vida en el organismo
blanco. Se expresa en mg/kg peso corporal/dia (Giannuzzi y col., 2018).

En relacion a los estudios subcronicos, los mismos se desarrollaron durante un
periodo de 90 dias y se realizaron en dos especies (perro, rata para Food Drugs

Administration (FDA) rata y ratén para Environmental Protection Agency (EPA) y por
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la via de exposicion prevista (Giannuzzi y col., 2018). Para los estudios que involucran
la evaluacion toxicoldgica de especies contaminantes se emplean al menos tres dosis:
+ Una dosis alta que produce toxicidad, pero con nivel de mortalidad menor al
10%,
+ Una dosis baja que no produce efectos toxicos evidentes y
% Una dosis intermedia.
En cuanto a la célula diana empleada, los estudios realizados por Kujbida y col.
(2006) con MC-LR en PMN mostraron que el mecanismo de toxicidad de MC-LR
involucra dos pasos iniciales: la toxina aumenta la adherencia espontanea de los
neutrdfilos y migracion al higado, siendo ambos importantes para la generacion de los
procesos inflamatorios que acompaiian la toxicidad de MC-LR. El primer paso consiste
en el movimiento de PMN desde el torrente sanguineo hacia el sitio de acumulacion de
la toxina, el higado. El efecto quimiotactico de MC-LR puede causar un incremento del
flujo de células inflamatorias en respuesta al efecto toxico, que en consecuencia dana al
citoplasma de los hepatocitos, generan necrosis, hemorragia hepatica y fibrosis. Este
dafio celular promueve la migracion de PMN vy el efecto se ve amplificado por la
actividad quimiotactica de MC-LR. La extravasacion de PMN activa la liberacion de
ROS, causa estrés oxidativo y dafio tisular, que puede visualizarse por emision de luz

(quimioluminiscencia) en menos de una hora de la exposicion (Kujbida y col., 2006).

1.2. Estrés y dano oxidativo

1.2.1. Evolucion del concepto de Estrés oxidativo

El término "estrés oxidativo" fue introducido originalmente por Helmut Sies en
1985, para denotar "una alteracion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor del
primero" que afecta el estado estacionario de las células. Por eso, el concepto de estrés
oxidativo describe un desequilibrio entre la tasa fisiologica de produccion de oxidantes
y la velocidad del sistema de defensa antioxidante que permite mantener el dafio
oxidativo biologico en un minimo (Sies 1991a; Boveris y col., 2008; Repetto y col.,
2010). Ya en el ano 1954, la cientifica argentina Rebeca Gerschman hacia referencia a la
toxicidad del oxigeno en los sistemas bioldgicos (Gerschman y col., 1954), donde
postulaba que los productos de la reduccion parcial del oxigeno, anidon superoxido (O5),
el peréxido de hidrogeno (H,0O,) y el radical hidroxilo (HO) son las especies quimicas

responsables de la toxicidad del oxigeno y la irradiacién X, que muestran un efecto
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sinérgico entre el oxigeno hiperbarico y la radiacion X en la supervivencia de los
ratones expuestos. Un aumento de la radiacion X o una disminucion en la defensa
antioxidante celular (un concepto nuevo en ese momento) conduciria igualmente al
dafio celular.

Las especies quimicas que resultan de la reduccion parcial del oxigeno, el O,
H,0, y HO', fueron descritos tempranamente por Michaelis en 1946 (Michaelis, 1946).
En ese momento, Mann y Quastel reconocieron los efectos toxicos del oxigeno y el
H,0, en el metabolismo del cerebro (Mann y Quastel, 1946). La confirmacion de la
vision de Gerschman sobre la toxicidad del O, y del H,O, fue establecida por el
descubrimiento de la enzima superoxido dismutasa (SOD) en 1969, que demostraba la
existencia bioldgica del O,” (McCord y Fridovich, 1969) y por el establecimiento del
“dogma de Fridovich” en 1975, en el que la SOD vy la catalasa fueron reconocidas como
enzimas necesarias para la vida aerdbica en las bacterias (McCord y col., 1971).

Posteriormente, Seim (1982) introdujo el concepto de especies reactivas del
oxigeno (ROS) para describir la quimioluminiscencia del luminol de los monocitos
humanos activados. Originalmente, ROS significaba O,, H,0, y HO" extracelulares
(Seim, 1982). Posteriormente el concepto se amplid a la situacion intracelular y la lista
de ROS creci6 con el tiempo. Hoy en dia se acepta que incluye, ademds de estas
especies, algunos intermediarios de la peroxidacion lipidica mediada por radicales
libres, tales como ROO" (radical peroxilo) y 'O, (oxigeno singlete o singulete) y
también peroxinitrito (ONOOQO"), este Ultimo es el producto de la reaccion entre el NO
(6xido nitrico) y el O, (Chance y col., 1979; Boveris y col., 2008).

Desde el ano 2008 se ha empezado a diferenciar el estrés oxidativo, como
situacion reversible, del dafo oxidativo como situacion irreversible, pero el limite no
esta claro. Sin embargo, la diferencia podria definirse como anéloga a la que existe entre
una lesion celular reversible y una lesion irreversible en la patologia celular clasica
(necrosis) (Boveris y col., 2008).

El estrés oxidativo, desde el punto de vista quimico, implica un aumento de la
velocidad de las reacciones bioquimicas en cadena mediadas por radicales libres
endogenos. Un radical libre es una especie quimica que posee uno o mas electrones
desapareados y, por lo tanto, son muy reactivos. El aumento en las velocidades de
reaccion va acompanado de incrementos de las concentraciones en estado estacionario

de intermediarios oxidativos (Boveris y Repetto, 2020), en la velocidad de
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incorporacion de O, en las reacciones de radicales libres y en el contenido de productos
finales de oxidacion (Gonzalez Flecha y col., 1993).

Por otro lado, D.P. Jones (2006) introdujo desde un punto de vista mecanicista el
nuevo concepto de estrés oxidativo, al definirlo como una interrupcion en la
sefializacién y el control redox. La adopcién de tal definicion podria redirigir la
investigacion para identificar perturbaciones claves de la senalizacion y la homeostasis
redox y conducir a nuevos tratamientos para los procesos patologicos relacionados con
el estrés oxidativo (Jones, 2006, 2008). La implicacion central del estado redox del
glutation (GSH) reducido y glutation oxidado (GSSG) fue establecida por la hipotesis
redox (Sies, 2007; Kemp y col., 2008), que amplié el concepto clasico de estrés
oxidativo definido por Sies en 1991. Esta hipdtesis plantea que el estrés oxidativo es un
proceso que altera el equilibrio (dinamico) redox de los grupos tioles, en los compuestos
moleculares de bajo peso molecular como el GSH, o en pequeias proteinas implicadas
en vias de sefializacion y regulacion de funciones fisioldgicas. Hoy en dia, las especies
reactivas de oxigeno (oxidantes) y la defensa celular antioxidante (antioxidantes) y el
equilibrio redox GSH/GSSG constituyen las dos caracteristicas principales y
diferenciales del estrés oxidativo (Boveris y Repetto, 2020).

El estrés oxidativo implica procesos bioquimicos reversibles que involucran el
aumento de especies oxidantes o la disminucion de los antioxidantes, en un proceso
progresivo y continuo que incluye una respuesta adaptativa, mediante la sintesis y
activacion de antioxidantes y la regulacion positiva de la sintesis o activacion de
enzimas o mecanismos de sefializacion para controlar la homeostasis redox en sistemas
bioldgicos (Boveris y col., 2008). Este proceso reversible se define como eustress (Sies,
2020; Sies, 2021), incluyendo bajos niveles de estrés fisiologico, esenciales para los
procesos de sefalizacion redox y las acciones horméticas que dependen de la dosis y
concentracion de especies oxidantes, donde una menor concentracion de estos induce
efectos de sefalizacion beneficiosos, mientras que niveles mas altos producen dafio
oxidativo celular, definido como distress, un nivel de estrés oxidativo que puede causar
dafio a biomoléculas y promover el origen y progreso de enfermedades (Sies, 2020). El
dano oxidativo se caracteriza por el incremento intra y/o extracelular de biomoléculas
oxidadas, como consecuencia de la oxidacién de lipidos y proteinas, lo que implica
irreversibilidad de la toxicidad y muerte celular (Boveris y col., 2008).

La situacion de eustress puede alcanzarse como respuesta a dos fendmenos

diferentes: la hormesis o la accion de “agentes reguladores” del estrés.
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En cuanto a la hormesis, que se aplica en toxicologia, representa una respuesta
bifasica del organismo a un agente estresor o factor del ambiente que a bajas
concentraciones genera en efecto dptimo o beneficioso para la salud (eustress) y a altas
dosis genera un efecto toxico o inhibitorio (Lairion y col., 2022). Cuando el estrés es
intenso, prolongado o sostenido en el tiempo, excede al eustress y conduce a la
acumulacién de dafio oxidativo, como en los procesos cronicos, y al distress. Por lo
tanto, el eustress funcionaria como un fendmeno positivo que regula y mejora los
efectos biologicos del distress, mediante la participacion de especies reguladoras o
buffers del estrés.

Si bien el dafo oxidativo es irreversible y puede llevar a la muerte celular
(Boveris y col., 2008), la produccion incrementada de especies oxidantes como el H,O,
en concentraciones subletales, puede activar vias de sefializacion que modulen procesos
celulares mediante ciclos de fosforilacion/desfosforilacion en proteinas redox sensibles

(Sies, 2017).

1.2.2. Especies reactivas del oxigeno

Alrededor del 1-2 % del oxigeno molecular consumido durante la respiracion
normal en los tejidos se convierte en O,, el cual participa en procesos oxidativos
mediados por radicales libres. De esta manera, esta especie quimica es la precursora de
la mayoria de las especies reactivas de oxigeno. El1 O, no es un buen oxidante, més bien
es un reductor de si mismo y del citocromo ¢ de la cadena respiratoria mitocondrial. Su
importancia reside en que es capaz de dismutar (se reduce y se oxida) para formar H,O,
y O,, y también puede reducir los iones de metales de transicion citosélicos, como el
Fe** y Cu*'. Estos iones, a través de la reaccion de Haber-Weiss, producen la ruptura por
homolisis de H,0, y ROOH que conduce a la produccion de radicales muy reactivos, el
HO® (radical hidroxilo) y el RO" (radical alcoxilo) (Repetto y Boveris, 2012)

(Ecuaciones 1-3):

0y + Fe*' — 0, + Fe* (1)
H,0, + Fe** — HO" + HO + Fe**  Reaccion de Fenton (2)
0O, + H,0, — HO + HO + O, Reaccion de Haber-Weiss 3)
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El H,0, se genera de manera endogena por las células como co-producto de la
respiracion aerdbica y otras fuentes como los sistemas enzimaticos monoamino oxidasa
(Chance y col., 1979) o NOX (Babior, 1992; Arruda y Barja-Fidalgo, 2009).

Los estimulos que incrementan la produccion de esta especie pueden alterar el
balance redox de la célula y provocar dafio oxidativo (Saporito Magriid y col., 2022). Si
bien el H,O, posee baja reactividad, esta molécula puede ser escindida por los iones
Fe(Il) y Cu(l) para dar origen al radical HO", una especie altamente reactiva que es muy
eficiente en abstraer el hidrégeno en posicion alfa a un doble enlace en un acido graso
insaturado, lo cual inicia la cadena de peroxidacion lipidica y promueve Ila
lipoperoxidacion. En consecuencia, los fosfolipidos que forman parte de las membranas
lipidicas sufren modificaciones estructurales y funcionales, y se generan subproductos
que poseen cierta reactividad como el 4-hidroxinonenal o el malondialdehido (Repetto y
col., 2010).

La produccion de HO® a partir de H,0, y Fe*" por la reaccion de Fenton fue
considerada durante mucho tiempo como el paso limitante de la velocidad de la
reaccion de peroxidacion de lipidos a nivel fisioldgico (Chance y col., 1979; Cadenas y
col., 1994; Boveris y col., 2008; Repetto y Boveris, 2012). El Fe forma parte de los
grupos prostéticos esenciales de proteinas y enzimas en mamiferos. Este elemento tiene
un papel activo en las reacciones catalizadas con movilizacion de electrones de iones
metalicos durante la catalisis de reacciones quimicas. El Fe se encuentra en los centros
activos de la hemoglobina, la mioglobina y la enzima citocromo oxidasa. Las reacciones
de tipo Haber-Weiss mediadas por Fe citosolico inician las reacciones de radicales libres
que pueden visualizarse mediante la emision de luz por quimioluminiscencia
espontanea de organos, tejidos y células vivas. El aumento de la quimioluminiscencia
espontdnea in situ indica la existencia de estrés oxidativo generado por reacciones
quimicas en las que participan radicales libres, y éstas favorecen la peroxidacion de
lipidos y la oxidacion de proteinas (Boveris y Repetto, 2020).

Como ya fue mencionado, en 1946 Leonor Michaelis describio la reduccion
univalente secuencial del oxigeno como mecanismo molecular de cuatro pasos de
transferencia de un electron, con formacion de radical anidn superdxido (O,), peroxido
de hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (HO"), como intermediarios de la reduccion

parcial del oxigeno y con formacion de agua como producto final y reduccion total.
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En el siguiente esquema se representa la reduccion parcial del oxigeno:

o, —» 0, — H,0, — HO* — H,0

Esquema de la reduccion parcial del O,

El principal mecanismo de toxicidad mediado por las especies reactivas del
oxigeno involucra al radical HO’, ya que el anion O, y el H,O, son poco reactivos. El
radical HO" se forma a partir del H,O, en presencia de metales de transicion que actiian

como catalizadores de la reaccion.

1.2.3. Estados estacionarios y vidas media de las ROS

Chance, Sies y Boveris resumieron las evidencias experimentales que indican
que los productos de la reduccion parcial del O, (O,, H,O, y HO") son metabolitos que
se producen en la respiracion fisiolégica normal de las células aerdbicas, y que
incrementan en situaciones de estrés oxidativo y patologicas. Un entorno intracelular
oxidante conduce al incremento de la generacion del radical HO" a través de la reaccion
de Fenton/Haber-Weiss (Chance y col., 1979) y contribuye al dafio oxidativo tisular, por
ejemplo, el dafio al cerebro y progreso de las enfermedades neurodegenerativas (Bonda
y col., 2011).

Las especies quimicas altamente reactivas constituidas por los intermediarios de
la reduccion parcial del O, y de las reacciones en cadena mediadas por radicales libres
en células de mamiferos se mantienen en estados estacionarios (la velocidad de
formacion es igual a la velocidad de degradacion, manteniéndose en niveles
relativamente constantes, en equilibrio dindmico). En la Tabla 2 se indican los niveles
de las concentraciones en estado estacionario y vida media de las especies quimicas
consideradas. En general, estas especies quimicas se mantienen en concentraciones
bajas o muy bajas y exhiben un recambio rapido con vida media cortas (Boveris y

Repetto, 2020).

32



La vida media de una especie quimica indica el tiempo necesario en condiciones
fisiologicas que se requiere para disminuir al 50% su concentracion en estado

estacionario.

Tabla 2. Concentraciones en estado estacionario y vida media de intermediarios de la
reduccion parcial de oxigeno y de intermediarios de reacciones en cadena mediadas por

radicales libres en células de mamiferos. Modificado de Boveris y col, 2008.

Especie quimica Estado estacionario Vida media (t,,)
M) (s)
O, (intramitocondrial) 10710 10
O, (citosolico) 10" 107
H,0, 107 0,1
HOe 10 10°
NO 107 107
ONOO 10°® 0,5
UQH- 107 0,2
Re 1010 107
ROO 10° 107
'0, 10" 10

De acuerdo a estos datos puede observarse que la concentracion en estado
estacionaria del O, intramitocondrial es diez veces mayor que la citoso6lica, menor a la
de H,0, pero mucho mayor a la del radical HO". Sin embargo, la vida media del radical
HO' es mucho menor que la del O, y del H,O, con la consecuente evidencia de que es

muy reactivo (Boveris y col., 2008; Repetto y col., 2010).

1.2.4. Oxidacion de biomoléculas: fosfolipidos y proteinas
1.2.4.1. Peroxidacion de lipidos

Los radicales libres, que son especies quimicas que contienen al menos un
electron desapareado, son muy reactivos y participan en reacciones quimicas en cadena,
como la peroxidaciéon (o autooxidacion) de lipidos. La peroxidacion de lipidos incluye

tres etapas:
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a. Etapa de iniciacion: en la que se generan radicales lipidicos centrados en un
atomo de carbono (alquilo, R") a partir de la reaccion del radical HOe con un 4cido graso
poliinsaturado (RH), que comienza con la abstraccion de un d&tomo de hidrogeno (H) del

RH (Ecuacion 4).

HO'+RH — R +H,0 (4)

b. Etapa de propagacion: en esta etapa los radicales R incorporan O, para
formar radicales peroxilo (ROQO"), la reaccidon en cadena se propaga sucesivas veces y se
generan como producto de estas reacciones los hidroperdxidos organicos (ROOH)

(Ecuaciones 5 y 6).

R'+0, — ROO (5)
ROO'+RH — R' + ROOH (6)

c. Etapa de terminacion: en esta etapa la reaccion en cadena termina cuando
dos radicales ROO" reaccionan entre si o con otros radicales para finalmente generar
productos inactivos en la llamada etapa de terminacion de la reaccion de peroxidacion
en cadena. En esta etapa, partir de ROO" se forma un producto electronicamente
excitado, el oxigeno singulete ('O,), como también aldehidos (RHO) y cetonas (R=0)
con grupos carbonilos excitados (-CO*) (Repetto y col., 2012) (Ecuaciones 7 y 8).

ROO"+ROO" — RHO +RO +'0, (7)
ROO"+ ROO"— -CO* + RO + O, (8

Las ROS se producen in vivo como un evento fisiolégico en el marco del
metabolismo oxidativo. Sin embargo, con frecuencia, se asocian a alteraciones
patolégicas. En condiciones fisiologicas, la generacion de O,  y H,O, involucra la
produccion de otras ROS, como el radical HO' y el 'O,. Las concentraciones en estado
estacionario intracelulares de estas especies en condiciones fisiologicas son muy bajas y
se las considera indispensables para las células por los efectos biologicos que generan
(Repetto y col., 2012).

Tanto H,0,, ROOH (especialmente ROOH de cadena corta), 'O,, y especies

reactivas derivadas de la peroxidacion de lipidos (sustancias reactivas al acido
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tiobarbitirico (TBARS), malondialdehido (MDA), 4-HO-nonenal y otros aldehidos de
bajo peso molecular) pueden atravesar las membranas bioldgicas y difundir fuera de las
células, por lo tanto, pueden ser detectadas a nivel sistémico (Repetto y Boveris, 2016).
La emision de luz en forma fotones correspondiente a la reaccion de
desexcitacion del 'O, puede determinarse por quimioluminiscencia espontanea, a través
de la medida de la velocidad de la reaccion en cadena de peroxidacion lipidica en

condiciones fisiologicas (Boveris, 1985) (Ecuacion 9):

'0,+0, - 20,+ho 9)

1.2.4.2. Oxidacion de proteinas

El H,0, y los productos secundarios o finales de la peroxidacioén de lipidos y
proteinas son responsables de la oxidacion de grupos tioles (-SH) redox-sensibles (Sies
y Jones, 2007), los cuales pertenecen fundamentalmente a proteinas o al GSH. Estas
especies y productos de oxidacion se generan en condiciones fisioldgicas y sus niveles
aumentados alteran el estado redox celular (Sies y Jones, 2007). Por ello, la
concentracion intracelular de H,O, debe ser estrictamente controlada por las enzimas
antioxidantes catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px) (Gaetani y col., 1989;
Bjorkman y Ekholm, 1995).

La oxidacion de proteinas por la reaccion con especies radicalarias se puede dar a
nivel del carbono a o de las cadenas laterales tanto de aminoacidos alifaticos (valina,
leucina) como aromaticos (tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Esto genera
radicales RO y ROO" y grupos carbonilos como producto final. También en las
reacciones de oxidacion en cadena se generan hidroperdxidos que reaccionan con los
metales de transicion para dar nuevos radicales HO". Algunos aldehidos productos del
proceso de peroxidacion de fosfolipidos, tales como malondialdehido y
4-hidroxinonenal, pueden generar dafo a las proteinas probablemente por la formacion
de bases de Schiff (Dean y col., 1997). La oxidacion de proteinas involucra también a
las enzimas antioxidantes, con la consiguiente pérdida de la funcion biolégica y quimica

como la de catalizadores de las reacciones de detoxificacion de ROS.
1.2.5. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que en bajas concentraciones protegen de la

oxidacion a un sustrato. Su funcion es la de mantener en niveles de estado estacionario
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bajos las especies reactivas del oxigeno a nivel intra y extracelular mediante diferentes
mecanismos: remocion de O,, atrapan especies reactivas o precursores de reacciones
quimicas en cadena, o inhiben su formacion, reaccionan con metales de transicion o
regulan la actividad de enzimas antioxidantes.

Las defensas antioxidantes celulares pueden ser enzimaticas o no enzimaticas.
Las enzimaticas son: las superoxido dismutasas (SOD). Existen tres isoenzimas de
SOD, una citos6lica que contiene Cu y Zn en el sitio activo (Cu,Zn-SOD), otra, de
localizacion mitocondrial (Mn-SOD), que contiene Mn en el sitio activo y una tercera,
cuantitativamente menos importante que contiene Fe, ubicada en el espacio
intermembrana mitocondrial (Fe-SOD). La funcién de este grupo de isoenzimas de
SOD es de detoxificar a las células del O,, a partir de lo cual generan por dismutacion,
H,0, y O,; la catalasa, con su locacion peroxisomal y microperoxisomal, cataliza la
descomposicion del H,O,; y las glutation peroxidasas, con dos tipos principales, la
Se-dependiente, que catalizan la descomposicion del H,O, y ROOH, y la
Se-nodependiente, que solamente es activa frente a ROOH. Otras enzimas antioxidantes

son la tioredoxina (Trx) y la glutation reductasa (GR) (Sies, 1991b).
Los antioxidantes no enzimdticos mdas importantes y abundantes que se

determinan con mayor frecuencia en sistemas biologicos son el glutation reducido
(GSH) y el a-tocoferol. En ambos casos existen solidas razones quimicas, basadas en
las concentraciones de estas moléculas y constantes de reaccion, para pensar que son los
antioxidantes fisioldgicos mas importantes.

El GSH es el principal antioxidante intracelular hidrosoluble. Se encuentra en el
rango de 0,5 a 4 mM en el citosol de las células. El a-tocoferol, es un antioxidante de
membrana e hidrofobico (lipofilico), que desempefia un doble papel como antioxidante
celular y sistémico. Otros antioxidantes son el acido urico, acido ascoérbico, albtimina,
bilirrubina, carotenos, proteinas séricas como transferrina, ferritina y ceruloplasmina,
que tienen la capacidad de quelar los metales de transiciéon (Fe y Cu) reduciendo las
posibilidades de generar ROS, y los oligoelementos (Sies, 1991a y b; Boveris y Repetto,
2008).

El GSH tiene varias funciones, entre ellas se incluyen su rol como antioxidante,
protege a las biomoléculas del dafio oxidativo causado por ROS, generadas durante el
metabolismo normal de las células, por via no enzimatica o enzimatica. In vitro, el GSH

puede reaccionar con el radical HO', el HOCI, el radical RO, el radical ROO"y el 'O,;
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en el metabolismo celular, transporte, catalisis (pues actiia como cofactor para la familia
de enzimas de tipo peroxidasa), esta involucrado en el metabolismo del acido ascorbico,
la comunicacion intercelular, previniendo la oxidacion y el entrecruzamiento de los
grupos SH de las proteinas, de la cisteina, y coenzima A.

También parece participar en el transporte intracelular de cobre. Permite quelar
los iones Cu*" y disminuir su disponibilidad para generar radicales libres. Es un agente
radioprotector y cofactor para varias enzimas en diferentes rutas metabolicas,
incluyendo las enzimas involucradas en la sintesis de los leucotrienos. Interviene
también en vias enzimaticas (GSH-S-transferasas) y no enzimaticas de detoxificacion de
xenobidticos. También es importante en la degradacion de proteinas que contienen

puentes disulfuro, como la insulina (Sies, 1991b; Boveris y col., 2008).

1.2.6. Biomarcadores de estrés y dafo oxidativo

El dafo oxidativo implica un aumento de los productos de oxidacion (de
fosfolipidos, proteinas o ADN) o una disminuciéon de los antioxidantes (Sies, 1991a).
Los productos de oxidacion que indican estrés y dano oxidativo son: TBARS, casi
equivalente al malonaldehido, 4-hidroxi-nonenal, grupos carbonilo de proteinas,
8-isoprostano, 6xidos de colesterol y 8-HO-desoxiguanosina (8-HO-dG). Los niveles de
TBARS, representan cerca del 6 al 9 % del O, consumido durante la peroxidacion de
acidos grasos insaturados, y el 4-HO-nonenal es un excelente indicador de la
peroxidacion lipidica.

Los carbonilos de proteinas representan un indicador sensible del dafio oxidativo
celular. La quimioluminiscencia inducida por hidroperéxido (CL-BOOH) es un ensayo
muy sensible que indica los niveles de a-tocoferol y la quimioluminiscencia espontanea
de 6rgano un indicador de estrés oxidativo y produccion de 'O, (Leutner y col., 2005;
Repetto, 2008; Repetto y Boveris, 2016). El AO, medido con un electrodo tipo Clark
permite estimar los niveles de O, generados en la respiracion celular, tanto
intramitocondrial como extramitocondrial (en citosol por la NOX). Estos metabolitos y
productos de oxidacion pueden ser utilizados como biomarcadores de estrés y dafio
oxidativo, siendo un biomarcador una sustancia elaborada por un tejido especifico que
puede ser detectada en la circulacion, que asocia a un proceso fisioldgico o patoldgico y

segun sus niveles puede ser indicador de salud o enfermedad.
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1.2.7. Biomarcadores sistémicos

La relacién entre los factores de riesgo, los biomarcadores y los sintomas
clinicos se analiz6 cuidadosamente en los ultimos afos, pero no se llegd a una
conclusion clara. La sangre es la muestra biologica mas cominmente analizada en busca
de marcadores bioquimicos en diferentes patologias. La sangre es muy compleja y
refleja la actividad fisioldgica y la patologia de los érganos y sistemas del cuerpo.

Un aumento en los marcadores bioquimicos circulantes periféricos de estrés
oxidativo permitiria establecer un estado preclinico de la enfermedad, muchos afios
antes del diagndstico clinico, en un momento en el que los futuros pacientes parecen

normales y sin sintomas.

1.2.8. Biomarcadores de toxicidad de MC-LR. Estudios previos in vivo e in vitro
sobre estrés oxidativo y MC-LR

Como se ha sefialado, antes del desarrollo de métodos analiticos y moleculares
de deteccion para estos microorganismos, los investigadores emplearon bioensayos en
animales, para evaluar la toxicidad de las floraciones, y en todos ellos se ha podido
relacionar el efecto toxico con el estrés y/o dafio oxidativo (Lawton y col., 1999).

Los estudios realizados en ratones indican que la toxicidad aguda, subcronica y
cronica de MC-LR en células eucariotas se vincula con la generaciéon de ROS y, en
consecuencia, al dafio oxidativo. La exposicion aguda genera cambios estructurales de
los hepatocitos, hemorragia intrahepatica y muerte a las pocas horas (Moreno y col.,
2005); la toxicidad subcrdnica, estrés oxidativo reversible en higado y rifidn,
lipoperoxidacion y alteracion de la homeostasis redox (Andriolo y col., 2008; Sedan y
col., 2010), y la crénica, aun con bajas dosis, genera necrosis, vacuolizacion citosolica,
apoptosis, fibrosis y proliferacion tumoral en higado e intestino (Andriolo y col., 2008).

Se ha descrito también el efecto de la exposicion aguda a MC-LR de ratas que
recibieron por via intraperitoneal dosis altas de MC-LR (100, 150 y 230 mg/kg de peso
corporal). Se evaluo6 la actividad de las enzimas antioxidantes y la peroxidacion de
lipidos en higado y rifion de las ratas y se observo que las actividades de glutation
peroxidasa (GSH-Px), glutation reductasa (GR), superdxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT) en el higado disminuyen significativamente (Andriolo y col., 2008).

Al mismo tiempo, se observaron aumentos en los niveles de peroxidacion

lipidica en higado y rifién de las ratas tratadas, lo que sugiere que el estrés oxidativo es
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un importante factor en la patogenia de MC-LR para inducir toxicidad (Moreno y col.,
2005).

Los efectos de MC-LR a dosis subletales, fueron estudiados en ratones, sobre el
sistema antioxidante de higado y rifion, y sus efectos en la composicion lipidica del
higado después de una exposicion prolongada. Los resultados obtenidos mostraron una
clara dependencia de los sistemas de defensa enzimaticos, con reduccién en la
disponibilidad de GSH y a-tocoferol, y aumento en la produccion de NO (Sedan y col.,
2010).

Otros experimentos evidencian que la exposicion de linfocitos de sangre
periférica humana a concentraciones de MC-LR de 0,1 a 10 pg/mL, inducen dafio
oxidativo en el ADN tanto in vitro como in vivo, pero los mecanismos de su actividad
genotdxica aun no estan claros (Zegura y col., 2011). Ademas del higado y el rifion, se
afectan otros organos como el cerebro, el pulmoén, el corazédn, el timo, y el sistema
inmune (Sedan y col., 2015).

La exposicion de eritrocitos humanos a diferentes concentraciones de MC-LR (1
a 1000 nM durante, 1, 6, 12 y 24 h) induce un aumento significativo del nivel de
TBARS, indicador de peroxidacion de lipidos y dafio oxidativo. Como consecuencia de
la alteracion de los lipidos de la membrana plasmatica de los eritrocitos, se observaron
cambios estructurales como la formacion de equinocitos, hemdlisis, conversion de
oxihemoglobina en metahemoglobina, disminucion de la fluidez de la membrana, como
asi también, cambios en las actividades de las enzimas antioxidantes: catalasa, SOD y
GR; y formacion de ROS (Sicinska y col., 2006).

Por otro lado, y siguiendo la linea de estudios in vitro, los estudios realizados
con MC, MC-LR y [Asp3]-MC-LR en neutrofilos humanos (PMN) mostraron que
incluso a concentraciones inferiores a las recomendadas por la OMS para la exposicion
crénica (0,1 nM), las MC afectan y generan dafio oxidativo en los PMN humanos, cuyo
efecto puede explicar la lesion hepatica y la promocion de tumores (Kujbida y col.,
2006). En un estudio realizado por Kujbida y col. (2006) se reportd que concentraciones
bajas de MC-LR (1 nM) incrementan en un 70% la fagocitosis, sin embargo, una
concentracion de 1000 nM no causé un mayor incremento de la fagocitosis ni de la
eficiencia bactericida de los PMN. La concentracidon segura de esta toxina en el agua de
bebida propuesta por la OMS es 0,1 nM, pero puede representar un riesgo significativo

en la salud y el ambiente, ya que parte de efecto toxico se asocia a la actividad de las
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fosfatasas que podrian causar alteraciones en los procesos de sefalizacion y en
consecuencia generar la promocion de tumores.

La activacion de los PMN incluye la activacion de la enzima protein quinasa C,
estimulacion del estallido respiratorio con incremento de la generacion de ROS,
dependientes de procesos de fosforilacion y desfosforilacién, organizacién del
citoesqueleto y procesos de degranulacion de la enzima mieloperoxidasa en PMN
(Kujbida y col., 20006).

MC-LR incrementa la emision de luz de PMN medida por quimioluminiscencia
del luminol en forma rapida (segundos) y dosis dependiente. Esta sefial se mantiene
elevada durante 20 minutos en forma similar a la respuesta observada por el activador
del estallido respiratorio forbol miristato acetato (PMA). Los resultados indicaron que
MC-LR induce en forma directa la generacion de ROS, principalmente 'O,, producto
final de la lipoperoxidacion. Como la produccion de este radical libre es muy rapida y
en este trabajo no fueron detectados cambios en los niveles de TBARS, se puede
concluir que el dafio oxidativo que genera MC-LR involucra uUnicamente la
peroxidacion de lipidos de membrana de PMN. Seguido de ello, si bien se puede
suponer que la oxidacion de estas biomoléculas no es tan importante, esto también,
puede deberse al aumento de la permeabilidad de poros de transicion de la membrana y
al colapso del potencial de membrana de las mitocondrias. El aumento de ROS y las
alteraciones mitocondriales activan al factor nuclear de transcripcion NFkB y los
procesos inflamatorios (Kujbida y col., 2006).

Una amplia variedad de enfermedades estd asociada con el estrés oxidativo
(Rosso y Giannuzzi, 2017). La formacion de radicales libres mediada por metales
provoca diversas modificaciones en las bases del ADN, la peroxidacion de lipidos y
alteracion de la homeostasis del calcio y grupos tioles. Los peroxidos de lipidos,
formados por el ataque de radicales sobre residuos de fosfolipidos de é4cidos grasos
poliinsaturados, pueden reaccionar con metales produciendo finalmente
malondialdehido (MDA) mutagénico y cancerigeno, 4-hidroxinonenal y otros aductos
de ADN exociclicos (aductos de etileno y/o propano).

Las ROS aumentan la peroxidacion lipidica y el dafio organico, lo que conduce a
la muerte celular y a la fibrogénesis mediada por el factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGF-B1). Las ROS también dafian el ADN, con el consiguiente riesgo de

inestabilidad genomica, mutagénesis y muerte celular o neoplasia.
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Estas especies activan directamente las caspasas y aceleran la muerte apoptdtica
(Kozlowski y col.,, 2009). Paraddjicamente, las ROS pueden tener efectos
antiapoptoticos y activa el NF-kB, lo que contribuiria a la neoplasia mediada por Fe,

como la hepatopatia mediada por Fe (hepatoma) (Porter y Garbowski, 2014).

1.3. Rol del hierro en el ambiente y en la salud de los seres vivos

1.3.1. El hierro como bioelemento

El Fe es el elemento 26 de la tabla periddica y es el mas abundante en la Tierra.
Forma los nucleos exterior ¢ interior del planeta. Este elemento se encuentra en
ambientes con bajos niveles de O, y H,O (como en los meteoritos). La superficie del
metal es de color gris plateado metélico y se oxida en el aire transformado en 6xidos de
Fe hidratados, conocidos como 6xidos. En tiempos prehistoricos, se utilizo para fabricar
armas y herramientas en la Edad del Hierro (1200-1000 a.C). Después de muchos
siglos, en el siglo XIX, protagonizé una revolucion en la ingenieria y la construccion,
con la fabricacion y utilizacion del acero, elaborado con Fe y 0,02-2,1% de carbono.
Los aceros son hasta 1000 veces mas duros que el Fe y muestran resistencia, rigidez y
plasticidad (Enghag, 2008). Quimicamente, el Fe se encuentra en compuestos con
varios estados de oxidacién (-2 a +7), pero +2 y +3 son los mas comunes.

El Fe representa aproximadamente el 0,7% del peso del cuerpo humano, su
contenido corporal es de alrededor de 3,5 g en los hombres y 2,9 g en las mujeres, con
una ingesta diaria de 13 mg de Fe. Un 60% del Fe corporal se encuentra en la
hemoglobina (Hb), 10% en mioglobina muscular (Mb) y el resto se almacena en
hepatocitos y células reticulo-endoteliales (Dev y Babbitt, 2017).

Este bioelemento se encuentra en los sistemas bioldgicos en forma de iones o
conformando enlaces covalentes con grupos prostéticos de enzimas. Es esencial para la
vida. En los mamiferos, el Fe se encuentra en los centros activos de la Hb, Mb y la
enzima citocromo oxidasa, y es un constituyente de la enzima catalasa (Boveris y

Repetto, 2020).

1.3.2. El hierro en los sistemas acuaticos: Su relevancia para las bacterias y

cianobacterias

En relacion a los aspectos ambientales, el Fe es un elemento que actlia como

limitante en ecosistemas acudticos, dado que aunque es muy abundante en la naturaleza,
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es poco soluble y por este motivo se producen deficiencias que, en muchos casos,
incrementa fuertemente la biomasa (Rosso y Giannuzzi, 2017). Este oligoelemento es
un importante micronutriente utilizado por las bacterias. La relacion entre el aporte de
Fe y el crecimiento de bacterias en modelos animales se conoce desde los primeros
estudios en el area (Weinberg, 1978; Wooldridge y Williams, 1993; Palmer y Skaar,
2016).

La supervivencia de muchas bacterias patdogenas esta limitada por el este
elemento disponible, y la expresion de algunos factores de virulencia y toxinas esta
mediada por Fur, un regulon presente en los procariotas. Algunos de estos sistemas de
captacion de Fe de alta afinidad son importantes factores de virulencia en las bacterias
que infectan los fluidos y tejidos de animales porque pueden formar quelatos con el
metal unido a proteinas del huésped (Escolar y col., 1999). Un quelato es una estructura
quimica que resulta de la union de uno o mas ligandos (atomos o moléculas) que forman
un anillo de 4&tomos que encierran al a&tomo metalico central.

Asimismo, las cianobacterias presentan mecanismos de adquisicion de Fe muy
importantes, lo cual les confiere una gran ventaja en cuanto a competencia con otros
organismos debido a la produccion de sider6foros (compuesto quelante de Fe secretado
por microorganismos). El sistema de toma de Fe resulta ser més eficiente para las cepas
toxicas productoras de MC que para extractos no toxicos (Rosso y Giannuzzi, 2017).

Tanto a nivel del ecosistema como dentro del huésped existe un delicado
mecanismo de regulacién de la concentracion de Fe, un equilibrio dindmico a nivel
celular y sistémico, para mantener la concentracion de Fe en un rango estrecho, porque
la perturbacion de esta homeostasis entre ROS de un lado y el Fe con actividad redox
por el otro, conduce inevitablemente a efectos deletéreos especificos (Galaris y
Pantopoulos, 2008).

Los patogenos bacterianos requieren hierro para procesos esenciales, incluida la
via de las pentosas fosfato, la replicacion del ADN, la transcripcion y la biosintesis de
cofactores (Palmer y Skaar, 2016).

Sin embargo, este elemento traza no estd facilmente disponible para los
microorganismos en ambientes aerdbicos. Mientras que en condiciones anaerobicas el
Fe?" es soluble a pH fisiologico y las células obtienen Fe sin mucha dificultad del medio
externo, el ion se convierte rapidamente en Fe*" al exponerse al O, y forman hidroxidos

insolubles a pH neutro, haciendo muy escaso el metal disponible (Crichton, 1991).
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De hecho, los bajos niveles ambientales de Fe disponible a menudo actiian como
una sefial para la induccion de genes de virulencia en bacterias patogenas (Wackett y
Orme, 1989; Franklin y Costello, 2009).

Para adquirir Fe del medio extracelular todas las bacterias aerdbicas producen y
secretan compuestos de bajo peso molecular denominados sider6foros (transportadores
de hierro). Estos compuestos quelan Fe** con alta afinidad y especificidad (Neilands,
1989; Winterbourn, 1995).

La capacidad de adquirir Fe es una caracteristica indispensable de los patdgenos
bacterianos en el establecimiento exitoso de la enfermedad. Con pocas excepciones, la
participacion del Fe en una serie de funciones metabolicas esenciales y reacciones
enzimaticas lo convierte en un requisito absoluto para casi todos los sistemas
biologicos. Estos sistemas de captacion de Fe de alta afinidad, en su mayoria, son
importantes factores de virulencia en las bacterias que infectan los fluidos y los tejidos
animales, porque pueden quelar el metal unido a proteinas huésped (Litwin y
Calderwood, 1993; Bearden y Perry, 1999).

Ademas, debido a que el Fe disponible es generalmente limitante del
crecimiento de las bacterias que prosperan en un medio animal, la falta del metal es una
importante sefial del ambiente para desencadenar la expresion de determinantes de
virulencia (Litwin y Calderwood, 1993).

Sin embargo, aun en las células procariotas, un exceso de Fe es toxico debido a
su capacidad para catalizar las reacciones de Fenton y la formacion de ROS. La
absorcion de Fe requiere de sistemas de regulacion para mantener la concentracion
intracelular del metal entre los limites deseables. Los mecanismos de excrecion para el
Fe no se conocen en las bacterias, los microorganismos parecen controlar la
homeostasis de este elemento y regular su transporte a través de la membrana (Bullen y

col., 1978; Brennan y col., 1986; Bagg y 1987; Crosa, 1997).

1.3.3. Funcion biolégica, homeostasis y efectos toxicos del hierro en la salud
humana

Los metales de transicion, como el Fe, el cobre (Cu) y el cobalto (Co), son parte
integral de importantes enzimas involucradas en procesos biologicos vitales. Cumplen
con el concepto de hormesis, en concentraciones bajas son necesarios para cumplir
funciones bioldgicas y bioquimicas, sin embargo, se vuelven toxicos para las células a

concentraciones tisulares elevadas. Aunque se ha reconocido la toxicidad de los metales
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de transicion, los mecanismos de su accion tdxica ain siguen siendo poco entendidos
(Repetto y col., 2010).

Se reconoce que el Fe es el elemento de transicion mas abundante en los
organismos vivos (Wooldridge y Williams, 1993; Brock, 1989). También, es esencial
para el metabolismo celular de plantas y animales, pues se requiere como cofactor para
un gran nimero de enzimas. En humanos, la deficiencia de Fe afecta a un estimado 30%
de la poblacion mundial, particularmente en los paises en desarrollo, en los que se
reportan alrededor de 0,8 millones muertes anuales (OMS, 2003). Es un componente
constitutivo de varias proteinas implicadas en el transporte de O, y su metabolismo,
cuya capacidad para sufrir oxidacion y reduccion ciclica es un aspecto importante de su
funcion (Wooldridge y Williams, 1993; Winterbourn, 1995).

Los niveles celulares y tisulares del Fe estan determinados de manera
homeostatica por proteinas reguladoras que controlan la captura, el transporte y el
almacenamiento del metal. La hormona peptidica hepcidina seria el principal regulador
del metabolismo del Fe en humanos (Camaschella, 2005).

Este oligoelemento esencial, debe transportarse por el cuerpo, almacenarse y
estar disponible para la sintesis de proteinas que contienen o transportan hierro. Es el
cofactor de la enzima ribonucledtido reductasa, la ARN polimerasa III, varias
hidroxilasas y dioxigenasas de aminoacidos, y de las enzimas de microbios y células de
mamiferos que participan en el metabolismo del O,, como la SOD, la catalasa y la
peroxidasa.

El Fe también es necesario para la funcidon bioldgica de los citocromos, la
hidrogenasa, la ferredoxina y la succinato deshidrogenasa implicada en la transferencia
de electrones, y en vertebrados, la funcion de neutréfilos, la actividad de linfocitos T y
B y las células natural killer son todas dependientes del Fe (Neilands, 1981; Wooldridge
y Williams, 1993).

En los seres humanos, el Fe, es transportado desde el intestino delgado a otros
organos del cuerpo, almacenado y puesto a disposicion para la sintesis de proteinas que
lo contienen. La capacidad de este metal para sufrir oxidacion y reduccion es un aspecto
importante de su funcion. Sin embargo, tal actividad redox puede generar radicales
libres y otras especies fuertemente oxidantes capaces de causar una amplia gama de
lesiones bioldgicas, efecto que puede ocurrir a través de una variedad de mecanismos

(Winterbourn, 1995).

44



Casi todos los sistemas bioldgicos requieren de una concentracion de hierro en
el rango 0,4-4,0 pg/mL para cubrir las necesidades fisiologicas (Weinberg, 1978;
Wooldridge y Williams, 1993).

Diariamente, en condiciones fisiologicas, los humanos adultos absorben 1 a 2
mg de Fe de la dieta para compensar las pérdidas inespecificas de este elemento, por
ejemplo, debido a la descamacion o pérdida de sangre, asi es que en condiciones
normales, mas del 70% de esta cantidad se utiliza para la sintesis de hemo en células
eritropoyéticas, el resto se distribuye principalmente en el higado, los musculos y, en
menor medida, otros tejidos, como el reticulo endotelial, desde el cual es reciclado por
los macrofagos (Galaris y Pantopoulos, 2008).

Importantes estudios han confirmado que los metales de transicion activan vias
de sefializacion y el efecto carcinogénico de los metales se ha relacionado con la
activacion de factores de transcripcion principalmente sensibles a redox, que involucran
a NF-kappaB, AP-1y p53 (Valko y col., 2005).

La acumulacion en los tejidos de iones metalicos de transicion es
extremadamente toxica, lo que lleva a muchas condiciones patoldgicas asociadas con
dano oxidativo en las membranas y moléculas bioldgicas (Halliwell y Guteridge, 1989;
Sies, 1991a; Winterbourn, 1995). El Fe puede promover la formacién de radicales libres
a partir de compuestos fisioldgicos o xenobidticos al catalizar la autooxidaciéon, como
asi también, puede iniciar la peroxidacion lipidica y reaccionar con el perdxido de
hidrogeno para producir especies altamente reactivas y toxicas mediante las reacciones

de Fenton/Haber-Weiss (Winterbourn, 1995; Repetto y col., 2010).

1.4. Impacto de las microcistinas en el sistema inmune

La inmunotoxicidad podria definirse como "cualquier efecto adverso sobre los
componentes y/o la funcion del sistema inmunitario por parte de un agente bioldgico,
quimico o fisico resultante de acciones directas o indirectas y que refleje una toxicidad
permanente o reversible" (Diez-Quijada, 2000; De Visser y col., 2006).

Los neutrofilos son células inmunitarias innatas fagociticas esenciales para
eliminar bacterias mediante la activacion de una amplia variedad de respuestas efectoras
y la generacién de grandes cantidades de ROS. La mayoria de los ROS de los
neutrofilos se generan por la activacion de la enzima NOX. Independientemente de su

funcién antimicrobiana, las ROS derivadas de la NOX se han revelado como
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reguladores clave de las respuestas inmunitarias del huésped y de la inflamacion
neutrofila (Zeng y col., 2019).

Aunque las MC se clasifican principalmente como hepatotoxinas, se ha
demostrado que inducen efectos nocivos en una amplia gama de 6rganos. Sin embargo,
sus efectos sobre el sistema inmunitario atin no se han investigado. Asi, se considera de
interés conocer el impacto de las cianotoxinas en el sistema inmune, debido a su
importancia en la homeostasis de los organismos (Diez-Quijada, 2000) y porque existe
una creciente evidencia de que pueden tener un potencial inmunomodulador que actia
de manera dualista, induciendo respuestas inmunoestimulantes e inmunosupresoras en
el sistema inmunologico (Diez-Quijada y Sierostawska, 2010; Mankiewiz-Boczek y

col., 2011).

1.4.1. Rol de NADPH oxidasa (NOX) en PMN

La fagocitosis y la produccion de las ROS son mecanismos fundamentales para
la eliminacion de microbios en los neutrofilos. Varios estudios han indicado la
interaccion dindmica entre la autofagia y la fagocitosis en la defensa del huésped en los
macrofagos (Kujbida y col., 2006; Kujbida y col., 2008). Existen muchas fuentes
celulares de ROS, como el sistema xantina oxidasa, la actividad lipo y ciclooxigenasa y
en la cadena mitocondrial de transporte de electrones (Kamata y Hirata, 1999; Arruda y
Barja-Fidalgo, 2009). Sin embargo, el tunico sistema especializado en esta funcion es el
complejo NADPH oxidasa o NOX, a diferencia de las otras fuentes mencionadas que
generan especies reactivas como subproductos, tiene como funcién primaria la
produccion de anion superoxido (Chanock y col., 1994; Bedard y Krause, 2007). El
sistema enzimatico NOX, responsable de la reduccion parcial del oxigeno molecular
(O,). es comin a todas las células capaces de fagocitar particulas (eosinofilos,
monocitos, neutréfilos). También estd presente en las células “asesinas” naturales (NK),
que son linfocitos responsables de eliminar las células tumorales. La NOX es un
complejo multiproteico compuesto por subunidades de membrana y citosolicas que se
acoplan cuando la enzima se activa (Lalucque y Sila, 2003; Lardy y col., 2005; Arruda
y Barja-Fidalgo, 2009).

El complejo enzimatico NOX produce ROS en diferentes células y tejidos, es de
gran importancia en las células fagociticas (principalmente neutrofilos y macrofagos)

porque participa en la destruccion de microorganismos patogenos, mediante la
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fagocitosis y la produccion de O, (Finkel, 2000). Este complejo, a diferencia de otras
fuentes que generan especies reactivas como subproductos, cataliza la reduccion
monovalente del O, y tiene como funcidén primaria la produccion de O, (Bedard y

Krause, 2007) (Ecuacién 10).

NADPH+20, — NADP" +2 O, + H (10)

La NOX de fagocitos y neutrofilos normalmente estd inactiva. Sin embargo,
cuando se activa, ocurre el proceso denominado estallido respiratorio, en el que el
complejo utiliza NADPH como sustrato para la reduccion de oxigeno y generacion de
O,. Asi, una molécula de NADPH produce dos iones O, mediante una transferencia
gradual de dos electrones a dos moléculas de oxigeno (ecuacion 10) (Geiszt, 2006). Para
crear una fuerza energéticamente favorable es necesario que el O, esté unido al hemo
externo, asi recibe el electron y forma O, en el borde externo de la membrana. A partir
del O, generado, por dismutaciéon o por accion de la SOD, se genera H,O, La
mieloperoxidasa, uno de los principales constituyentes de los gradnulos de los
neutrdfilos, puede utilizar el H,0O, para oxidar los haluros y convertirlos en compuestos
reactivos toxicos, como el HCIO y las cloraminas (Bedard y Krause, 2007).

En cuanto a su estructura quimica, este complejo multienzimatico comprende un
citocromo b558, formado por gp9lphox y p22phox, y dos componentes citosolicos
disociados, p47phox y p67phox. Ademas, una proteina G de bajo peso molecular Rac
participa en el ensamblaje de la célula activa complejo. El complejo NOX esta inactivo
en los neutréfilos en reposo, pero la activacion de estas células resulta en la
fosforilacion de la subunidad NOX p47phox mediada por la proteina cinasa C (PKC) u
otras cinasas como p38 MAPK y Akt, entre otras (Figura 5) (Kamata y Hirata, 1999).
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Figura S. Estructura quimica y activacion de la NOX: la NOX clasica esta constituida por tres
proteinas citosolicas (cytoplasm): p47Phox, p40Phox y p67Phox, Rac y dos subunidades de
membrana (gp91Phox también conocido como NOX2 y p22Phox). Cuando se activa (activated)
la NOX, las subunidades citosolicas se translocan a la membrana (membrane) plasmatica e
interactuan con las subunidades de la membrana. Esta enzima multisubunidad produce
Oy después de que los electrones se transfieren de NADPH. (Tomado de Begum, R., y col.,
2022).

El siguiente paso de la activaciéon comprende la translocacion de las subunidades
citosOlicas a la membrana plasmadtica y la asociacion a las subunidades unidas a la
membrana, que comprenden la NOX cataliticamente activa, que puede entonces generar
altas cantidades de O, y enviarlas al medio extracelular o fagosomal. La mayoria de los
estudios realizados para la funcion de las ROS en la vida util de los neutrofilos
presentan la vision clasica que sefiala a estas especies como moléculas citotoxicas
deletéreas. En particular, las generadas por la NOX. Las pruebas mas solidas que
apoyan esta afirmacion se basan en el estudio de los neutréfilos en la enfermedad
granulomatosa cronica (EGC) (Chanock, y col., 1994).

La NOX posee un papel fundamental en regular diversas funciones celulares,
como la modulacién de multiples vias de sefnalizacion intracelular heterogénea sensibles
al estado redox de la célula, incluyendo la inhibicion de fosfatasas de tirosina, la
activacion de factores de transcripcion y la modulacion de la actividad de canales
16nicos. Ademas, las ROS que genera, el O, y el H,O, funcionan como moléculas de
sefalizacion que median la sintesis y liberacion de mediadores de respuesta inflamatoria

relacionados con procesos de proliferacion y migracion celular, como también de
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expresion de genes (Ushio-Fukai y Nakamura, 2008). En los procesos inflamatorios el
H,0, actua como segundo mensajero en la activacion del factor de transcripcion nuclear
(NF-kB) y en presencia de 6xido nitrico (NO) en la generacion de ONOO™ como agente
citotoxico en presencia de O, (Finkel, 2000).

Los leucocitos pueden llegar a producir hasta 100 nmoles de O,” por millén de
células, cuando se estimulan con 10 ng del éster de forbol 12 miristato 13 acetato
(PMA), con aumento en el consumo de oxigeno intracelular y de la generacion de O,
H,0, y NO, mediados por la proteina quinasa C en PMN (Carreras y col., 1997) y en
c¢lulas mononucleares (Valdez y Boveris, 2001).

Se han encontrado varias isoformas de NOX. La més estudiada y activa es la
NOX2 (Figuras 5 y 6), presente en neutrofilos, monocitos y macrofagos, con funcion
fagocitica y responsable del estallido respiratorio. En la Figura 6 se ilustra el
mecanismo de activacion de NOX2 como respuesta inflamatoria de los neutréfilos
mediada por procesos de oxido-reduccion: la oxidacion del NADPH y reduccion del

oxigeno para la liberacion de anion superdxido (Berard y Krause, 2007).

Figura 6. Mecanismo de activacion de NOX2 en neutrofilos. A: en estado de reposo, B:
ensamble de subunidades de NOX2 como respuesta inflamatoria de neutrofilos mediada por
procesos de oxido-reduccion: la oxidacion del NADPH y reduccion del oxigeno para la

liberacion de anion superoxido (Tomado de Berard y Krause, 2007).

Ademas de su existencia en leucocitos existe la evidencia de un complejo NOX
unido a la membrana de células no leucocitarias incluyendo fibroblastos, células

musculares lisas, epiteliales y endoteliales entre otras, denominados homologos
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humanos de gp91phox en células no fagociticas, ellas son NOX1, NOX3, NOX4 y
NOXS5. La NOXS, estructuralmente muy relacionada con NOX2, pero funcionalmente
tienen ciertas diferencias, generan bajos niveles de intracelulares de O,, incluso en
células no estimuladas; pero de menor actividad que la NOX de neutrofilos activados.
La NOX 1 se expresa principalmente en células epiteliales de colon (Bedard y Krause,
2007).

Se ha observado también que la NOX se puede activar por factores quimicos,
fisicos, ambientales y bioldgicos. Algunos de estos estimulos pueden incrementar la
funcién de la NOX con aumento en su expresion génica, mientras que otros pueden
también activar directa o indirectamente el sistema enzimdtico sin modificar su

transcripcion (Lalucque y Silar, 2003; Lardy y col., 2005)

1.4.2. Fisiopatologia asociada a la NADPH oxidasa de los PMN

Los datos obtenidos de pacientes con defectos hereditarios en los alelos de la
subunidad de la NOX que anulan su funcidon enzimatica, asi como los modelos de raton,
demuestran una profunda desregulacion de las respuestas inflamatorias del huésped, la
hiperactivacion de los neutrofilos y el dafio tisular en respuesta a ligandos microbianos
o traumatismos tisulares. Una gran cantidad de literatura demuestra ahora como los
oxidantes funcionan como moléculas de sefalizacion esenciales para la regulacion de
las respuestas de los neutrofilos durante el cebado, la degranulacion, la formacion de
trampas extracelulares de neutréfilos y la apoptosis, independientemente de su papel en

la eliminacion microbiana (Zeng, y col., 2019).

1.4.3. Estrés oxidativo y respuesta inflamatoria de los PMN

Las ROS, como el O, y el H,0,, son componentes integrales de multiples vias
celulares, aunque el exceso de estas especies o su localizacién inadecuada dafian las
células. En las vias relacionadas con la inmunidad, las ROS pueden funcionar como
moléculas efectoras antimicrobianas y como moléculas de sefializacion que regulan
procesos como la actividad transcripcional del factor nuclear-kB (NF-kB) y la
produccion de trampas extracelulares de neutrofilos (NET) basadas en el ADN
(Andrinolo y col., 2008; Kujbida y col., 2008; Aguilera y col., 2017).

Las ROS también participan en vias que regulan la autofagia dentro y fuera del

contexto de la inmunidad (Kujbida y col., 2008; Bieczynski y col., 2016). La fagocitosis
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y la produccion de ROS son mecanismos fundamentales para la eliminacion de
microbios en los neutrdfilos. Varios estudios han indicado la interaccion dindmica entre
la autofagia y la fagocitosis en la defensa del huésped en los macrofagos (Kujbida y
col., 2006; Andrinolo y col., 2008; Kujbida y col., 2008; Aguilera y col., 2017).

Se ha demostrado que la formacion de NET requiere tanto la generacion de ROS

como la induccién de autofagia (Kujbida y col., 2008).

1.4.4. Mecanismos de muerte celular en PMN
a. Apoptosis

La apoptosis es una forma de muerte celular programada, en la que las células
experimentan un “suicidio celular” cuando reciben ciertas sefiales, no involucra
procesos inflamatorios, pero requiere de energia. Es diferente de la necrosis, en la cual
las células mueren debido a lesiones. Histologicamente la apoptosis se caracteriza por la
condensacion o encogimiento de los componentes del citoplasma, con grandes brotes en
la membrana celular y condensacion de la cromatina que llevan a la formacion de
cuerpos apoptoticos. Este fendémeno se produce en células aisladas dentro de un tejido.
El ADN es fragmentado en trozos de 185 pares de bases o multiplos, mientras la
membrana celular permanece intacta. Luego el cuerpo apoptético es fagocitado por
células vecinas sin generar proceso inflamatorio, ya que no se vuelca contenido
intracelular al espacio extracelular (Mankiewicz y col., 2001; Pengxu y col., 2019).

El control de la apoptosis espontanea de los neutréfilos es un proceso exquisito y
sofisticado regulado por un numero de rutas de sefializacion. Sin duda, el campo de
conocimiento y una mejor comprension de como estas vias de sefializacion redox
sensibles son activadas por ROS, asi como la definicién de los eventos biologicos
acoplados a dicha activacion, puede conducir al desarrollo de nuevas estrategias para el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias cronicas (Arruda y Barja-Fidalgo, 2009).

Un tipo particular de apoptosis es la ferroptosis, una forma de muerte celular
asociada a procesos oxidativos dependiente de la concentracién de hierro. Un ejemplo
de efecto positivo de la ferroptosis reside en el incremento de la vulnerabilidad de las
células cancerosas hacia la muerte, ya que algunas vias oncogénicas estan relacionadas
con la ferroptosis (Zhang y col., 2023). Si bien el hierro es uno de los principales
bioelementos en el organismo y es vital en el transporte de oxigeno a los tejidos, ya que

compone la hemoglobina de la sangre, su acumulacion en los espacios extracelulares o
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intracelulares puede generar efectos toxicos, mediados por estrés y dafio oxidativo
(Repetto y Boveris, 2012).

La acumulacion de lipohidroperdxidos (ROOH) estimula la ferroptosis (Zhang y
col.,, 2023). El H,0, generado a partir del O,  por procesos bioquimicos redox
intracelulares en mitocondria (en la cadena de transporte de electrones), reticulo
endoplasmico (por oxidaciéon de grupos tioles de proteinas) o peroxisomas (por
oxidacion de acidos grasos poliinsaturados), como por la actividad de la NOX en la
membrana plasmatica celular, difunde al citosol celular y en presencia de Fe®" a través
de la generacion del radical HO', esta especie muy reactiva oxida a los lipidos mediante
la reaccién en cadena de la peroxidacion lipidica, y en consecuencia, los productos de
esta reaccion, los lipohidroperoxidos, se acumulan en el citoplasma e inducen la

ferroptosis (Zhang y col., 2023).

b. Netosis (NET)

Las trampas extracelulares de neutrofilos (NET) son estructuras extracelulares
compuestas de cromatina y proteinas granulares que se unen a microorganismos y los
eliminan. Las NET se liberan al medio extracelular al romperse la membrana celular.
Esta estructura basada en el ADN, liberada por los neutréfilos durante un tipo de muerte
celular denominada Netosis, ayuda a atrapar bacterias en la circulacion sanguinea y en
el interior de los tejidos y a aumentar la concentracion local de enzimas antimicrobianas
alrededor de las bacterias atrapadas. Este proceso de muerte celular es distinto de la
apoptosis y la necrosis y depende de la generacion de ROS por activacion de la NOX.

La formacién de NET se induce de forma dependiente de la NOX (Aguilera y
col.,, 2017). Los neutréfilos de ratones KO (knock out) (gp91Phox) no muestran
formacion de NET en respuesta a los estimulantes activadores de la NOX (Kujbida y
col., 2008), sin embargo, mostraron formacion de NET después de la estimulacion con
A23187, pero no después de la estimulacion con PMA. Esto indica que la formacion de
NET se produce a través de mecanismos independientes de la NOX en estos ratones.
Ademas, la inhibicion de la produccion de ROS mitocondriales disminuy6 la formacion
de NET inducida a través de mecanismos dependientes e independientes de la NOX lo
que sugiere que ambos mecanismos involucran la generacion de ROS mitocondriales.
La senalizacion mitocondrial es esencial para la formacion de NET independientes de la

NOX (Kujbida y col., 2008).
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Los pacientes que presentan enfermedad granulomatosa crénica poseen
mutaciones en la NOX y no pueden activar esta via de muerte celular ni producir NET.
Esta nueva muerte dependiente de ROS permite a los neutrofilos cumplir su funcion

antimicrobiana, incluso mas alla de su esperanza de vida (Kujbida y col., 2008).

1.5. Propéosito de la investigacion

El propoésito de esta tesis reside en considerar que aun en las concentraciones
permitidas y no permitidas de MC-LR y/o de Fe*" en el agua de bebida y recreativas,
estos agentes contaminantes pueden generar efectos toxicos. Conocer los dafios que
causan las toxinas MC al activar vias de estrés y dafio oxidativo, en combinaciéon con
concentraciones variables de Fe, en un modelo biologico in vitro, a fin de comprender
los efectos sinérgicos de ambos agentes toxicos ambientales, brindard informacion para
ser tenida en cuenta respecto al cuidado de las fuentes de agua de consumo, el ambiente

y el ecosistema.

1.6. Hipotesis de trabajo

La hipotesis central de esta Tesis de Maestria es considerar que la exposicion de
células polimorfonucleares humanas (PMN), neutrdfilos, a diferentes concentraciones
de MC-LR/hepatotoxina genera una situacion de estrés y dafio oxidativo celular como
mecanismos de toxicidad, que involucra la participacion de las especies activas del
oxigeno asociada a la respuesta inflamatoria y la misma es afectada o potenciada por la
presencia de hierro y que participa en la formacion de radicales libres mediante la

reaccion de Fenton/Haber Weiss.

Tanto el idn Fe** en solucion acuosa como la MC-LR generan dafio celular
mediante mecanismos de estrés oxidativo, por ello se postula que la combinacion de
este agente ambiental toxico, en las concentraciones ensayadas (1 pg MC-LR /Ly 25 pg
MC-LR/L), serian més graves y dafiinas para la salud humana si se combina con el Fe**
presente en aguas de bebida y recreacionales. Los agentes toxicos evaluados se
seleccionaron y se determinaron de acuerdo a las concentraciones permitidas y toxicas

para exponer a los PMN en modelos in vitro.
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2. Objetivo
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2.1. Objetivo General

El objetivo general de esta Tesis de Maestria es caracterizar el estrés y dafio
oxidativo celular y la participacion de las especies activas del oxigeno asociados a la
respuesta inflamatoria en células polimorfonucleares humanas (PMN), neutrofilos,
expuestos a diferentes concentraciones de MC-LR/hepatotoxina y de hierro, el cual,
potenciaria la formacion de radicales libres mediante la reaccion de Fenton/Haber

Weiss.
2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta Tesis de Maestria son:

1. Evaluar para cada biomarcador de dafio oxidativo y de inflamacién, el numero
optimo de células que permita garantizar la sensibilidad y reproducibilidad de los

métodos a aplicar.

2. Demostrar el dafio oxidativo en PMN humanos expuestos a concentraciones
permitidas y toxicas de MC-LR/hepatotoxina mediante la evaluacion de marcadores de

estrés y dafio oxidativo;

3. Demostrar el dafio oxidativo en PMN humanos expuestos a concentraciones

permitidas de hierro mediante la evaluacion de marcadores de estrés y dafio oxidativo;

4. Evaluar la sinergia entre MC-LR/hepatotoxina y el hierro en la generacion de

especies reactivas del oxigeno y estrés oxidativo;

5. Identificar biomarcadores de estrés oxidativo e inflamatorios, y su asociacién con
marcadores de hipoxia en PMN humanos expuestos a concentraciones permitidas y

toxicas de MC-LR/hepatotoxina, y a niveles permitidos de hierro;

6. Caracterizar la inocuidad en la salud humana de los valores estandarizados de hierro
y MC-LR para preservar la calidad de las aguas domiciliarias y recreativas, como asi

también, caracterizar los efectos toxicos asociados a la sobrecarga de los mismos;

7. Proponer los mecanismos de la interaccion entre hierro y MC-LR/hepatotoxina en
neutr6filos humanos teniendo en cuenta el rango de concentraciones presentes en aguas

contaminadas.
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3. Materiales y Métodos
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3.1. Metodologia de trabajo

La metodologia se divide en dos etapas. En la Primer Etapa (seccion a de la
metodologia), se explican los pasos realizados para el disefio del modelo experimental
in-vitro de exposicion aguda en células PMN. Alli se describen, en los puntos al y a2,
las cantidades de xenobidticos a emplear, determinadas de acuerdo a las
concentraciones permitidas y toxicas definidas por la OMS y en base a experimentos
previos. Los agentes de contaminacion seleccionados, que se encuentran en agua de
bebida y recreativas, como la microcistina MC-LR y el Fe*’, se analizaron en la
literatura. Ademas, en los puntos al y a2, se describen los procedimientos
implementados para obtener la MC-LR y para determinar la concentracion de este
xenobiotico y del Fe**.

Luego se explica, en las puntos a3 y a4, la metodologia empleada para evaluar y
obtener el nimero 6ptimo de células necesarias para el estudio de cada biomarcador de
estrés, dafio oxidativo e inflamacion, que permita garantizar la sensibilidad y
reproducibilidad de los métodos a aplicar en ciertas condiciones de trabajo. En estos
experimentos iniciales, ademas, se estudio la relacion de microcistina MC-LR y Fe*',
comparados, en principio, con los efectos que causan otros agentes toxicos ambientales,
conocidos y aplicados en experimentos anteriores, como el PMA y el Zn**. También, se
trabajo sobre la aplicacion de ciertas técnicas de las que no se tenia antecedentes. Los
resultados de esta serie de experimentos se presentan en el Capitulo 1, del apartado
Resultados. Alli se puede observar, previo a evaluar los biomarcadores planteados en
los objetivos, los resultados de la serie de experimentos realizados para seleccionar la
concentracion apropiada de PMN que permita deducir los mecanismos de accion
ante la exposicion a los contaminantes ambientales a estudiar.

En este sentido, se considera fundamental remarcar esta Primera Etapa porque
es la primera vez que se utiliza este modelo de exposicion a microcistina MC-LR y Fe*
en PMN para la evaluacion de marcadores de inflamacion y estrés oxidativo. La
seleccion de PMN como modelo celular bioquimico para este estudio se justifica porque
son células humanas accesibles que permiten estudiar la generaciéon de especies
reactivas del oxigeno por el complejo multiproteico NOX, sistema de gran importancia
en las células fagociticas (principalmente neutrofilos y macréfagos). Los PMN
participan en la destruccion de microorganismos patogenos, mediante la fagocitosis,
consumo de oxigeno y la produccién de anion superdxido (O,) (Escolar y col., 1999;

Falcone, 1999). Pero, también, se reconoce que los PMN juegan un papel fundamental
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como reguladores del desarrollo de cancer y tumorigénesis espontanea (Halliwell y
Gutterdge, 1989). Recientemente, se los ha implicado en la lesion hepética inducida por
MC (Ito y col., 2000), como asi también, se ha demostrado que MC-LR y [Asp3]
-MC-LR aumentan la migracion de neutréfilos humanos, la formacion de ROS y la
capacidad de destruccion de microorganismos (Jaeschke y col., 2002).

La Segunda Etapa (seccion b), describe la metodologia aplicada para alcanzar
los objetivos especificos que proponen evaluar los efectos inflamatorios y oxidativos
en PMN, ante la exposicion a MC-LR y Fe?*. Alli se estudian y explican los métodos
para la determinacién de biomarcadores de dafio oxidativo e inflamacién, empleados
para evaluar el efecto aislado y sinérgico de ambos agentes. Los resultados se presentan
desde el Capitulo 2 hasta el 4, en la parte Resultados, de esta Tesis.

Estos datos pueden observarse a la luz de la teoria introducida. Para comprender,
de forma detallada, la evaluaciéon de los xenobidticos en asociacidon con la
inmunotoxicologia, la funcionalidad de estas células en modelos in-vitro y el
conocimiento sobre la oxidacion de biomoléculas. En cumplimiento con los objetivos
especificos planteados, tanto la MC-LR (Kujbida y col., 2006) como el ion Fe*
(Saporito Magrina y col., 2022) en solucion acuosa, generarian dafio celular mediante
mecanismos de estrés oxidativo. A su vez, se postula que la combinacion de este agente
ambiental toxico, en las concentraciones ensayadas (1 ug MC-LR /L y 25 pg MC-LR/
L) serian mas graves y dafiinas para la salud humana si se combina con el Fe** presente

en aguas de bebida y recreacionales.
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a. Primera Etapa: Puesta a punto de los métodos y seleccion de la

concentracion optima de trabajo de PMN y agentes toxicos

Con respecto a la primera etapa del desarrollo experimental de esta tesis la
seleccion de las condiciones Optimas de trabajo involucr6 los siguientes pasos:
al. Obtencion de las toxinas MC-LR
a2. Seleccion de las concentraciones de Fe*
a3. Obtencion de PMN a partir de sangre entera
a4. Seleccion de la concentracion Optima de células para la puesta a punto de las
técnicas para la evaluacion de estrés y dafio oxidativo
Con respecto al punto a4., los resultados se presentan en el Capitulo 1 (parte 4.1.

Resultados), de la presente tesis.

al. Obtencion de las toxinas MC-LR

La purificacion de las MC-LR se llevé a cabo en el Laboratorio de la Dra.
Carolina Gonzalez a partir de floraciones naturales de Microcystis aeruginosa
recolectadas en la cuenca del Rio de la Plata mediante métodos establecidos con ligeras
modificaciones. Para ello las células se lisaron mediante 3 ciclos de
congelacion-descongelacion y el extracto organico se extrajo con una mezcla
cloroformo / metanol (50:50; V: V). La fraccion acuosa se concentrd en un rotavapor
(Decalab, R-23, Buenos Aires, Argentina). Finalmente, la purificacién se realizd con
una cromatografia liquida semipreparativa de alta resolucion. Para ello se emple6 un
cromatografo Hewlett-Packard (HP 1100, EE. UU.) con un modulo desgasificado y un
sistema de deteccion de diodos. La columna preparativa utilizada fue TERMO
Hyperprep HS C18 (250 10 mm) y la fase moévil fue tampon fosfato (pH 7,0) con
acetonitrilo al 30%, corrido en condiciones isocraticas a 5 mL/min. La deteccion se
realizd a 238 nm. El pico correspondiente a MC-LR se recogidé por separado, se
concentrd y se desalé con un cartucho C18, previamente activado. Se eluy6 MC-LR
puro con una soluciéon de metanol-agua (90:10, V: V) y se evapord el metanol. La toxina
se obtiene mediante el método HPLC-MS. La identificacién y concentracion finales de
MC-LR se lograron por comparacion con un estandar de toxina de Sigma Chemical Inc.
(St. Louis, MO). Esta metodologia fue descripta previamente por la Dra. Gonzélez

(Bieczynski y col., 2016).
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En la Figura 7 se incluye la foto de un cromatograma realizado para evaluar la

pureza de la muestra y obtener la concentracion de MC-LR en la misma, se muestran las

condiciones de trabajo, curva de calibracion y el pico del cromatograma correspondiente

a MC-LR.
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Figura 7. Andlisis cromatogrdfico de la toxina Microcistina (MC-LR) proveniente de la Cuenca

del Plata mediante HPLC UV y HPLCMS. Informacion compartida por la Dra. Carolina

Gonzalez

Se utilizo la toxina MC-LR por ser una de las mas frecuentes y toxicas entre los

congéneres de MC y porque se dispone de datos toxicologicos suficientes como para

derivar un valor de referencia provisional. El limite de concentracion de MC-LR

permitido en aguas de bebida es de 1 pg/L y la ingesta diaria tolerable (IDT) calculada

en 0.04 ng/kg de peso corporal, basada en el dafio hepatico observado en un estudio de

13 semanas en ratones (US EPA, 2015).

60



Las concentraciones de MC-LR utilizadas para este estudio se definieron a partir
de:

a) el limite que informan las guias de la OMS como valor provisional para aguas
de red, estimado en 1 pg MC-LR /L

b) la concentracién que se emplea en modelos experimentales subagudos, 25 pg

MC-LR/L (OMS, 2018).

a2. Seleccion de las concentraciones de Fe**

En cuanto a la seleccion del oligoelemento estudiado, se conoce que el hierro se
encuentra presente en aguas de bebida y recreacionales. También es potencialmente
toxico, ya que puede participar en reacciones redox, involucrado en el estrés oxidativo
de numerosas condiciones patologicas.

Se seleccionaron tres concentraciones de hierro inorganico:

a) 6 ug Fe*'/L, b) 30 ug Fe*'/L, ¢) 300 pg Fe*'/L

Las dos primeras concentraciones seleccionadas, se calcularon a partir del valor
recomendado por la OMS (nivel estandar permitido) y de acuerdo a la capacidad de
absorcion intestinal humana. Si bien la OMS no propone ningun valor de referencia
para el hierro en el agua de consumo humano, en su “Guia de agua provisional para
aguas de red: cuarta edicion que incorpora la primera adenda” define para el agua
potable un valor recomendado en 0,3 mg/L para evitar cambios en las propiedades
organolépticas del agua de bebida. La capacidad de absorcion intestinal humana se
estima entre 2% y 10% del total ingerido, por lo tanto, las concentraciones consideradas
para este estudio son 6 ug Fe’’/L y 30 ug Fe?'/L. Es en base a estas consideraciones,
estas concentraciones del elemento traza, son reconocidas como “normales” y la mayor
(300 pg Fe**/L) se considera como un valor toxico de sobrecarga en condiciones agudas,
posiblemente vinculado a los fenomenos de apoptosis desencadenado por el hierro, la

ferroptosis (Pengxu y col., 2019).

a3. Obtencion de PMN a partir de sangre entera

La obtencioén de las muestras de estas células se realiz6 en el Departamento de
Bioquimica Clinica del Hospital de Clinicas Jos¢ de San Martin a partir de sangre
venosa de 6 donantes voluntarios aparentemente sanos, para cada uno de los

experimentos se obtuvo un pool de células PMN. El desarrollo experimental de la tesis
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se realizd sobre PMN aislados a partir de muestras de sangre fresca anticoaguladas con
heparina, y obtenidas para realizacion del Hemograma en el laboratorio de Hematologia
del Departamento de Bioquimica Clinica del Hospital de Clinicas José de San Martin,
y/o de donantes voluntarios de sangre que asisten al Servicio de Hemoterapia del mismo
Hospital, y todos con resultados normales en los pardmetros hematimétricos. Los
experimentos no requerian gran cantidad de muestras, sino simplemente el uso de
algunas de ellas debidamente seleccionadas por sus resultados dentro de los pardmetros
normales, y sin vinculo de identidad con el paciente o donante, dado que no implica
ningln estudio relacionado a posibles situaciones clinico-patoldgicas. El plan de trabajo
fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica (CEIC) de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires (Res (CD) 343/18) y
renovada su aprobacion en el afio 2021 por dicho Comité de Etica.

Las muestras de sangre fueron procesadas, en el dia, en el Laboratorio de
Hematologia del Departamento de Bioquimica Clinica del Hospital de Clinicas José de
San Martin, de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, donde se realiz6 el
fraccionamiento celular y el conteo de células.

El objetivo fue obtener una concentracion optima de células, es decir un pool de
células, que permitan reproducir los experimentos deseados de acuerdo a la sensibilidad
de cada método. Una vez que se seleccionaron las muestras de los pacientes se evalud
su formula leucocitaria y se dejo sedimentar la muestra de sangre para separar el plasma
que luego se centrifugd durante 10 minutos (min) a 600 g. Se separaron del suero los
granulocitos y algunos restos de globulos rojos que quedan en un pellet posterior al
procedimiento.

Para poder aislar las células PMN, se expuso secuencialmente el pellet
resultante, que contiene células granulocitos y restos de eritrocitos, a dos
concentraciones de una solucioén de cloruro de sodio (NaCl), 0,2 % P/V y 1,6% P/V,
para inducir el shock hipotonico en las células anucleadas y la resuspension de los PMN
en una solucidn final isotonica (medio fisiologico). El conteo de las células se realizod
con un autoanalizador hematoldgico Sysmex XN-550.

Estas fracciones enriquecidas en PMN fueron posteriormente remitidas al
Laboratorio de la Catedra de Quimica General e Inorgénica de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica para la realizacion de los experimentos y la evaluacion de los marcadores

de estrés y dafio oxidativo en cumplimiento de los objetivos especificos planteados.
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Los PMN asi obtenidos se separaron en alicuotas resuspendidos en solucion
salina reguladora (buffer fosfato pH 7,40) y finalmente, estos pooles de células frescas
fueron utilizados en el dia de su extraccion para las determinaciones de AO,,
quimioluminiscencia espontanea y las determinaciones bioquimicas de marcadores de

estrés y dafio oxidativo.

a4. Seleccion de la concentracion optima de células para la puesta a punto de las
metodologias.

Las condiciones estandarizadas de los experimentos se ajustaron
fundamentalmente a partir de la determinacion de la concentracion de células PMN por
mL. Las mismas son necesarias para manipular y adecuar las muestras obtenidas, asi
como también, para optimizar las condiciones de trabajo y la sensibilidad de las
metodologias que se emplearon.

En cuanto a la determinacion del consumo de oxigeno, el objetivo de este
experimento fue estudiar el numero de células 6ptimo que debe ser empleado para
estandarizar los métodos y los resultados y hacer una lectura mas precisa del electrodo
de oxigeno tipo Clark, sensible al oxigeno para medir el estallido celular respiratorio
(Ito y col., 2000). Los PMN aislados se dividieron en varios tubos cuya concentracion
final de PMN se ajusté con solucion reguladora de consumo (100 mM, pH 7,40,
suplementado con 0,9 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl, y 7,5 mM de glucosa) desde 5 x 10° a
8 x 10 células/mL en cada tubo. Con el objetivo de seleccionar la concentracion optima
de células para la evaluacion del AO,, los PMN se incubaron durante 15 minutos, a 37
°C en ausencia y en presencia de un activador de la actividad de PMN, el forbol
miristato acetato (12-miristato 13-acetato forbol, PMA; concentracion de 0,2 pg/mL)
(Valdez y Boveris, 2001), o con un inhibidor, el Zn** (4 mM) (Franklin y Costello,
2009), y se midid el AO, de los PMN con un oxigrafo Hansatech, el cual cuenta con un
electrodo tipo Clark sensible al oxigeno. Se realizaron tres experimentos con todos los
grupos de muestras y cada medicion del AO, se realizé por triplicado.

Para la determinacion de la quimioluminiscencia espontianea de PMN, con el
objetivo de seleccionar la concentracion Optima de células para medir la
quimioluminiscencia espontanea se evaluaron las mismas concentraciones de las
suspensiones de PMN que en el experimento anterior, en buffer fosfato 100 mM, pH
7,40 suplementado con 0,9 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl, y 7,5 mM de glucosa: 6, 8 y 20 x

10* células/mL, para mantener las células vivas. Cada suspension de PMN se evalud en
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ausencia o presencia de PMA (0,2 ug/mL), o de Zn** (4 mM), incubados durante 15
minutos, a 37 °C con la solucién reguladora sola o con cada uno de los agentes
utilizados como control positivo y negativo respectivamente. Inmediatamente se midid
la quimioluminiscencia espontanea en un contador de fotones (Boveris y col., 1980;
Cadenas y col, 1994; Repetto, 2008). Se realizaron tres experimentos con todos los
grupos de muestras y cada medicion de la quimioluminiscencia se realizo6 por triplicado.

Por ultimo a fin de ajustar la determinacion de los marcadores bioquimicos de
estrés y daiio oxidativo en PMN se establecieron las concentraciones Optimas de
células, necesaria para la determinacion de proteinas carbonilo, lipidos oxidados, la
NOX y GSH en las muestras de PMN resuspendidos en buffer fosfato (pH 7,40). Se
concluye en la presente tesis que las mismas se encuentran en un rango de
concentracion de PMN comprendido entre 8 x 10* PMN/mL y 5 x 10° PMN/mL. En los
primeros ensayos fue necesario determinar la concentracion de proteinas en la muestra
para posteriormente detectar los analitos. La concentracion de proteinas se midio
mediante el método de Lowry (Lowry y col., 1951). Para el caso particular de la
determinacion de carbonilos la cantidad de células debia ser suficiente para permitir
sedimentar las proteinas durante el ensayo y evitar que estos sedimentos se pierdan en
los diversos pasos del procesamiento, sucesivos lavados de la muestra, que se requieren

para su procesamiento.
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b. Segunda etapa: Determinaciones bioquimicas para la evaluacion de
inflamacion, estrés y dafio oxidativo en PMN expuestos a MC-LR y

Fe2+

En todos los casos, se expusieron concentraciones crecientes de PMN a los
agentes toxicos, MC-LR y Fe*" y se realizaron las determinaciones correspondientes a
cada ensayo.

Las determinaciones bioquimicas que se realizaron para evaluar el efecto del
Fe** y de MC-LR en PMN en cumplimiento de los objetivos especificos que buscan
“demostrar el danio oxidativo e identificar biomarcadores de estrés y dario oxidativo e
inflamatorios en PMN humanos expuestos a concentraciones permitidas y toxicas de
MC-LR/hepatotoxina y de hierro mediante la evaluacion de marcadores de estrés y
dario oxidativo, caracterizar la inocuidad en la salud humana de los valores
estandarizados de hierro y MC-LR para preservar la calidad de las aguas domiciliarias
y recreativas, como asi también caracterizar los efectos toxicos asociados a la
sobrecarga de los mismos y proponer los mecanismos de la interaccion entre hierro y
MC-LR/hepatotoxina en el rango de concentraciones presentes en aguas contaminadas”™
fueron:

b1. Ensayo de viabilidad

b2. Respuesta y activacion de PMN medido por Consumo de oxigeno

b3. Peroxidacion lipidica medida por quimioluminiscencia espontanea

b4. Determinacion del contenido de proteinas

bS. Oxidacién de proteinas medida por la cantidad de proteinas carbonilo

b6. Oxidacion de lipidos medida por la cantidad de sustancias reactivas al acido

tiobarbittrico (TBARS)

b7. Actividad de la NADPH oxidasa (NOX)

b8. Contenido intracelular de Glutation reducido (GSH)

b9. Indices de estimulacion del estallido respiratorio y del estrés oxidativo

b1. Ensayo de viabilidad

La viabilidad celular se define como el nimero de células sanas en una muestra
y puede evaluarse con ensayos que permitan determinar la actividad enzimatica, la
integridad de la membrana celular y la produccion de ATP, entre otros indicadores. Es

un indicador vital para comprender los mecanismos en accion de ciertos genes,
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proteinas y vias involucradas de supervivencia celular o muerte después de la
exposicion a agentes toxicos (Adan y col., 2016).

La prueba de exclusion de colorante se utiliza para determinar el nimero de
células viables presentes en una suspension celular. Este método evalaa la integridad de
la membrana y se basa en el principio de que las células vivas poseen membranas
celulares intactas que excluyen ciertos colorantes, como el azul de tripano, mientras que
las células muertas no lo hacen. En esta prueba, una suspension celular se mezcla con
tinte y luego se examina en un microscopio para determinar si las células absorben o
excluyen el tinte.

Técnica: Para la evaluacion del porcentaje de PMN viables se utilizd una
pequefia fraccion del pool de células PMN que resultd del procesamiento de las
muestras de los pacientes aparentemente sanos para ser mezclada con una solucion al
0,4% de azul tripan antes de ser observada bajo el microscopio en una camara de
Neubauer. Se us6 una mezcla isovolumétrica de azul tripan y una suspension celular de

PMN, 10 pL de suspension celular y 10 pL de azul tripan.

b2. Respuesta y activacion de PMN medido por consumo de oxigeno

La activacion de las células fagociticas por un estimulo proinflamatorio conduce
a la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno. Ellos cumplen un papel
relevante no solo en la destruccion de microorganismos invasores sino también en la
generacion de lesiones tisulares asociadas a manifestaciones autoinmunes. Los
intermediarios reactivos del oxigeno incluyen radicales oxidantes, haldgenos oxidados y
el oxigeno singulete ('0,). Son generados por reduccion parcial del oxigeno molecular a
través de un proceso denominado estallido celular respiratorio. El mismo se caracteriza
por un incremento abrupto en el consumo de oxigeno (AQO,) y la activacion de la via
metabodlica denominada desviacion de las hexosas monofosfato, generadora de potencial
de reduccion bajo la forma de NADPH (Boveris y col., 1980; Babior, 1992).

Técnica: Preparacion de la muestra y medida del AO,

El estallido celular respiratorio se evalu6 como el AO, en PMN aislados y
resuspendidos en un buffer de consumo, que consiste en una solucién de buffer fosfato
100 mM, pH 7,40, suplementado con 0,9 mM CacCl,, 0,5 mM MgCl, y 7,5 mM de
glucosa. El AO, se determind polarograficamente mediante respirometria de alta
resolucion, con la utilizacion de un electrodo tipo Clark (Hasantech Oxygraph System

DW1). Se realizé la calibracion previa del equipo, siguiendo las instrucciones del
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software, para ello la cdmara de medicion se llend con el buffer de consumo y la
ganancia se ajust6d al 100% de AO, con agitacion ya que la solubilidad del oxigeno es
0,22 mM a 25 °C, luego se anadid un exceso de ditionito de sodio (Na,S,0,) para
establecer el 0% de consumo. Luego la camara del oxigrafo se lavo cuidadosamente con
agua destilada hasta alcanzar el valor inicial de concentracion de O,. Para el ensayo, se
colocd en la cdmara 1 mL del buffer de consumo y se dejo estabilizar, y se agrego el
volumen de la suspension de muestra necesario para alcanzar la concentracion de PMN
a evaluar en la camara del electrodo. Se registré la pendiente de la curva de consumo
correspondiente a 1 minuto de respiracion (expresada como nmol O,/min mL). Los
resultados se expresaron en nmol O,/min/10° células (Musacco Sebio, 2016). El efecto
sobre la activacion de los PMN con la exposicion a MC-LR y Fe*" fue evaluado

mediante el AO, con un electrodo tipo Clark a 37 °C.

b3. Peroxidacion lipidica medida por quimioluminiscencia espontanea

La quimioluminiscencia espontdnea (QL) es un marcador de dafio y estrés
oxidativo. Su determinacion se realiza mediante el uso de un contador de fotones, como
una medida de la emision de luz por la desexcitacion del oxigeno singulete ('O,),
producto final del proceso de lipoperoxidacion (Chance y col., 1979; Boveris y col.,
1980; Cadenas y col., 1994; Repetto, 2008). Este método permite estimar en forma
cuantitativa la concentracion en estado estacionario de ROS, especificamente de 'O,
mediante la emision de luz generada por la desexcitacion de estas especies generadas
durante la oxidacién de los lipidos.

La determinacion de la QL se fundamenta en la medida de la emision de luz
asociada a la transicion del estado excitado del 'O,y de los radicales ROO" al nivel
fundamental. El mecanismo molecular de la quimioluminiscencia involucra la reaccion
entre dos radicales ROO" producidos en la etapa de terminacion de la peroxidacion de
los acidos grasos poliinsaturados, mediante la reaccion de Russel. A su vez, dos
moléculas de 'O, reaccionan entre si y emiten fotones a una longitud de onda en un
rango de 640 y 710 nm (Boveris y col., 1980).

Es un ensayo indirecto, no invasivo y no destructivo para el sistema biologico
especifico (célula, tejido, 6rgano) que permite evaluar in vivo la peroxidacion de
fosfolipidos en condiciones fisioldgicas y/o fisiopatoldgicas.

La lectura de la QL se realizd con un contador de fotones (Johnson Research

Foundation) (Boveris y col., 1980). Este equipo consta de:
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a) una fuente de alto voltaje para el fotomultiplicador; b) un tubo fotomultiplicador
(EMI 9658) sensibilidad extendida en el rojo y con un sistema adecuado de
enfriamiento para mantener al fototubo a 35 °C por debajo de la temperatura ambiente
(enfriador Fact Mark (IT), EMI Gencom. Inc.) que permite mantener la corriente oscura
en valores del orden de 200-400 cps (cuentas por segundo); c) un
amplificador-discriminador (Princeton Applied Research, Modelo 1121); d) un
registrador 6 un contador de pulsos (Hathkit, Modelo MI-4100) y e) compartimiento
oscuro y termostatizado para la muestra (caja de madera de 22 cm x 15 cm x 50 cm,
pintada de negro y con una trampa de luz en la tapa), estd equipada con un obturador y
en una de las paredes posee una espira de cobre para termostatizar la caja completa a la
temperatura de trabajo. El equipo cuenta también con una barra de lucita
(polimetilacrilato) de 15 cm de longitud y 5 cm de diametro con sus caras Opticas
pulidas y forrada lateralmente con papel de aluminio y cinta negra (para que no pase la
luz) que separa la muestra del fototubo, permitiendo un aislamiento térmico con
acoplamiento Optico entre la muestra y el fotomultiplicador (Boveris y col., 1980).
Técnica: Preparacion de la muestra y medida de la emision de Iluz. La
suspension de PMN en la misma solucion salina equilibrada utilizada para la
determinacion del AO, se colocd en un pesafiltro de vidrio cubierto con papel de
aluminio, en el que se deja una ventana de 1 cm? para exponer la suspension de PMN al
fototubo del contador fotones. Se realizo una lectura inicial durante 20 segundos con el
obturador del aparato cerrado (emision basal), y posteriormente durante 30 segundos

con el obturador abierto. Los resultados se expresaron en cps/cm” o cps/10° células.

b4. Determinacion del contenido de proteinas

Para conocer la concentracion de PMN necesaria para la evaluacion de los
marcadores de estrés y dafo oxidativo se evalu6 previamente el contenido de proteinas
presente en la muestra, mediante el método de Lowry, empleando seroalbtimina bovina
(BSA) como estandar (Lowry y col., 1951).

Técnica: Este método consiste en la reaccion de las proteinas de la muestra con
sulfato de cobre en medio alcalino durante 10 minutos a temperatura ambiente. Como
resultado de esta reaccion, se forma un complejo de cobre tetradentado entre cuatro
enlaces peptidicos y un d&tomo de cobre (reaccion de Biuret). Posteriormente al agregado
de una solucion reactivo de fenol-Folin (4cido fosfomolibdénico-fosfotingstico) se

observa un color azul intenso debido a la transferencia de electrones desde el complejo
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tetradentado del cobre hacia el acido fosfomolibdénico-fosfotungstico. El color azul se
intensifica durante los primeros 30 minutos a temperatura ambiente y absorbe luz
visible a 625 nm, medida en un espectrofotometro (Jasco, modelo 7850). Se realizé una
curva de calibracion con albumina para posteriormente expresar los resultados de

biomarcadores por miligramo de proteinas.

b5. Oxidacion de proteinas medida por la cantidad de proteinas carbonilo (CO)

La formacion de carbonilos en los aminoacidos de las proteinas es uno de los
marcadores tempranos de dafio oxidativo y se utiliza como la medida de la oxidacion de
proteinas mediados por H,O, y O,. Este método se basa en la reaccion del grupo
carbonilo con una hidracina 2,4 dinitrofenilhidracina (DNPH) disuelta en &cido
clorhidrico (HCl) para dar como producto estable una hidrazona ligada a la proteina.
(Levine, y col., 1990; Reznick y Packer, 1994).

Técnica: El contenido de carbonilos proteicos se utilizé6 como la medida de la
oxidacion de proteinas (Levine y col., 1990). Las muestras se incubaron con 2,4 DNPH,
durante una hora en oscuridad con agitacion cada 15 min, luego se precipitaron las
proteinas con TCA 20 % P/V, y se incubaron durante 10 min en hielo y posteriormente
se centrifugaron y descartaron los sobrenadantes. Estos lavados se repitieron cuatro
veces con el empleo de TCA 10 % P/V, se descartaron los sobrenadantes y los
precipitados obtenidos se lavaron con una solucion de etanol-acetato de etilo 1:1 (V/V)
para remover el exceso de 2,4-DNPH y contaminantes lipidicos, hasta obtener un color
blanquecino (Reznick y Packer, 1994). La determinacion del contenido de carbonilos
proteicos se realizd por espectrofotometria en un lector de placa modelo Anthos 2020.
Los resultados se expresan como nmoles de proteinas carboniladas/ mg de proteina o

nmoles de proteinas carboniladas/10° PMN (Reznick y Packer, 1994).

b6. Oxidacion de lipidos medida por la cantidad de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS)

La oxidacion de fosfolipidos se evaluo a partir de la concentracion de sustancias
reactivas al 4cido tiobarbittrico (TBARS) por medio de una técnica colorimétrica. Estas
especies son indicadores de la produccion de malondialdehido (MDA) (Yagi, 1998).

Técnica: Las suspensiones de PMN se mezclaron en una proporcion 1:1 con
acido tricloroacético (TCA) 20% P/V para precipitar las proteinas, y se centrifugaron

durante 10 min a 600 g. Se extrajo el sobrenadante al que se le afadid
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3,5-di-ter-4-butilhidroxitolueno (BHT) 4% P/V en etanol para interrumpir la reaccion de
peroxidacion de los fosfolipidos. Luego se le agreg6 el acido tiobarbitarico (TBA) 0,7%
P/V y la mezcla se incubd a 100 °C durante 1 h hasta la formacion del complejo color
rosado por la reaccion entre el TBA y el MDA que absorbe a una longitud de onda de
535 nm. La determinacion se realizd con un espectrofotdémetro UV-visible Jasco 7850.
Los resultados se expresaron como nmoles TBARS (equivalentes de MDA) /10° PMN
(Yagi, 1976).

b7. Actividad de la NADPH oxidasa (NOX)

Este método permite detectar en forma indirecta la produccion de anion
superoxido en células intactas, midiendo la luminiscencia de la lucigenina en células
PMN no activadas (Liy col., 1998).

Técnica: Las muestras se incubaron en presencia y ausencia de lucigenina (1 o0 5
uM), y se midi6 continuamente la luminiscencia en un luminémetro (lector de placa
modelo Anthos 2020) durante 30 minutos a 37 °C. El cation radicalario de la lucigenina
reacciona con el anion superdxido generado en componentes citosdlicos o en la
membrana de PMN, que dan lugar a derivados dioxetano excitados como producto de la
reaccion, que al volver a su estado basal emiten luz en forma de luminiscencia. Los
resultados se expresaron en unidades relativas de luminiscencia (URL) por min y por

mg de proteina (Liy col., 1998).

b8. Contenido intracelular de Glutation reducido (GSH)

El glutation reducido (GSH) constituye la mayor parte de los niveles de
glutation total (GSH + GSSG). Los compuestos no proteicos con grupos SH reaccionan
con DTNB para formar TNB, compuesto coloreado que absorbe a 412 nm. La reaccion
de oxidaciéon del GSH se lleva a cabo con &cido (5,5'-ditiobis)-2-nitrobenzoico
(DTNB), que se transforma en 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB) (Akerboon y Sies, 1981)

segun la siguiente ecuacion:
NADPH +H"+ DTNB — 2 TNB + NADP"* (11)

La formacion de TNB se midid espectrofotométricamente a 412 nm.
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Técnica: La mezcla de reaccion consiste en 100 mM de buffer fosfato, pH: 7,20; el
reactivo de color es el acido 5-5" di-tio-bis-nitrobenzoico (DTNB) 0,1 mM en solucién
amortiguadora fosfato de sodio y potasio; y 30 pL de la muestra. Se midio la
absorbancia con un espectrofotometro UV-visible Jasco 7850. El contenido de GSH se
calculd con un g,,= 13,5 mM™" cm™ y se expres6 en uM por mL, mM, o pmoles de

GSH/10° PMN (Akerboon y Sies, 1981).

b9. indices de estimulacién del estallido respiratorio y del dafio oxidativo

A partir de los resultados obtenidos se calcularon los indicadores de
estimulacion o inhibicion del estallido respiratorio y la activacion de NOX, de lo
que resulta el indice de inflamacion, y la relacion de la QL, CO y GSH, que permiten
calcular el dafio oxidativo a biomoléculas. El uso de estos indices alcanza a relacionar
los valores obtenidos de cada uno de los pardmetros evaluados en PMN expuestos a
distintas concentraciones de MC-LR y de Fe®', entre si y respecto al valor basal de

células vivas sin exposicion a ambos agentes toxicos (control).

b9.1. Cdlculo del indice de inflamacion
El indice de respuesta inflamatoria se calcul6 para evaluar si la exposicion al

agente contaminante genera cambios en cada uno de los biomarcadores en estudio. Se
estimo a partir de los valores hallados de AO, para PMN expuestos a cada agonista con
respecto a los PMN control (sin exposicion, en estado basal) como un indicador de
respuesta, del estallido celular respiratorio, como AO,tratado/AO,control.

También se estim6 el indice de inflamacion mediante la combinacion de dos
indicadores: AO,, y NOX. Este indice permite evaluar en forma cuantitativa la respuesta
inflamatoria en los PMN. Se calcul¢ a partir de la relaciéon [(AO, tratado/AO, control)
+ (NOX tratado/NOX control)]/2 para cada punto de las curvas de dosis respuesta de
los PMN expuestos a cada agonista estudiado (tratados) y sus correspondientes
controles. Resultados mayores a 1 indican estimulacion, igual a 1 que no genera

cambios y menores a 1 que el agonista presenta un efecto inhibitorio.
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b9.2. Cdlculo del indice de daiio oxidativo

El indice de dafo oxidativo, calculado para evaluar si la exposicion al agente
contaminante genera cambios en cada uno de los biomarcadores en estudio, se estimoé a
partir de los valores hallados de QL para PMN expuestos a cada agonista con respecto a
los PMN control (sin exposicion, en estado basal) como QLtratado/QLcontrol.

También se estimo el indice de dafio oxidativo mediante la combinacion de tres
indicadores, teniendo en cuenta los procesos asociados de oxidacién y proteccion
antioxidante, ellos son, QL, CO y GSH. Este indice permite evaluar en forma
cuantitativa el dano oxidativo en células, tejidos y 6rganos mediado por radicales libres.
Se calculd a partir de la relacion [(QL tratado/QL control) + (carbonilos
tratado/carbonilos control) + (GSH tratado/GSH control)]/3 para cada punto de las
curvas de dosis respuesta de los PMN expuestos a cada agonista estudiado (tratados) y
sus correspondientes controles (Boveris y col., 2012). Resultados mayores a 1 indican
estimulacion, igual a 1 que no genera cambios y menores a 1 que el agonista presenta un

efecto inhibitorio.

3.2. Analisis estadistico

Los datos en el texto, en las figuras y en las tablas estan expresados como media
+ ESM de 3 a 4 experimentos independientes. Los analisis estadisticos se realizaron con
el test de analisis de la varianza (ANOVA, con software Prism 7.0, GraphPad Instat, San
Diego, CA,USA) . Los post-tests estadisticos utilizados fueron el test de Tukey y
Student-Newman-Keuls. Los resultados fueron considerados significativos con un
p<0,05 (*), muy significativos con un p<0,01 (**) y extremadamente significativos con

un p<0,001 (**%*).

3.3. Instrumentos

El instrumental empleado para el desarrollo de esta tesis incluye:

a. Para las determinaciones espectrofotométricas se utilizd un espectrofotometro
UV-visible Jasco 7850, espectrofotdémetro termostatizado UV-visible Beckman Coulter
DU 7400, espectrofluorometro Hitachi F-301, lector de placas Anthos 2020, bafio
termostatico Vicking Modelo Dubnoff.

b. Para la determinacion de AO, se utiliz6 un oxigrafo Marca Hansatech con

electrodo sensible a oxigenos tipo Clark, modelo DW1-S1, Hansatech Instruments Ltd.
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c. Para las determinaciones de quimioluminiscencia espontanea de PMN se
utilizé6 un contador de fotones, luminémetro Johnson Research Foundation, Filadelfia,
USA.

d. Para la determinacion de la lumniniscencia de la lucigenina en la evaluacion
de la actividad de la NOX se empled un Lector de placas Anthos 2020.

e. Para la preparacion de las muestras se utilizé6 un sonicador Branson 250
Sonifier (ultrasonidos Branson, Danbury, CT, USA), granizadora de hielo Scotsman
AF-20, pHmetro Vega VI Parsec S.A, balanzas Mettler Type H6 y Mettler PM 480,
microscopio Optico, y agitador magnético FAC (AMC 20).

3.4. Reactivos

Los siguientes reactivos utilizados en este trabajo de tesis fueron adquiridos en
SIGMA-ALDRICH: BHT, BSA, CaCl,.2H,0, CDNB, CuS0O,.5H,0, 2,4-DNPH,
DTNB, EDTA, FeCl,, GSH, HCIO,, KH,PO,, KCl, NaCl, NADPH, sacarosa, TBA,
TCA. Otros reactivos fueron adquiridos en la compaiiia Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania: acetato de etilo, acido fosforico, etanol, HCI, K,HPO,, NaH,PO,,
Na,HPO,.H,0, NaCN.

3.5. Financiamiento

El desarrollo de esta tesis de Maestria fue financiado con fondos de la
Universidad de Buenos Aires (UBACyT Programacion 2018: UBACYT
20020170100197BA y UBACyT Programacion 2023: 20020210300142BA) y de la
Agencia Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (PICT 2016-02077 y PICT
2020-01264), con la direccion de la Dra. Marisa Repetto, y se llevo a cabo en la Catedra
de Quimica General e Inorgénica, Departamento de Ciencias Quimicas de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires e Instituto de Bioquimica y

Medicina Molecular Prof. Alberto Boveris (IBIMOL, UBA-CONICET).
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4. Resultados
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4.1. Capitulo 1. Seleccion de concentracion optima de PMN

Con el objetivo de optimizar las condiciones de trabajo, como se ha sefialado en
la Primera Parte de la metodologia, para el disefio del modelo experimental de este
trabajo de tesis se evaluaron diferentes concentraciones de suspension de PMN y se
midieron los biomarcadores de inflamacion y dafio oxidativo para PMN en estado basal
(controles) o en presencia de agentes estimulantes o inhibidores de la actividad de estas
células.

El rango de concentraciones evaluado se selecciond a partir de resultados
previos realizados con concentraciones crecientes de PMN a las que se les midi6 el AO,
basal y luego de la exposicién a concentraciones fijas de lipopolisacaridos (LPS) y
12-miristato 13-acetato forbol (PMA), ambos estimulantes de actividad de los PMN

(Lairion y col., 2023) y con Zn*', un inhibidor del estallido respiratorio.

4.1.1 Procesamiento de la muestra

En la Figura 8 se puede ver el resultado del andlisis realizado en una de las
muestras de sangre de un paciente voluntario sano, con el autoanalizador hematoldgico
Sysmex XN-550 en el Laboratorio de Hematologia del Hospital de Clinicas José de San
Martin. A partir de este hematograma se conoce el nimero total de PMN presentes en la
muestra y la concentracion expresada en cantidad de PMN en un mililitro de muestra

(PMN/mL) que van a ser fraccionados.

Mospital Hacdnaal de Cliatcss o

N° muestra: castello 4 Adaptador Pos.: o 15/87/20727 Y71 %547
iente: Sala. actor

I,‘lDorpnac:renle. ° Nacimianto® fero

Coment. muestra: Aliag N
WDF WDF -CBC

WBC 10”3/ul

RBC 10°6/uL

HGB g/dL] #

o -

Mcv D

MCH el — -

MCHC g/dL]

PLT 16"3/uL]

RDW-SD fL)

RDW-CV %]

MPV fL]

NEUT 1073/uL [%]

LYMPH 10"3/uL (%]

MONO 1073/uL [%]

EO 10°3/uL [%

BASO 10"3/uL [%

16 1073/uL [%]
RBC PLT

WBC-BF  4.363 [16°3/uL |

RBC-BF  ©0.017 [1076/uL |

MN 1.268 [1073/uL 29.1 [%) — i

PMN 3.095 [1073/uL 70.9 (%]

TC-BF#  4.367 [1073/uL

Figura 8. Ejemplo de un hematograma obtenido con el autoanalizador hematologico Sysmex
XN-550.
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Una vez realizado el fraccionamiento de las muestras segun el protocolo descrito
en la seccion de Materiales y Métodos de esta Tesis de Maestria, se realizé el ensayo de

viabilidad para conocer el total de células vivas que se obtuvieron.
4.1.2. Ensayo de Viabilidad

Para la evaluacion de los biomarcadores de inflamacion y dafio oxidativo,
medidos por AO,y quimioluminiscencia espontanea, respectivamente, como indicadores
de la respuesta inmediata de los PMN a la exposicion aguda de los dos agentes de
contaminacion propuestos, se necesita que las células se encuentren vivas. Por ello es de
suma importancia determinar la viabilidad de los PMN que se deben utilizar en los
experimentos, tanto para conocer el estado de las células como para ajustar el nimero
de células activas que participan en el fenomeno del estallido celular respiratorio como
en la quimioluminiscencia.

El valor promedio de células PMN viables que resultd del procesamiento de las
muestras de los pacientes aparentemente sanos fue del 98% + 2 células. También se
calculd la viabilidad de las células, posterior a la incubacion con MC-LR y Fe*" a
distintas concentraciones. El resultado de células viables mantuvo el nivel en 98% + 2

células en todos los casos.

4.1.3 Seleccion de concentracion de PMN para consumo de oxigeno Yy
quimioluminiscencia espontanea

Las muestras de PMN aislados se fraccionaron hasta obtener distintas
concentraciones de PMN, cuya concentracion final de PMN se ajustd en 2, 6, 8 y 20 x
10* células/mL, 1 x 10°,1,5x 10°, 1 x 10° y 5 x 10°células/mL en cada tubo. El objetivo
fue estudiar el niimero de células 6ptimo que debe ser empleado para estandarizar los
resultados y hacer una lectura mdas precisa con los instrumentos de medicion, el
electrodo tipo Clark sensible al oxigeno para medir el estallido celular respiratorio y el
contador de fotones para medir la quimioluminiscencia, resultado de la peroxidacion
lipidica de la membrana celular de PMN.

El rango de concentraciones de células a las que se les midio el AO, basal y
luego de la exposicidon a concentraciones fijas de lipopolisacaridos (LPS) y /2-miristato

13-acetato forbol (PMA), ambos estimulantes de actividad de los PMN (Lairién y col.,
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2023) y con Zn*, un inhibidor del estallido respiratorio, estaban comprendidas en un
rango de 2 x 10*a 5 x 10° PMN/mL.

Con el objetivo de determinar la concentracion Optima de células para la
evaluacion del AO, en PMN incubados previamente durante 15 minutos a 37 °C con
PMA (0,2 pg/mL) o Zn** (4 mM) se utilizé un oxigrafo Hansatech el cual cuenta con un
electrodo tipo Clark sensible al oxigeno (Tabla 3).

En la tabla 3 se muestran los resultados del AO, medidos de PMN expuestos a un
activador y a un inhibidor del estallido respiratorio. Se puede observar que cuando se
exponen 2 x 10* PMN/mL (p<0,05), 6 x 10* PMN/mL (p<0,001), 8 x 10* PMN/mL
(p<0,01) o 20 x 10* PMN/mL (p<0,01) a PMA (0,2 pg/mL) el AO, aumenta con

respecto al control (PMN sin exponer). Por el contrario, cuando los PMN son expuestos
a Zn*" (4 mM) se inhibe totalmente (100%, p<0,01) el estallido celular respiratorio con
las concentraciones menores de PMN, con las mayores concentraciones de PMN la

inhibicién fue menor (80%, p<0,05, 20 x 10* PMN/mL) (Tabla 3).

Tabla 3. Consumo de oxigeno de distintas concentraciones de PMN en estado basal (control) o

expuestos a PMA (0,2 ug/mL) y Zn** (4 mM).

Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN)

PMN(células/mL) Control +PMA + Zn*

2 x104 55+ 10 82 + 1%** 0 **

6 x10* 47+2 225 + 10** 0 **

8 x10* 96 £ 6 167 + 6** 0 **

20 x 10* 32+5 62 + 5* 6+1%*
1,0 x 10° 7,2+0,9 10+ 1%* nd

1,5 x 10° 5.440,1 741 541

*n < 0.05; **p < 0.01 respecto al control; nd: no determinado

El criterio de seleccion de la concentracion Optima de células se baso en los
efectos que causaban la exposicion de PMN a PMA y Zn*" con las diversas

concentraciones de PMN en estado basal. El AO, en células PMN expuestas al activador
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PMA disminuy6 con el aumento de la concentracion de las células expuestas a partir de
6 x 10* PMN/mL, sin embargo, con respecto a las células sin activar (control)
incrementd mas de 4 veces (p<0,01) en la fraccion de células cuya concentracion era de
6 x 10* PMN/mL y un 74 % (p<0,01) en las muestras cuya concentracion de células era
8 x 10* PMN/mL. Respecto a la concentracion menor evaluada (2 x 10* PMN/mL) no se
observaron diferencias significativas con respecto a la de 6 x 10* PMN/mL en estado
basal (control), sin embargo, el efecto activador del PMA fue mucho menor (50%).
Concentraciones mayores de células (20 x 10* PMN/mL) mostraron un AO, basal menor
que las muestras menos concentradas en células, pero respecto al estado basal (control)
con esta concentracion de PMN el AO, increment6 un 100% (p<0,05) en presencia de
PMA. A partir de estos resultados se seleccioné la concentracion de 8 x 10*PMN/mL ya
que con ella se obtuvieron buenos resultados, un incremento del AO, en presencia del
activador PMA e inhibicion total del mismo en presencia del inhibidor Zn**. Con
concentraciones de PMN mayores a 1 x 10° PMN/mL el AO, basal disminuye mucho, y
se pierde sensibilidad en el método de deteccion, ya que se observd que a mayor
concentracion de células no se detecta el efecto activador del PMA, ni el inhibitorio del

Zn**, del AO, (Tabla 4).

Tabla 4. Quimioluminiscencia (cps/10° células) para distintas concentraciones de PMN en

estado basal (control) o expuestas a PMA (0,2 ug/mL) y Zn*" (4 mM).

PMN (células/mL) Quimioluminiscencia (cps/10° células)
Control + PMA + Zn**
2x10¢ 47+4 120 £ 4%* 44 £7
6 x 10* 504 147 £ 12%** 57+6
8x10* 72+£13 158 & 15%* 75+5
20 x 10* 368 136 £ 8** 34+ 6
1,5 x 10° 46 £ 1 150 £ 15%* 44 +2

**pn<0,01 respecto al control

Los resultados indicaron que la QL de PMN en estado basal (sin exponer a
agonistas) no cambia significativamente con el incremento de la concentracion de
células (Tabla 4). Cuando 8 x 10* PMN/mL se expusieron a PMA, la QL se incremento

un 100% en todo el rango de concentraciones evaluado y con Zn™* (4 mM) no se
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observaron cambios significativos con respecto al control. Lo que indicé un aumento de
la oxidacion de lipidos y del dafio oxidativo como consecuencia de la activacion de los
PMN vy la estimulacién de la generacion de ROS por la accion del PMA (Tabla 4).

En sintesis, a partir de estos resultados se selecciond 8 x 10* PMN/mL como
concentracion 6ptima de células, tanto para las determinaciones de AO, como de QL, ya
que mostrd una mejor respuesta al PMA y Zn*".

En base a esto, con el reconocimiento de experiencias previas y la evidencia de
este ajuste se definid la necesidad de evaluar para cada biomarcador de estrés y dafo
oxidativo y de inflamaciéon el nimero Optimo de células que permita garantizar la

sensibilidad y reproducibilidad de los métodos a aplicar.

4.1.4. Seleccion de concentracion de células para evaluar dafio oxidativo a
biomoléculas

Como ya fue senalado, se establecid la concentracion de células adecuadas a
cada prueba para evaluar el dafio oxidativo a biomoléculas. En cada una de estas
pruebas, oxidacion de proteinas, peroxidacion lipidica, actividad de la NOX y consumo
de glutation (GSH), las muestras de PMN se resuspendieron en buffer fosfato (pH 7,40).

El numero de células de PMN/mL necesario para la evaluacion de los
biomarcadores de inflamacion, de estrés y dafio oxidativo fue ensayado a partir de una
concentracion tedrica de base que se ajustd hasta encontrar el valor optimo de células
con el que se debe contar para procesar eficientemente las muestras en el rango de
sensibilidad del ensayo (Tabla 5).

En cuanto a la oxidacion de proteinas, medida mediante la determinacion de
carbonilos, las primeras pruebas se hicieron sobre una concentracion de PMN igual a 8
x 10* PMN/mL, que fue la concentracion de PMN optima seleccionada para las
determinaciones de AO, y QL. Sin embargo, la concentracion de PMN igual a 8 x 10*
células/ mL no fue suficiente para determinar los carbonilos presentes en las muestras,
debido a que en los sucesivos lavados de los precipitados obtenidos se perdia muestra.
Este primer ensayo fue necesario para comprender que la concentracion de células debia
ser muy superior, por un lado, para permitir la precipitacion de las proteinas, y por otro
lado, para evitar que los sedimentos de las proteinas precipitadas se pierdan en los
diversos pasos del proceso metodologico, en los sucesivos lavados, que se requieren
para el procesamiento de la muestra. Por ello se ensayo la determinacion de carbonilos

en distintas concentraciones crecientes de PMN hasta encontrar aquella para la cual se
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obtuvieron resultados reproducibles, y que permitiera la detecciéon de los carbonilos
basales en la muestra. La concentracion de trabajo Optima para la cuantificacion de
carbonilos en las muestras de PMN fue 5 x 10° células/mL (Tabla 5), que luego fueron
utilizados para la determinacion de carbonilos en células expuestas a los agentes

toxicos, MC-LR o Fe**(capitulos 2, 3 y 4).

Tabla 5. Concentraciones de células (PMN/mL) en estado basal evaluadas para cada una de
las determinaciones de biomarcadores de e inflamacion y estrés oxidativo (AO,: consumo de
oxigeno, QL: quimioluminiscencia espontanea, CO: carbonilos (oxidacion de proteinas),
TBARS: oxidacion de lipidos, NOX: actividad de NADPH oxidasa, GSH; contenido de glutation

intracelular)

PMN AO, QL Cco TBARS NOX GSH
(células/mL)  (nmol O,/10°cél)  (cps/10°cél) (nmol/10°cél) (uM) (URL/seg/mg prot)  (mmol/10° cél)

2x 104 55+ 10 47+ 4 nd Nd nd Nd
6 x 104 47 +2 50+4 nd Nd nd Nd
8x10* 96+ 6 72 + 13 nd Nd nd Nd
1,5x10° - - nd Nd nd 6,5+0,5
2x10° 32+5 36 8 nd Nd nd
2,5x10° - - nd Nd 156
1,5x10° 5,4+0,1 46 + 8 nd Nd
5x10° - - 38+ 6 Nd

nd: no detectable

Con respecto a la determinacion de TBARS, se ensayaron concentraciones
crecientes de PMN desde 2 x 10* hasta 5 x 10° células por mL de muestra, pero no se
pudieron detectar TBARS, probablemente debido a la baja sensibilidad del método. Por
ello se consider6 para la evaluacion de la oxidacion de lipidos en el modelo
experimental de PMN expuestos a agonistas contaminantes la QL espontanea, que es

una técnica mucho mas sensible.
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Para la determinacion de la actividad de la NOX y del contenido intracelular de
GSH se realizaron los ensayos con concentraciones crecientes de PMN a partir de la
concentracion 8 x 10 PMN/mL, y se selecciond una concentracion de 2,5 x 10°
PMN/mL para la determinacion de la actividad de la NOX y 1,5 x 10° PMN/mL para
GSH (Tabla 5).

En la Tabla 6 se resumen las concentraciones Optimas seleccionadas para cada

determinacion de biomarcadores de inflamacion, de estrés y dafio oxidativo.

Tabla 6. Concentracion optima de células (PMN/mL) seleccionadas segun la sensibilidad de las

determinaciones de biomarcadores de inflamacion y dajio oxidativo.

Determinacion Concentracion de células
(PMN/mL)
Consumo de oxigeno 8 x 10*
Quimioluminiscencia 3 x 10°
GSH 1,5% 10°
NOX 2,5% 10°
Carbonilos 5% 10

La seleccion de la cantidad de PMN por mL de muestra para la evaluacién de
biomarcadores de estrés oxidativo fue muy importante ya que las técnicas y
metodologias utilizadas en esta tesis no tienen antecedentes para el modelo
experimental propuesto, pues no se han reportado experimentos previamente realizados
por otros autores respecto a la determinacion de carbonilos, GSH vy

quimioluminiscencia espontanea en neutrofilos.
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4.2. Capitulo 2. Dafio oxidativo e inflamacion en neutrofilos humanos

expuestos a MC-LR

4.2.1. Marcadores de inflamacion
Con el objetivo de demostrar el efecto de la exposicion de PMN humanos

expuestos a concentraciones permitidas de MC-LR se evaluaron los biomarcadores de
inflamacion tales como el AO,, un marcador del estallido celular respiratorio, y la
actividad de la NOX; y los marcadores de estrés oxidativo, como quimioluminiscencia
espontanea, oxidacion a biomoléculas y consumo de glutation, el principal antioxidante
endogeno celular.

Para ello se utilizaron PMN humanos aislados y tratados con la dosis permitida
de MC-LR en aguas de consumo y recreativas, estimada en 1 pg MC-LR /L, como

también, en una dosis subaguda calculada en 25 ng/L.

4.2.1.1. Estallido respiratorio celular. Consumo de oxigeno en PMN

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de PMN a MC-LR genera cambios
en el estallido respiratorio celular, se determiné el AO, en las células vivas expuestas al
agonista y cé¢lulas vivas no expuestas (control). Se utilizd una concentracion optima de
8 x 10* PMN/mL, concentracion a la cual la técnica empleada resultd sensible. En la
Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la determinacion del AO, de PMN
medidos con un electrodo de oxigeno tipo Clark. Se puede observar que cuando los
PMN se exponen a las concentraciones utilizadas de MC-LR se activan los mecanismos
asociados al AO, respecto al estado basal de estas células aisladas (sin tratamiento). Se
utilizo PMA (0,2 ug/mL) como control positivo de estimulacion del AO, y Zn** (4 mM)
como control negativo de inhibicion de AO,.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9, en la que se pueden
observar los efectos activadores cuando los PMN se incubaron con MC-LR. El AO,
aument6 significativamente un 40% en PMN expuestos a la concentracion de 1 pg
MC-LR/L (p<0,05) y un 60% con 25ug MC-LR/L (p<0,05) con respecto a los PMN sin
exponer a MC-LR, este efecto no difiere significativamente entre los distintos

tratamientos (Figura 9).
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Estos resultados indican que este agonista activa el estallido celular respiratorio
a dosis permitida, estimada en 1 pug/L, como también, en una dosis subaguda calculada

en 25 pg/L (Tabla 7, Figura 9).

Tabla 7. Consumo de oxigeno para 8 x 10° PMN/mL, expuestos a concentraciones permitidas

de MC-LR: I ug MC-LR/L; y subaguda: 25 ug MC-LR/L y 0,2 ug PMA/mL y Zn**(4 mM).

MC-LR (pg/L) Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN)
0 96+ 6
1 133+£2 %
25 159 + 13*
PMA 1676
Zn** 0

*n < 0,05 respecto al control; '""; p < 0,001 respecto al control y a MC-LR.
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Figura 9. Cambios en el consumo de oxigeno de PMN expuestos a MC-LR: 1 ug/L'y 25 ug/L
y PMA 0,2 ug/mL, comparados con el control. *p < 0,05 respecto al control; """, p < 0,001
respecto al control y a MC-LR 1 ug/L
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En la Figura 9 se puede observar el cambio en el AO, medido en PMN expuestos
tanto a la concentracion maxima permitida de MC-LR en aguas de consumo y
recreacionales como con la exposicion a una concentracion subaguda de MC-LR,
expresado en porcentaje de aumento con respecto al control (PMN sin exponer a
MC-LR, 0 pg MC-LR/L).

Estos resultados indican que la exposicion de PMN a MC-LR aumenta el
estallido respiratorio con produccion de ROS, tanto con la concentracion maxima
permitida de MC-LR en aguas de consumo y recreacionales como con la exposicion a

concentracion subaguda de MC-LR.

4.2.1.2. PMN expuestos a MC-LR (ug/L) y cianuro

Con el propédsito de conocer si el AO, determinado en los PMN expuestos a
MC-LR en las concentraciones permitida y subaguda, estd asociado a la actividad de la
NOX (AO, extramitocondrial) o a la cadena respiratoria mitocondrial, se midié el mismo
en presencia de cianuro (CN°), un inhibidor de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial.

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de la
cinética del AO, de PMN (8 x 10* células/mL) antes (T1) y después (T2) del agregado
de CN (10 mM). Se puede observar que en presencia de CN™ el AO, de PMN expuestos

a concentraciones permitida y subaguda de MC-LR se inhibe completamente.

Tabla 8. Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN) (8 x 10* células/mL) en PMN expuestos
a MC-LR (ug/L) al inicio de la medicion: tiempo 1 (T1) y posterior al agregado de cianuro a los

5 minutos de iniciado el proceso de medicion: tiempo 2 (T2)

Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN)

MC-LR (ug/L) T1 T2
0 101 + 8 20 + 1%
1 138 + 4 O
25 16245 O
**p < 0,01
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Estos resultados indican que el agregado de cianuro a la suspension de PMN
expuestos a la concentracion maxima permitida y subaguda de MC-LR inhibe
completamente el estallido respiratorio, lo cual demuestra que el efecto activador del
AQO, por MC-LR estaria asociado a procesos oxidativos que ocurren a nivel mitocondrial

con ambas concentraciones de MC-LR.

4.2.1.3. Actividad de NADPH oxidasa (NOX)

Con el objetivo de determinar si la exposicion a MC-LR activa o inhibe la
actividad de la NOX de PMN se evalud el consumo de NADPH por luminiscencia de
células expuestas al agonista y de células sin exponer (control). Se utilizd una
concentracion de 2,5 x 10° PMN/mL, la cual mostré una luminiscencia detectable
expresada en unidades relativas de luminiscencia (URL por unidad de tiempo

(segundos) y por miligramo de proteinas).

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de
la actividad de la NOX (ULR/seg x mg prot) en PMN (2,5 x 10° células/mL) expuestos
a MC-LR (pg/L). Se puede observar que la exposicion de PMN a MC-LR, en la
concentracion de células a la que este método resultd sensible, inhibié en un 100% la
actividad de la enzima, ya que no se detecté luminiscencia en las células expuestas a

ambas concentraciones de MC-LR (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de la determinacion NOX (ULR seg /mg prot) en PMN (2,5 x 10°
células/mL) expuestos a MC-LR (ug/L)

MC-LR (pg/L) NOX de PMN (ULR seg/mg prot)
0 15051 % 11875
! Nd
25 Nd

nd: no detectable

Estos resultados indican que en PMN expuestos a MC-LR se inhibe
completamente el estallido respiratorio extramitocondrial del PMN y que el efecto
inhibitorio que genera la MC-LR seria a nivel de la membrana celular, con ambas
concentraciones, tanto a la concentracidon maxima permitida en aguas de consumo y

recreacionales como con la exposicion a una concentracion subaguda de MC-LR.
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4.2.2. Marcadores de estrés y dafio oxidativo
4.2.2.1. Quimioluminiscencia espontinea

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de los PMN a MC-LR genera
incremento de la peroxidacion de lipidos y estrés oxidativo, se determiné la emision de
luz por quimioluminiscencia espontanea de las células expuestas al agonista con
respecto a las células control. Se utilizé una concentracion 6ptima de 8 x 10* PMN/mL,
concentracion a la cual la técnica empleada es sensible. En la Tabla 10 se muestran los
resultados obtenidos de la determinacion del marcador de peroxidacion lipidica, la
quimioluminiscencia espontanea de las células vivas.

Se puede observar que luego de la exposicion de las células a concentraciones
permitida y subaguda de MC-LR/L, se incrementd la quimioluminiscencia espontanea
(QL) con respecto a los PMN sin exponer al agonista (control). Los resultados de los
experimentos realizados demuestran que, comparado con el control, Ia
quimioluminiscencia espontanea, aumentd significativamente con 1ug MC-LR/L
respecto al control (300%, p<0,001) y 200% respecto a PMA (p<0,001). Con la
concentracion mayor de MC-LR el incremento de la quimioluminiscencia espontanea es
del 50% con respecto al control (Tabla 10 y Figura 10).

Cuando se expusieron los PMN a PMA (0,2 pg/mL), un reconocido inductor del
dafo oxidativo, se observd un incremento del 100% en la quimioluminiscencia
espontanea (p<0,001) con respecto al control, el mismo efecto que se observé con 30

mg Fe?'/ L (Tabla 10 y Figura 10).

Tabla 10. Quimioluminiscencia de PMN (8 x 10 PMN/mL), expuestos a concentraciones
permitida de MC-LR: 1ug MC-LR/L; y subaguda: 25 ug MC-LR/L; y el activador PMA (0,2 ug

PMA/mL)
MC-LR (pg/L) Quimioluminiscencia (cps/10° PMN)
0 72 +£13
1 287 +24™"
25 108 + 18%**
PMA (0,2 pg/mL) 158 + 15%**

***¥p < 0,001respecto al control; Tﬁp<0, 001 respecto al control y a PMA
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En la Figura 10 se puede observar el cambio en la QL medido en PMN
expuestos a MC-LR, tanto a la concentracion maxima permitida en aguas de consumo y
recreacionales como con la exposicion a la concentracion subaguda de MC-LR,
expresado en porcentaje respecto al control (PMN sin exponer a MC-LR, 0 pg

MC-LR/L).
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Figura 10. Cambios en la quimioluminiscencia espontdnea de PMN expuestos a MC-LR: 1

ug/Ly 25 ug/L; PMA (0,2 ug/mL) respecto al control. ***p < 0,001respecto al control;

mp<0, 001 respecto al control y a PMA

Estos resultados indican que la exposicion a MC-LR incrementa la oxidacion de
lipidos y del dafio oxidativo de PMN, tanto a la concentracién méaxima permitida en
aguas de consumo y recreacionales como con la exposicién a concentracion subaguda

de MC-LR.

4.2.2.2. Oxidacion de proteinas: contenido de carbonilos

Con el objetivo de evaluar si la exposicion a MC-LR genera oxidacion de
proteinas en PMN, se determin6 el contenido de grupos carbonilos de proteinas
presentes en las células. Se utilizo6 una concentracion Optima de 5 x 10° PMN/mL,
concentracion a la cual la técnica empleada result6 sensible.

Se puede observar que la exposicion de las células a la concentracion maxima

permitida de MC-LR en agua de bebida y recreacionales incrementa significativamente
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la oxidacion de proteinas un 60% (p<0,05) y con la exposicion subaguda un 118%
(p<0,01), en ambos casos con respecto a los PMN control (Tabla 11, Figura 11).

La Figura 11 muestra el cambio en la oxidacion de proteinas medido como
contenido de carbonilos en PMN expuestos a MC-LR, tanto a la concentracion maxima
permitida en aguas de consumo y recreacionales como con la exposiciéon a la
concentracion subaguda de MC-LR, expresado en porcentaje respecto al control (PMN

sin exponer a MC-LR, 0 ug MC-LR/L).

Tabla 11. Oxidacion de proteinas medida como carbonilos carbonilos (CO) en PMN (5
x 10° células/mL) expuestos a MC-LR (ug/L)

Carbonilos de PMN (nmol proteinas CO/ 10° células)

MC-LR (pg/L)

0 38+ 6

1 61 + 9%

25 83 + 15%*
PMA 141 & wh

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

160

+271% ***

140
120
+118% **
+60% *
: . I
| |
PMA

Control 1 ug MC-LR/L 25 ug MC-LR/L

CO/ 106 células)
o)) o o

N
o

Carbonilos de PMN (nmol proteinas

Figura 11. Cambios en el contenido de carbonilos en PMN expuestos a MC-LR: I ug/L
v 25 ug/L; PMA (0,2 ug/mlL) respecto al control. * p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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Estos resultados indican que el dafio oxidativo a biomoléculas de membrana que
se observa por quimioluminiscencia espontdnea de PMN expuestos a MC-LR estaria

asociado a la oxidacion de proteinas.

4.2.2.3. Oxidacion de lipidos: TBARS

Con el objetivo de investigar si el incremento de la quimioluminiscencia
espontanea observada en PMN expuestos a concentraciones maxima permitida y
subaguda de MC-LR esté asociado al incremento de peroxidacion de lipidos, se evalud
el contenido de TBARS en las células. Sin embargo, en todo el rango de las
concentraciones de PMN utilizadas para la seleccion de la concentracion oOptima de
trabajo para todos los biomarcadores evaluados, con la metodologia empleada para la
determinacion de TBARS no se pudieron detectar los productos de oxidacion de lipidos
en este modelo experimental. Los resultados obtenidos en la determinacion de
quimioluminiscencia espontanea (ver seccion 4.2.2.1.) indican que en PMN expuestos a
MC-LR se genera emision de luz por desexcitacion del 'O,, pero que en este modelo

experimental no estaria asociado a la oxidacion de lipidos.

4.2.2.4. Contenido de Glutation intracelular

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de PMN a MC-LR genera consumo o
deplecion de antioxidantes, se determind el contenido de GSH en las células. Se utilizo
una concentracion optima de 1,5 x 10° PMN/mL, concentracion a la cual la técnica
empleada resultd sensible. Todos los tratamientos con MC-LR, en todas las
concentraciones evaluadas, disminuyen significativamente (p<0,001) el contenido
intracelular de GSH, la concentracion méaxima permitida lo disminuye un 90%
(»<0,001) y la concentracion subaguda un 80%, en ambos casos con respecto al control

(PMN sin exposicion al agonista, sin tratamiento) (Tabla 12 y Figura 12).

Tabla 12. Contenido intracelular de glutation (GSH) en PMN expuestos a MC-LR (ug/L)

MC-LR (ng/L) GSH (nmol/ 10° PMN)
0 5,77+ 0,44
1 0,58 £ 0,15%%*
25 1,07 £ 0,05%%*
w4, < 0,001
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En la Figura 12 se puede observar la disminucion del contenido intracelular de
GSH en PMN expuestos a MC-LR, tanto a la concentracién maxima permitida en aguas
de consumo y recreacionales como a la exposicion a la concentracion subaguda de
MC-LR, expresado en porcentaje de disminucidn respecto al control (PMN sin exponer

a MC-LR, 0 ug MC-LR/L).
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00

2,00
_80%***

GSH (nmol/ 10° PMN)

_90% * KX

Control 1 ug MC-LR/L 25 ug MC-LR/L

1,00 +

0,00

Figura 12. Cambios en el contenido intracelular de GSH en PMN expuestos a MC-LR: I ug/L
v 25 ug/L respecto al control. ***p < 0,001respecto al control

Estos resultados indican que la exposicion de PMN a dosis permitida y subaguda
de MC-LR disminuye significativamente el contenido de GSH intracelular, con la
consecuente disminucion de la proteccion antioxidante y la predisposicion de las células

a estrés y dafio oxidativo.

4.2.3. Indices de estimulacion del estallido respiratorio y de dafio oxidativo

De acuerdo a los resultados obtenidos, la MC-LR activa el estallido celular
respiratorio medido como AQ, e incrementa la produccion de ROS. En consecuencia, el
estrés oxidativo medido por quimioluminiscencia incrementa, tanto con la dosis méxima
permitida, 1 pg/L, como con la dosis subaguda de 25 pg/L (ver Tabla 10).

A partir de los biomarcadores evaluados se puede calcular el indice de

inhibiciéon o de estimulacion de los procesos inflamatorios y oxidativos asociados al
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efecto de MC-LR en PMN aislados (Tabla 13) con respecto al parametro evaluado en
PMN en ausencia de MC-LR (control). Un valor mayor a 1 indica un efecto estimulante
o activador y un valor menor a 1 representa un efecto inhibitorio del proceso

involucrado.

Tabla 13. /ndice de estimulacion o inhibicion del estallido respiratorio y procesos de

dario oxidativo de PMN expuestos a MC-LR (1 y 25ug/L) o PMA (0,2 pg/mL)

MC-LR Consumo  Quimioluminiscencia  Carbonilos Glutation
(ng/L) de oxigeno
0 1,0 1,0 1,0 1,0
1 1,5 4,0 1,6 0,1
25 1,7 1,5 2,2 0,2
PMA 1,7 1,5 nd nd

nd: no determinado

Estos resultados indican que MC-LR actuaria como estimulo del estallido
respiratorio celular en PMN expuestos, y activa la generaciéon de ROS con ambas
concentraciones de MC-LR evaluadas. Con la concentracion permitida de MC-LR en
agua de bebida y recreacionales, tendria un efecto estimulante del estrés oxidativo, con
la generacion de ROS, principalmente el 'O,, de la oxidacién de proteinas y consumo de
GSH. Sin embargo, con la exposicidon a una concentracion subaguda de MC-LR el
efecto sobre los PMN estaria asociado a procesos inflamatorios con activacion del
estallido respiratorio celular, similar al que genera la exposicion de los PMN a PMA,
asociado a la oxidacion de proteinas, mayor que con la dosis maxima permitida de
MC-LR y consumo de GSH intracelular. Ambas concentraciones de MC-LR generan un
efecto inhibitorio de la proteccion antioxidante ya que se consume el GSH intracelular.

Cuando se estimo6 el indice de inflamacion mediante la combinacion de los dos
indicadores de estallido respiratorio en PMN (AO, y NOX), se observo que la
contribucion de la NOX a este indice es cero en PMN expuestos a MC-LR, por lo tanto,
este indice es el mismo que el obtenido teniendo en cuenta solamente el AO, detectado
por polarografia, que estaria asociado a la reduccion del oxigeno en la cadena de

transporte de electrones mitocondrial.
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El indice de dafio oxidativo calculado teniendo en cuenta los biomarcadores de
oxidacion de biomoléculas y de proteccion antioxidante en PMN mostré que la MC-LR
incrementa el consumo de GSH intracelular con el aumento de la concentracion a la que
se exponen los PMN, tanto a la concentracion maxima permitida de MC-LR en agua de
bebida y recreativas como en la concentracion subaguda evaluada. Un valor mayor a 1
indica un efecto estimulante o activador y un valor menor a 1 representa un efecto

inhibitorio del proceso involucrado (Tabla 14).

Tabla 14. Indice de estimulacion de inflamacion y daiio oxidativo en PMN expuestos a MC-LR

(1y25ug/L)
MC-LR (pg/L) Indice de inflamacién Indice de dafio oxidativo
0 1,0 1,0
1 1,4 1,9
25 1,7 1,3

Los resultados de la Tabla 14 muestran que la MC-LR tanto en la concentracion
maxima permitida en agua de bebida (o de consumo) y recreacionales como en la
concentracion subaguda estimula procesos inflamatorios y dafio oxidativo en los PMN
expuestos, sin embargo, la respuesta inflamatoria es mayor con la concentracion
permitida (I pg MC-LR/L) y el dafio oxidativo es mayor con la exposicion a la

concentracion subaguda (25 ug MC-LR/L).
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4.3. Capitulo 3. Daifo oxidativo e inflamacion en neutrofilos humanos

expuestos a hierro

4.3.1. Marcadores de inflamacion

Con el objetivo de demostrar el efecto de la exposicion de PMN humanos a
concentraciones permitidas de hierro se evaluaron los biomarcadores de inflamacion
tales como el AO,, una medida del estallido celular respiratorio y la actividad de la
NOX; y marcadores de estrés oxidativo, como quimioluminiscencia espontanea,
oxidacion a biomoléculas y consumo de glutation, el principal antioxidante enddgeno
celular.

Para ello se utilizaron PMN humanos aislados y tratados con dos
concentraciones maximas permitidas de Fe*" en aguas de consumo y recreativas, como

también una concentracion toxica.

4.3.1.1. Estallido celular respiratorio. Consumo de oxigeno en PMN

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de PMN a Fe?" genera cambios en el
estallido respiratorio celular, se determin6d el AO, en las células vivas expuestas al
agonista y células vivas no expuestas (control). Se utilizé una concentracion optima de
8 x 10* PMN/mL, concentracion a la cual la técnica empleada resultd sensible. En la
Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos de la determinacion del AO, de PMN
medidos con un electrodo de oxigeno tipo Clark. Se puede observar que cuando los
PMN, a concentraciones 8 x 10* PMN/mL, se exponen a concentraciones crecientes de
Fe** el AO, disminuye respecto al estado basal de estas células aisladas (sin
tratamiento). Se utiliz6 PMA (0,2 pg/mL) como control positivo de estimulacién del
AO,y Zn** (4 mM) como control negativo de inhibicion de AO,.

Los resultados obtenidos muestran que el AO, disminuy6 en forma significativa
un 40% en PMN expuestos a las concentraciones de 6 pg Fe*/L (p<0,01) y 30 pg
Fe*/L (p<0,01) y 58 % con 300 pg Fe*/L (p<0,001) con respecto a los PMN sin
exponer a Fe?* (control) y que este efecto no difiere significativamente entre los
distintos tratamientos. Estos resultados indican que este agonista inhibe parcialmente el

estallido celular respiratorio con dosis permitidas y toxicas (Tabla 15, Figura 13).
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Tabla 15. Consumo de oxigeno para 8 x 10° PMN/mL, expuestos a concentraciones permitidas

de Fe*': 6 ug Fe*'/L; 30 ug Fe*'/L, y téxica: 300 ug Fe*'/L y 0,2 ug PMA/mL y Zn** (4 mM).

Fe ** Consumo de oxigeno
(ug/L) (nmol O,/min/10° PMN)
0 96 £ 6
6 57 & 7**
30 58 & 7**
300 40 £ 1 1%%*
PMA 167+6"""
Zn* 0

*kn < 0,01 y ***p < 0,001 : respecto al control; ""'p < 0,001 respecto al control y a Fe’*

En la Figura 13 se puede observar el cambio en el AO, medido en PMN
expuestos a concentraciones permitidas de Fe*" en agua de bebida y recreacionales y
concentracion toxica, expresado en porcentaje de disminucion respecto al control (PMN

sin exponer a Fe**, 0 ug Fe*/L).
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Figura 13. Cambios en el consumo de oxigeno de PMN expuestos al Fe** (ug/L): 6 ug/L, 30
ug/L'y 300 ug/L,y PMA 0,2 ug/mL, comparados con el control. **p < 0,01 y ***p < 0,001:

respecto al control
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Estos resultados indican que la exposicion a Fe** disminuye el estallido
respiratorio con las concentraciones permitidas de Fe** en aguas de consumo y

recreacionales y con la concentracion toxica evaluada.

4.3.1.2. PMN expuestos a Fe ** (ug/L) y cianuro

Con el proposito de conocer si el AO, determinado en los PMN expuestos al Fe**
en las concentraciones permitidas y toxica, estd asociado a la actividad de la NOX (AO,
extramitocondrial) o a la cadena respiratoria mitocondrial, se midi6 el mismo en
presencia de cianuro (CN°), un inhibidor de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial.

En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de la
cinética del AO, de PMN (8 x 10* células/mL) antes (T1) y después (T2) del agregado
de CN (10 mM). Se puede observar que en presencia de CN™ el AO, de PMN expuestos

a concentraciones crecientes de Fe** se inhibe completamente.

Tabla 16. Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN) (8 x 10° células/mL) en PMN expuestos
al Fe*" (ug/L) al inicio de la medicion: tiempo 1 (T1) y posterior al agregado de cianuro a los 5

minutos de iniciado el proceso de medicion: tiempo 2 (T2)

Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN)

Fe > (ug/L) T1 T2
0 101 + 8 8+ [**
6 64 + 4 0
30 47+3 0%
%) < 0,001

Estos resultados indican que el agregado de cianuro a la suspension de PMN
expuestos a Fe?" inhibe completamente el estallido respiratorio intramitocondrial y que
el efecto inhibitorio del Fe*" seria a nivel extramitocondrial con ambas concentraciones

permitidas de Fe*" en aguas de consumo y recreacionales.
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4.3.1.3. Actividad de NADPH oxidasa (NOX)

Con el objetivo de determinar si la exposicion a Fe** activa o inhibe la actividad
de la enzima NOX de PMN se evalu6 el consumo de NADPH por luminiscencia de
células expuestas al agonista y de células sin exponer (control). Se utilizd una
concentracion de 2,5 x 10° PMN/mL, la cual mostr6 una luminiscencia detectable
expresada en unidades relativas de luminiscencia (URL por unidad de tiempo
(segundos) y por miligramo de proteinas).

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de
la actividad de NOX (ULR/seg x mg prot) en PMN (2,5 x 10° células/mL) expuestos a
Fe* (ug/L). Se puede observar que en la concentracion de células a la que este método
resultd sensible, la exposicion a Fe*', en todas las concentraciones evaluadas, inhibié en
un 100% la actividad de la enzima, ya que no se detectd luminiscencia en las células

expuestas al agonista (Tabla 17).

Tabla 17. Resultados de la determinacion NOX (ULR seg /mg prot) en PMN (2,5 x 10°
células/mL) expuestos a Fe ** (ug/L)

Fe ** (ng/L) NOX de PMN (ULR seg/mg prot)
0 15051 + 11875
6 Nd
30
Nd
300 Nd

nd: no detectable

Estos resultados indican que en PMN expuestos a Fe*" se inhibe completamente
el estallido respiratorio extramitocondrial y que el efecto inhibitorio que genera el Fe**
seria a nivel de la membrana celular, con ambas concentraciones permitidas de Fe*" en

aguas de consumo y recreacionales como también toxicas.

4.3.2. Marcadores de estrés oxidativo
4.3.2.1. Quimioluminiscencia espontinea

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de PMN a Fe?* genera incremento de
la peroxidacion de lipidos y estrés oxidativo, se determind la emision de luz por

quimioluminiscencia espontanea de las células expuestas al agonista con respecto a las
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células control. Se utilizo una concentracion 6ptima de 8 x 10* PMN/mL, concentracion
a la cual la técnica empleada es sensible. En la Tabla 18 se muestran los resultados
obtenidos de la determinacion del marcador de peroxidacion lipidica, la
quimioluminiscencia espontanea de las células vivas.

Se puede observar que luego a la exposicion de las células a diferentes
concentraciones de Fe*'/L, se increment6 la quimioluminiscencia espontanea (QL) con
respecto a PMN sin exponer al agonista. Los resultados de los experimentos realizados
demuestran que, comparado con el control, la quimioluminiscencia espontanea aumento
significativamente cuando a los PMN se los expone a 30 ug Fe*"/L (100%, p<0,01) y
80% al exponerlos a una concentracion de 300 pg Fe*/L (p<0,05) (Tabla 18 y Figura
14).

Cuando se expusieron los PMN a PMA (0,2 pg/mL), un reconocido inductor del
dano oxidativo, se observdo un incremento del 100% en la quimioluminiscencia
espontanea (p<0,001) con respecto al control, el mismo efecto que se observé con 30

mg Fe*'/L (Tabla 18 y Figura 14).

Tabla 18. Quimioluminiscencia de PMN (8 x 10 PMN/mL), expuestos a concentraciones
permitidas de Fe**: 6 ug Fe**/L; 30 ug Fe**/L; y toxica: 300 ug Fe’*/L; y el activador PMA (0,2

ug PMA/mL)
Fe ** (ug/L) Quimioluminiscencia (cps/10° PMN)
0 72 +£13
6 72+9
30 150 & 11**
300 124 + 16*
PMA 158 £ [ 5***

9 < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

En la Figura 14 se puede observar el cambio en la QL medido en PMN
expuestos a concentraciones permitidas de Fe** en agua de bebida y recreacionales y a
una concentracion toxica, expresado en porcentaje de aumento respecto al control (PMN

sin exponer a Fe**, 0 ug Fe*"/L).
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Figura 14. Cambios en la quimioluminiscencia espontdnea de PMN expuestos a Fe’":

6 ug/L, 30 ug/L 'y 300 ug/L,y PMA 0,2 ug/mL, comparados con el control. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001

Estos resultados indican que la exposicion a Fe*" incrementa la oxidacion de
biomoléculas y el estrés oxidativo de PMN con la maxima concentracion permitida de
Fe’" tanto en aguas de consumo y recreacionales como con la concentracion toxica

evaluada.

4.3.2.2. Oxidacion de proteinas: contenido de carbonilos

Con el objetivo de evaluar si la exposicion a Fe*" genera oxidacion de proteinas
en PMN, se determind el contenido de grupos carbonilos de proteinas presentes en las
células. Se utilizo una concentracion optima de 5 x 10° PMN/mL, concentracion a la
cual la técnica empleada resulto sensible. Se puede observar que la exposicion de las
células a diferentes concentraciones de Fe**/L no genera cambios significativos en la

oxidacién de proteinas con respecto a los PMN control (Tabla 19 y Figura 15).
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Tabla 19. Oxidacion de proteinas medida como carbonilos (CO) en PMN (5 x 10° células/mL)
expuestos a Fe?" (ug/L)

Carbonilos de PMN (nmol proteinas CO/ 10° células)

Fe’" (ug/L)
0 38+6
6 41+6
30 28 + 4
300 45+ 10
PMA 141 4+ Dsxsk

% p < 0,001

Estos resultados indicarian que el dafio oxidativo a biomoléculas de membrana
que se observa por quimioluminiscencia espontdnea de PMN expuestos a Fe*" no estaria

asociado a la oxidacion de proteinas.
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Figura 15. Contenido de carbonilos en PMN expuestos a Fe*": 6 ug/L, 30 ug/Ly 300
ug/L,y PMA 0,2 ug/mL, comparados con el control. *** p < 0,001
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4.3.2.3. Oxidacion de lipidos: TBARS

Con el objetivo de investigar si el incremento de la quimioluminiscencia
espontanea observada en PMN expuestos a concentraciones maximas permitidas y
toxicas de Fe*' estd asociado al incremento de peroxidacion de lipidos, se evalud el
contenido de TBARS en las células. Sin embargo, en todo el rango de las
concentraciones de PMN utilizadas para la selecciéon de la concentracion oOptima de
trabajo para todos los biomarcadores evaluados, con la metodologia empleada para la
determinacion de TBARS no se pudieron detectar los productos de oxidacion de lipidos
en este modelo experimental. Los resultados obtenidos en la determinacion de
quimioluminiscencia espontanea (ver seccion 4.3.2.1.) indican que en PMN expuestos a
Fe** se genera emision de luz por la desexcitacion del 'O,, pero que en este modelo

experimental no estaria asociado a la oxidacion de biomoléculas.

4.3.2.4. Contenido de Glutation intracelular

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de PMN a Fe** genera consumo o
deplecion de antioxidantes, se determiné el contenido de GSH en las células. Se utilizo
una concentracion Optima de 1,5 x 10° PMN/mL, concentracion a la cual la técnica
empleada resulto sensible. Todos los tratamientos con Fe*', en todas las concentraciones
evaluadas, disminuyen significativamente el contenido intracelular de GSH, un 80%
con las concentraciones permitidas (p<0,001) y un 90% con la concentracion toxica

respecto al control (PMN sin exponer a Fe**) (Tabla 20 y Figura 16).

Tabla 20. Contenido intracelular de glutation (GSH) en PMN expuestos a Fe ** (ug/L)

Fe > (ug/L) GSH (nmol/ 10° PMN)
0 5,77 + 0,44
6 1,10 £ 0,70%%*
30 1,16 4 0,02%**
300

0,54 £ 0,26%**

w8k < 0,001
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En la Figura 16 se puede observar la disminucion del contenido intracelular de
GSH en PMN expuestos a concentraciones permitidas de Fe** tanto en agua de bebida y
recreacionales como la concentracion toxica, expresada en porcentaje de disminucion

respecto al control (PMN sin exponer a Fe**, 0 ug Fe*'/L).

7,00
6,00
Z
5,00
>
& 400
(=)
-
~ 3,00
|
o -80% ***
E 2,00 ° -80% ***
5 -0 %***
1,00
2 7
Q 0,00
Control 6 ug 30 ug 300 ug
Fe(I)/L Fe(II)/L Fe(ID)/L

Figura 16. Cambios en el contenido intracelular de GSH en PMN expuestos a Fe ** (ug/L) con

respecto a control. ***p < 0,001

Estos resultados indican que la exposicion de PMN a dosis permitidas de Fe*" en
agua disminuye significativamente el contenido de GSH intracelular, disminuyendo la
proteccion antioxidante y predisponiendo las células a estrés y dano oxidativo, siendo

mucho mayor este efecto con la concentracion toxica de Fe*".

4.3.3. Indices de estimulacion del estallido respiratorio y del daiio oxidativo

De acuerdo a los resultados obtenidos, el Fe’" inhibe el estallido celular
respiratorio dependiente de NOX, medido como AO, y como actividad del complejo
enzimatico por luminiscencia, ¢ incrementa la produccion de ROS y en consecuencia el
estrés oxidativo medido por quimioluminiscencia, tanto con las dosis maximas
permitidas, 6 y 30 ug/L, como con la dosis toxica de 300 pg/L.

A partir de estos biomarcadores se puede calcular el indice de inhibicion o de

estimulacion de los procesos inflamatorios u oxidativos asociados al efecto del Fe*" en
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PMN aislados (Tabla 21) con respecto a al parametro evaluado en PMN en ausencia del
Fe*". Un valor mayor a 1 indica un efecto estimulante o activador y un valor menor a 1

representa un efecto inhibitorio del proceso involucrado.

Tabla 21. /ndice de estimulacion o inhibicion del estallido respiratorio y procesos oxidativos de

PMN expuestos a Fe** (6, 30, 300 ug/L) o PMA (0,2 ug/mL)

Fe** (ug/L) Consumo  Quimioluminiscencia Carbonilos GSH
de oxigeno

0 1,0 1,0 1,0 1,0

6 0,6 1,0 1,1 0,2

30 0,6 2,1 0,7 0,2

300 0,4 1,7 1,2 0,1

PMA 1,7 2,2 nd nd

nd: no determinado

Los indices calculados que se muestran en la Tabla 21 indican que Fe?" actuaria
como estimulo del estrés oxidativo en los PMN expuestos e inhibitorio del estallido
respiratorio celular. Con la exposicion a la menor concentracion de Fe** el efecto sobre
los PMN estaria asociado a procesos oxidativos que involucran la homeostasis redox
celular asociados al GSH, sin activacion del estallido respiratorio celular ni oxidacion
de biomoléculas. Sin embargo, el Fe®’, en las concentraciones maxima permitida y
toxica, tendria un efecto estimulante del estrés oxidativo, con la generacion de ROS,
principalmente el 'O,, que no involucra a la NOX ni oxidacion de proteinas, pero si al
contenido de GSH intracelular. Sin embargo, con la concentracion toxica el consumo de
GSH intracelular es mayor. La exposicion de los PMN a Fe*" genera un efecto
inhibitorio de la proteccion antioxidante ya que se consume casi totalmente el GSH
intracelular.

Cuando se estimo6 el indice de inflamacion mediante la combinacion de los dos
indicadores de estallido respiratorio en PMN (AO, y NOX), se observo que la
contribucion de NOX a este indice es cero en PMN expuestos a Fe*", por lo tanto, este
indice es el mismo que el obtenido teniendo en cuenta solamente el AO, detectado por
polarografia, que estaria asociado a la reduccion del oxigeno en la cadena de transporte

de electrones mitocondrial.
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El indice de dafio oxidativo calculado teniendo en cuenta los biomarcadores de
oxidacion de biomoléculas y de proteccion antioxidante en PMN mostrd que el Fe*
incrementa el consumo de GSH intracelular con el aumento de la concentracion a la que
se exponen los PMN, tanto a concentraciones permitidas de Fe’" en agua de bebida y
recreativas como en la concentracion toxica evaluada. Un valor mayor a 1 indica un
efecto estimulante o activador y un valor menor a 1 representa un efecto inhibitorio del

proceso involucrado (Tabla 22).

Tabla 22. indice de estimulacion o inhibicion de inflamacion y daiio oxidativo en PMN

expuestos a Fe** (6, 30, 300 ug/L)

Fe** (ug/L) indice de inflamacion  Indice de daiio oxidativo
0 1,0 1,0
6 0,6 0,8
30 0,6 1,0
300 0,4 1,0

Los resultados de la Tabla 22 muestran que el Fe*" tanto con la concentracion
maxima permitida en agua de bebida y recreacionales como con la concentracion toxica
inhibe los procesos inflamatorios y no genera estrés/dafio oxidativo. Si bien con las
concentraciones maxima permitida y tdxica se observa aumento de la
quimioluminiscencia, y consumo de GSH intracelular, los procesos oxidativos podrian
ser reversibles y no observarse un cambio en la concentracion de biomoléculas

oxidadas.
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4.4. Capitulo 4. Estrés oxidativo e inflamacion en neutrofilos humanos

expuestos a hierro y MC-LR.

4.4.1. Marcadores de inflamacion

Con el objetivo de demostrar el efecto de la exposicion de PMN humanos
expuestos a concentraciones permitidas de MC-LR y Fe*" en forma combinada se
evaluaron los biomarcadores de inflamacion tales como el AO,, un marcador del
estallido celular respiratorio, y la actividad del complejo enzimatico NOX; y los
marcadores de estrés oxidativo, como quimioluminiscencia espontdnea, oxidacion a
biomoléculas y consumo de glutation, el principal antioxidante endégeno celular.

Para ello se utilizaron PMN humanos aislados y tratados con la dosis permitida
de MC-LR en aguas de consumo y recreativas, estimada en 1 pg MC-LR /L, como
también, en una dosis subaguda calculada en 25 pg/L en presencia de Fe** en las

concentraciones permitidas en aguas de consumo y recreativas o toxicas.

4.4.1.1. Estallido respiratorio celular. Consumo de oxigeno en PMN

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de PMN a MC-LR y Fe*" genera
cambios en el estallido respiratorio celular, se determind el AO, en las células vivas
expuestas al agonista y células vivas no expuestas (control). Se utilizd una
concentracion optima de 8 x 10* PMN/mL, concentracion a la cual la técnica empleada
resultd6 sensible. En la Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos de la
determinacion del AO, de PMN medidos con un electrodo de oxigeno tipo Clark. Se
puede observar que cuando los PMN se exponen en forma combinada a las
concentraciones permitidas y subaguda de MC-LR y de todas las concentraciones
permitidas de Fe?* se activan los mecanismos asociados al AO, respecto al estado basal
de estas células aisladas (sin tratamiento) (Tabla 23, Figuras 17 y 18).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 23 y Figuras 17 y 18, en la que
se pueden observar los efectos activadores o inhibitorios dosis dependiente cuando los
PMN se incubaron con MC-LR y Fe*". Con respecto a los PMN sin exponer, la
combinacion de concentraciones permitida de MC-LR con la menor concentracion
permitida de Fe** aument6 un 40% (p<0,01) el AO,, y 46% (p<0,01) con la
concentracion de 1 pg MC-LR/L y 300 pg Fe*'/mL (toxica) (Tabla 23, Figuras 17 y 18).
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Cuando se comparan los resultados obtenidos del AO, de PMN expuestos a
ambos agonistas juntos con respecto a la exposicion al Fe*', el AO, de los PMN
expuestos a todas las combinaciones de concentraciones permitidas de ambos agonistas
y toxicas de Fe* y con la concentracion permitida de MC-LR fue significativamente
mayor al 100% (p<0,01) que cuando fueron expuestos a las concentraciones permitidas
y toxica de Fe*', y ese incremento es independiente de la concentracion de Fe*'. Para la
concentracion toxica de Fe*" y concentracion permitida de MC-LR el incremento del
AQO, también fue mayor al 100% (p<0,01), sin embargo, con la concentracién subaguda
de MC-LR no se observd cambio significativo entre la combinacién de ambos agonistas

y la exposicion a Fe** en la concentracion toxica y al control (Tabla 23).

Tabla 23. Consumo de oxigeno para 8 x 10 PMN/mL, expuestos a concentraciones permitidas
de MC-LR: I ug MC-LR/L; y subaguda: 25 ug MC-LR/L en presencia de Fe’": concentraciones
permitidas: 6 y 30 ug Fe’"/L; y téxica: 300 ug Fe’*/L

Agonista Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN)
Fe?* (ng/L) 0 MC-LR/L 1 ng MC-LR/L 25 ng MC-LR/L
0 96 + 6 133 £ 2% 159 £ 13*
6 57 &£ 7** 135 + 8" 132 £ 11%
30 58 & 7** 111 £ 977 118 £ 977
300 40 £ 11%* 140 + 11# 69 + 11**
*¥n<(),01 respecto al control; "p<0,01 respecto a MC-LR y al Fe’*; "p<0,01respecto al control
yal Fe**

Si se compara el AO, de PMN expuestos a ambos agonistas con respecto a la
exposicion a MC-LR, el efecto observado con ambos agonistas simultineamente sobre
el AO, dependi6 de la concentracion de Fe** y de MC-LR. Con la méaxima
concentracion permitida de Fe*', la combinacion con la concentracion permitida y
subaguda de MC-LR, el AO, disminuy6 un 17% respecto a la concentracion permitida
de MC-LR y 26% con respecto a la incubacion con la concentraciéon subaguda de
MC-LR (p<0,01). Sin embargo, cuando se combinaron la concentracion subaguda de
MC-LR (25ug MC-LR/L) y toxica de Fe** (300 pg Fe*"/mL), el AO, disminuy6 un 57%
(p<0,05) con respecto a los PMN expuestos solamente a esa concentracion de MC-LR y
no cambid respecto a las células sin exponer a ningun agonista ni al AO, de los PMN

expuestos a concentraciones permitidas o toxica de Fe** (Tabla 23, Figuras 17 y 18).
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En la Figura 17 se puede observar el cambio en el AO, medido en PMN
expuestos tanto a la concentracion maxima permitida de MC-LR y Fe*" en aguas de
consumo y recreacionales como a la exposicion a una concentracion subaguda (Figura
18) de MC-LR, o toxica de Fe**, expresado en porcentaje de aumento o disminucion con
respecto al control (PMN sin exponer a agonistas) o a cada agonista.

Estos resultados indican que la combinacion de ambos agonistas activa el
estallido celular respiratorio con las dosis permitidas de 6 y 30 ug Fe*'/L y con la dosis
permitida o subaguda de MC-LR (1pg MC-LR/L y 25 ug MC-LR/L) (Tabla 23, Figuras
17 y 18) con respecto a PMN control. MC-LR en la concentracion permitida activa el
AQ, de los PMN expuestos a la concentracion toxica de Fe**, pero con la concentracion
subaguda de MC-LR y toxica de Fe*, el AO, se inhibe respecto MC-LR (p<0,01) que
alcanza el valor del control (Tabla 23, Figura 18), y el de Fe*’como unico agonista. En
sintesis, el Fe*" en la concentracién maxima permitida previene el incremento del AO,
causado por el MC-LR en la concentracién permitida y subaguda, y el Fe*', en la
concentracion toxica inhibe el efecto activador de la MC-LR en la concentracion

subaguda (Tabla 23, Figura 18).

4.4.1.2. PMN expuestos a Fe**, MC-LR (ug/L) y cianuro

Con el propdsito de conocer si el AO, determinado en los PMN expuestos a
MC-LR y Fe*, en las concentraciones permitida y subaguda de MC-LR vy las permitidas
y toxica de Fe*', estd asociado a la actividad de la NOX (AO, extramitocondrial) o a la
cadena respiratoria mitocondrial, se determind el mismo en presencia de cianuro (CN"),
un inhibidor de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.

En la Tabla 24 se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de la
cinética del AO, de PMN (8 x 10* células/mL) antes (T1) y después (T2) del agregado
de CN (10 mM). Se puede observar que en presencia de CN™ el AO, de PMN expuestos
a la combinacion de todas las concentraciones permitidas y toxicas de MC-LR y de Fe**

se inhibe completamente.
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Tabla 24. Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN) (8 x 10° células/mL) en PMN expuestos
al MC-LR y Fe** al inicio de la medicién: tiempo 1 (T1) y posterior al agregado de cianuro a

los 5 minutos de iniciado el proceso de medicion: tiempo 2 (T2)

Agonista Consumo de oxigeno (nmol O,/min/10° PMN)
Fe?* (ng/L) 1 pg MC-LR/L 25 ng MC-LR/L
T1 T2 T1 T2
0 133+2 20 + 1** 159+ 13 20 + ] **
6 135+ 8 ** 0** 132 £ 11** 0**
30 111+£9 0** 118+9 O**
300 140 £ 11%** 0** 69 + 117° O**
**p < 0,01

Estos resultados indican que el agregado de cianuro a la suspension de PMN
expuestos a la concentracion maxima permitida y subaguda de MC-LR combinadas con
las concentraciones permitidas y toxica de Fe*' inhibe completamente el estallido
respiratorio, lo cual indica que el efecto activador de estos agonistas combinados (en
ausencia de cianuro) estaria asociado principalmente a procesos oxidativos que ocurren

a nivel mitocondrial.

4.4.1.3. Actividad de NADPH oxidasa (NOX)

Con el objetivo de determinar si la exposicion a los agonistas MC-LR y
Fe**combinados activa o inhibe la actividad de la NOX de PMN, se evalud el consumo
de NADPH por luminiscencia de células expuestas al agonista y de células sin exponer
(control). Se utiliz6 una concentracion de 2,5 x 10° PMN/mL, la cual mostrd una
luminiscencia detectable expresada en unidades relativas de luminiscencia (URL por
unidad de tiempo (segundos) y por miligramo de proteinas).

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de
la actividad de NOX (ULR/seg x mg prot) en PMN (2,5 x 10° células/mL) expuestos a
MC-LR y Fe** (ug/L). Se puede observar que la exposicion de PMN a ambos agonistas,
en la concentracion de células a la que este método resulto sensible, inhibid en un 100%
la actividad de la enzima, ya que no se detectdé luminiscencia en las células expuestas a

las concentraciones de ambos agonistas (Tabla 25).
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Tabla 25. Resultados de la determinacion NOX (ULR seg /mg prot) en PMN (2,5 x 10°
células/mL) expuestos a MC-LR y Fe** combinados (ug/L)

Agonista NOX de PMN (ULR seg/mg prot)
Fe** (ug/L) MC-LR/L
0 1pg/L 25 pg /L
0 15051 + 11875 nd nd
6 nd nd nd
30 nd nd nd
300 nd nd nd

nd: no detectable

Estos resultados indican que en PMN expuestos a MC-LR y Fe** combinados se
inhibe completamente el estallido respiratorio extramitocondrial del PMN y que el
efecto inhibitorio que generan MC-LR y Fe®* seria a nivel de la membrana celular, con
ambas concentraciones, tanto a la concentracion mdxima permitida en aguas de
consumo y recreacionales como con la exposicion a concentraciones toxicas de ambos

agonistas.

4.4.2. Marcadores de estrés oxidativo
4.4.2.1. Quimioluminiscencia espontinea

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de los PMN a MC-LR y Fe*
combinados genera incremento de la peroxidacion de lipidos y estrés oxidativo, se
determind la emision de luz por quimioluminiscencia espontanea de las células
expuestas a la combinacion de los agonistas con respecto a las células control y a cada
uno de los agonistas. Se utilizo una concentracion Optima de 8 x 10* PMN/mL,
concentracion a la cual la técnica empleada es sensible. En la Tabla 26 se muestran los
resultados obtenidos de la determinacion del marcador de peroxidacion lipidica, la
quimioluminiscencia espontanea de las células vivas.

Se puede observar que luego de la exposicion de las células a la combinacion de
los agonistas en la concentracion permitida y subaguda de MC-LR/L en forma
simultinea con concentraciones permitidas o toxica de Fe?', disminuyo la

quimioluminiscencia espontanea (QL) con respecto a los PMN expuestos a cada
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agonista en las distintas concentraciones evaluadas, y sin cambios significativos con

respecto al control (PMN sin exponer al agonista) (Tabla 26 y Figura 19).

Tabla 26. Quimioluminiscencia de PMN (8 x 10 PMN/mL), expuestos a concentraciones
permitida de MC-LR: lug MC-LR/L y subaguda: 25 ug MC-LR/L; y Fe’* (6, 30 0 300 ug Fe’*/L)

Agonista Quimioluminiscencia (cps/10° PMN)
Fe** (nug/L) 0 MC-LR/L 1 pg MC-LR/L 25 pg MC-LR/L
0 72 £13 287 +24™ 108 + 18%**
6 72+£9 65 + 6™ 67 + 6"
30 150 & 11%** 56 £ 21 41+1™
300 124 + 16%** 62 + 9e&& 34+1M

ik, < 0,001 respecto al control; *p<0,001 respecto a MC-LR; “““p<0,001 respecto a MC-LR y
a Fe’*; ™p<0,001 respecto al control, a MC-LR y a Fe’*

Los resultados de los experimentos realizados demuestran que la QL de los
PMN expuestos a la combinacion de ambos agonistas en las concentraciones permitidas
disminuy6 un 77% con respecto a la concentracion permitida de MC-LR (p<0,001,
Figura 18) y un 40% con respecto a la concentraciéon subaguda de MC-LR (p<0,001,
Figura 19). La exposicion de los PMN a las concentraciones maxima permitida y toxica
de Fe*" con MC-LR en la concentracion permitida, gener6 una disminucion del 60 y
50% respectivamente de la emision de luz con respecto al efecto producido por la
exposicion de los PMN a las concentraciones maxima permitida y toxica de Fe*" como
unico agonista (p<0,001), hasta alcanzar los valores de QL de PMN control (Tabla 26 y
Figura 19). El valor de cambio expresado en porcentajes se indica en la Figura 19 (70%)
para las combinaciones de dosis permitida y toxica de Fe*'con la dosis subaguda de
MC-LR comparadas con Fe?*’como tnico agonista (60 y 50% respectivamente) o con
MC-LR como tnico agonista (80%).

Con respecto a la combinacion de las concentraciones méaxima permitida y
toxica de Fe* con MC-LR en la concentracion subaguda, generd una disminucion del
70% de la emision de luz con respecto al efecto producido por la exposicion de los
PMN a las concentraciones maxima permitida y toxica de Fe*', en ambos casos como

unico agonista (p<0,001) (Tabla 26, Figura 20).
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En las Figuras 19 y 20 se puede observar el cambio en la QL medido en PMN
expuestos a la combinacion de MC-LR y Fe®', tanto a la concentraciéon méxima
permitida en aguas de consumo y recreacionales como con la exposicién a la
concentracion subaguda de MC-LR vy toxica de Fe*" (Figura 20) respecto al control

(PMN sin exponer a agonistas) o a cada agonista (Figuras 19 y 20).
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Figura 19. Cambios en la quimioluminiscencia de PMN expuestos al Fe** (ug/L): 6 ug/L, 30
ug/L y 300 ug/L y MC-LR: 1 ug/L comparados con el control, con Fe** y MC-LR (1 ug/L).
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Estos resultados indican que la exposicion a MC-LR combinada con Fe**
previene la oxidacion de lipidos y del dafio oxidativo de PMN que genera la MC-LR en
la concentracién permitida o subaguda, o la exposicion a Fe®', tanto con la
concentracion maxima permitida en aguas de consumo y recreacionales como con la

exposicion a la concentracion toxica.

4.4.2.2. Oxidacion de proteinas: contenido de carbonilos

Con el objetivo de evaluar si la exposicion a MC-LR en simultdneo con Fe**
genera oxidacion de proteinas en PMN, se determiné el contenido de grupos carbonilos
de proteinas presentes en las células. Se utilizo una concentracion optima de 5 x 10°
PMN/mL, concentracion a la cual la técnica empleada resulto sensible.

La combinacion de MC-LR en la concentracion permitida con Fe*', en todas las
concentraciones evaluadas, disminuye 30% (p<0,01) la oxidaciéon de proteinas en los
PMN expuestos con respecto a la oxidacion de proteinas generada por la MC-LR en la
concentracion permitida, hasta alcanzar el valor del control. El mismo efecto fue

observado con las combinaciones de las concentraciones permitidas y toxica de Fe*"con
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la concentracion subaguda de MC-LR, pero la disminucion fue mayor (52%, p<0,01)
con respecto al efecto producido por MC-LR (Tabla 27, Figuras 21 y 22).

Sin embargo, se puede observar que la exposicion de las células a la
concentracion maxima permitida de Fe** combinada con la concentracion subaguda de
MC-LR en agua de bebida y recreacionales incrementa significativamente la oxidacion
de proteinas de los PMN expuestos (70%, p<0,001) con respecto a los PMN sin
exponer, con una oxidacion de proteinas similar al efecto observado por la exposicion
de los PMN a la concentracion permitida (p<0,05) y subaguda de MC-LR como unico
agonista (p<0,01). En todos los casos, la combinacion con Fe*" protegio a las proteinas

de los PMN del daio oxidativo generado por la MC-LR (Tabla 27, Figuras 21 y 22).

Tabla 27. Oxidacion de proteinas medida como carbonilos (CO) en PMN (5 x 10° células/mL)
expuestos a la combinacion de MC-LR y Fe** (ug/L)

Agonista Carbonilos de PMN (nmol proteinas CO/ 10° células)
Fe?* (ng/L) 0 MC-LR/L 1 pg MC-LR/L 25 pg MC-LR/L
0 38 £6 61 +9* 83 + ]5%*
6 41+6 41 £ 10" 35+ 9%
30 28 +4 34 + 9% 65+ 17
300 45+ 10 32+ 9% 44 £ 17"

*n<0,05; ##p<0,001 respecto a MC-LR,; ™p<0,001 respecto al control y al Fe*"

Las Figuras 21 y 22 muestran el cambio en la oxidacién de proteinas medido
como contenido de carbonilos en PMN expuestos a MC-LR y Fe*', combinados en la
concentracion maxima permitida en aguas de consumo y recreacionales como con la
concentracion subaguda de MC-LR o toxica de Fe**, expresado en porcentaje respecto
al control (PMN sin exponer a agonistas) o a cada agonista (Figuras 15,21 y 22). En la
Figura 22 no se incluyen los datos de Fe*" como agonista solo ya que no presenta
diferencias significativas con el control, y el porcentaje de cambio con respecto al Fe*

es igual al del control.
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Figura 21. Cambios en el contenido de carbonilos de PMN expuestos al Fe’* (ug/L): 6 ug/L,
30 ug/L y 300 ug/L y MC-LR: I ug/L comparados con el control y con MC-LR (1 ug/L).
*0<0,05; ##p<0,001 respecto a MC-LR.
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Figura 22. Cambios en el contenido de carbonilos de PMN expuestos al Fe*" (ug/L): 6
ug/L, 30 ug/L y 300 ug/L y MC-LR: 25 ug/L comparados con el control y con MC-LR (25
ug/L). ¥*p<0,01 respecto al control; ##p<0,001 respecto a MC-LR; "p<0,001 respecto al

control y al Fe’".
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Estos resultados indicarian que la presencia de Fe*" inhibe el estrés oxidativo de
las proteinas causado por la exposicion de PMN a la concentracion permitida de
MC-LR. La concentracion permitida de 1 pg Fe*"/mL y la concentracion toxica de Fe**
inhiben la oxidacién de proteinas que genera la exposicion a una concentracion
subaguda de MC-LR, sin embargo, la concentracién maxima permitida de Fe*" no es
suficiente para inhibir el dafo oxidativo a proteinas que produce la concentracion
subaguda de MC-LR. De acuerdo a estos resultados y los obtenidos de
quimioluminiscencia, el dafio oxidativo a las proteinas observado en los PMN expuestos
a MC-LR y a Fe*" en la combinacion subaguda de MC-LR y maxima permitida de Fe*
no estaria asociada a los procesos oxidativos de membrana que generan como producto

de descomposicion final al 'O, y emision de luz.

4.4.2.3. Oxidacion de lipidos: TBARS

Con el objetivo de investigar si el incremento de la quimioluminiscencia
espontanea observada en PMN expuestos a la combinacion de MC-LR en
concentraciones maxima permitida y subaguda con concentraciones permitidas y una
concentracion toxica de Fe*" esta asociado al incremento de peroxidacion de lipidos, se
evalud el contenido de TBARS en las células. Sin embargo, en todo el rango de las
concentraciones de PMN utilizadas para la selecciéon de la concentracion optima de
trabajo para todos los biomarcadores evaluados, con la metodologia empleada para la
determinacion de TBARS no se pudieron detectar los productos de oxidacion de lipidos
en este modelo experimental. Los resultados obtenidos en la determinacion de
quimioluminiscencia espontanea (ver seccion 4.2.2.1.) indican que en los PMN
expuestos a cada uno de los agonistas por separado, MC-LR o Fe*', genera emision de
luz, pero que en este modelo experimental cuando se exponen los PMN a la mezcla de
ambos agonistas, no se observa ese incremento en la quimioluminiscencia de los PMN
expuestos. Lo que indica que los efectos observados no estarian asociados a la

oxidacion de lipidos.

4.4.2.4. Contenido de Glutation intracelular

Con el objetivo de evaluar si la exposicion de PMN a la combinacion de MC-LR
y Fe*" genera consumo o deplecion de antioxidantes, se determin6 el contenido de GSH
en las células. Se utiliz una concentracion optima de 1,5 x 10° PMN/mL, concentracion

a la cual la técnica empleada resultd sensible. Todos los tratamientos con MC-LR y
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Fe*, en todas las concentraciones evaluadas, disminuyen significativamente el
contenido intracelular de GSH (Tabla 28, Figura 23 y 24).

La exposicion de los PMN a la combinacion de los agonistas en la concentracion
permitida de Fe*" y MC-LR genera una disminucion del 70% (p<0,01) del contenido
intracelular de GSH respecto a los PMN control, comparable con el efecto observado
por la exposicion de PMN a las concentraciones permitidas del agonista Fe** (80%,
p<0,001), a la concentracion subaguda de MC-LR (80%, p<0,001); o a la combinacion
de MC-LR subaguda y maxima permitida de Fe**, como también con la combinacion de
la concentracién subaguda de MC-LR y toxica de Fe*™ (70%, p<0,001 y p<0,01
respectivamente) (Tabla 28, Figuras 23 y 24).

Sin embargo, la exposicion de los PMN a la concentracion maxima permitida y
toxica de Fe’" combinadas con la concentracion permitida de MC-LR consumen el 97%
del contenido intracelular de GSH (p<0,001) con respecto al control, comparable con el
efecto observado con la combinacion de la concentracion permitida de Fe*' y
concentracion subaguda de MC-LR (93%, p<0,001); con la exposicion al agonista Fe*"
en la concentracion toxica (93%, p<0,001), o concentracion permitida de MC-LR (90%,
p<0,001) en aguas de consumo y recreacionales, en todos los casos con respecto al

control (PMN sin exposicion al agonista, sin tratamiento) (Tabla 28, Figuras 23 y 24).

Tabla 28. Contenido intracelular de glutation (GSH) en PMN expuestos a MC-LR y Fe*" (ug/L)

Agonista GSH (nmol/ 10° PMN)
Fe** (ng/L) 0 MC-LR/L 1 pg MC-LR/L 25 pg MC-LR/L
0 5,77+0,44 0,58 £ 0,15%** 1,07 £ 0,05%**
6 1,10 £ 0,70%** 1,30 £ 0,16## 0,38 £ 0,08
30 1,16 £ 0,02%** 0,17+0,1™ 1,69 +0,21™
300 0,54 + 0,26%** 0,42 £+ 0,19%** 1,28 +£ 0,62%¢

*ikxp<(),001respecto al control; ##p<0,01 respecto al control y MC-LR; ““p<0,01 respecto al
control y Fe**; "p<0,001 respecto al control, a MC-LR y al Fe**
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En las Figuras 23 y 24 se puede observar la disminucion del contenido
intracelular de GSH en PMN expuestos a MC-LR y Fe®', tanto a la concentracion
maxima permitida en aguas de consumo y recreacionales como a la exposicion a la
concentracion subaguda de MC-LR y toxica de Fe?', expresado en porcentaje de
disminucion respecto al control (PMN sin exponer a los agonistas) y a cada agonista.

La disminucién del contenido intracelular de GSH fue mayor con la
combinacion de la mayor concentracion de Fe** (maxima permitida y toxica) con la
menor concentracion de MC-LR (permitida) como también con la mezcla de los
agonistas con la menor concentracion de Fe*™ (permitida) y mayor de MC-LR
(subaguda) (Tabla 28, Figuras 23 y 24).

Estos resultados indican que la exposicion de PMN a las dosis permitidas y
subaguda de MC-LR combinadas con las concentraciones permitidas y toxica de
Fe*'disminuye significativamente el contenido de GSH intracelular, disminuyendo la

proteccion antioxidante y predisponiendo las células a estrés y dafio oxidativo.
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Figura 23. Cambios en el contenido intracelular de GSH de PMN expuestos al Fe** (ug/L): 6
ug/L, 30 ug/L y 300 ug/L y MC-LR: 1 ug/L comparados con el control, Fe** (6, 30 y 300 ug/L)
y MC-LR (1 ug/L). ***p<0,001respecto al control;, ™p<0,001 respecto a MC-LR (70%) y al
Fe’*(85%)
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Figura 24. Cambios en el contenido intracelular de GSH de PMN expuestos al Fe** (ug/L): 6
ug/L, 30 ug/L y 300 ug/L y MC-LR: 1 ug/L comparados con el control, Fe** (6, 30 y 300 ug/L)
¥ MC-LR (25 ug/L). ***p<0,00Irespecto al control; ##p<0,01 respecto al Fe**; ™p<0,01

respecto a MC-LR y al Fe**

4.4.3. Indices de estimulacion del estallido respiratorio y del dafio oxidativo

A partir de los biomarcadores evaluados para cada agonista en las distintas
concentraciones permitidas en agua de bebida y recreacionales como con las
concentraciones toxicas, se pudo calcular el indice de inhibicién o de estimulacion de
los procesos inflamatorios u oxidativos asociados al efecto de MC-LR y Fe** cuando los
PMN aislados se incubaron ex vivo con la mezcla de ambos agonistas con respecto al
parametro evaluado en PMN en ausencia de los agonistas (control) (Tabla 29). Un valor
mayor a 1 indica un efecto estimulante o activador y un valor menor a 1 representa un
efecto inhibitorio del proceso involucrado.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la combinacion de MC-LR y Fe*', en
todas las concentraciones evaluadas, activa el estallido celular respiratorio medido como
AQO, en PMN con respecto al control (PMN sin exponer), excepto con la combinacion de
la concentracion toxica de Fe*' y subaguda de MC-LR (Tabla 29).

La combinacion de ambos agonistas en concentraciones permitidas disminuye
el estrés oxidativo con respecto al control, como también con las concentraciones toxica

de Fe*" y subaguda de MC-LR, protegiendo a los PMN de la generacion de ROS y del
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dano oxidativo que genera cada agonista, ya que el indice que combina los marcadores
de dafio oxidativo para cada agonista en todas las combinaciones es menor al de las
células sin exponer.

Con respecto a la oxidacion de proteinas medida como carbonilos presentes en
la muestra, la combinacion de las concentraciones permitidas o toxica de Fe** con la
concentracion permitida de MC-LR disminuye la oxidacioén de proteinas, sin embargo,
cuando los PMN se los expone a la concentracion maxima permitida o toxica de Fe*
con la concentracion subaguda de MC-LR en la mezcla, se estimula la oxidacién de
proteinas de los PMN expuestos a la mezcla respecto al control (Tabla 29). La
combinacion de ambos agonistas en todas las concentraciones a las que se expusieron
los PMN depletaron casi totalmente a los PMN del GSH intracelular con respecto al
control (Tabla 29). Estos resultados indican que MC-LR combinada con Fe*' actuaria
como estimulo del estallido respiratorio celular en PMN expuestos a todas las
concentraciones permitidas de Fe** y MC-LR, o toxica de Fe*" y permitida de MC-LR.

La combinacion de Fe’* y MC-LR en concentraciéon toxica y subaguda

respectivamente inhibe el AO, con respecto al control (Tabla 29).

Tabla 29. /ndice de estimulacion o inhibicion del estallido respiratorio y procesos oxidativos de

PMN expuestos a MC-LR (1 y 25ug/L) y Fe** (6, 30 y 300 ug/L) con respecto al control

Consumo de oxigeno  Quimioluminiscencia Carbonilos GSH
Fe* MC-LR (pg/L)
(ng/L) 1 25 1 25 1 25 1 25
6 1.4 14 0,9 0,9 1,1 0,9 0,2 0,07
30 1,2 1,2 0,8 0,6 0,9 1,7 0,03 0,3
300 L5 0,7 0,9 0,9 0,8 1,2 0,07 0,2

La combinacion de ambos agonistas no activa la generacion de ROS con todas
las concentraciones de MC-LR y Fe** evaluadas. Se observd que con las
concentraciones permitidas de MC-LR en agua de bebida y recreacionales combinadas
con Fe?', tanto en concentraciones permitidas como toxicas, no tendria un efecto
activador del estrés oxidativo, respecto al control.

Sin embargo, con la exposicion a una concentracion subaguda de MC-LR y

toxica de Fe*" el efecto sobre los PMN no estaria asociado a procesos inflamatorios con
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activacion del estallido respiratorio celular, pero si asociado a la oxidacion de proteinas
y consumo de GSH intracelular. Ambas concentraciones de MC-LR generan un efecto
inhibitorio de la proteccion antioxidante ya que se consume el GSH intracelular (Tabla
29).

Con el objetivo de estimar la contribucion de MC-LR o del Fe** al efecto
observado en los PMN expuestos a la mezcla de ambos agonistas en todas las
combinaciones de las concentraciones evaluadas, se calcularon los indices de estallido
respiratorio 'y estrés oxidativo con respecto al efecto de los biomarcadores
correspondientes con respecto a cada agonista, a la MC-LR (Tabla 30) o al Fe** (Tabla
31).

Para evaluar la contribucion del Fe*" al efecto observado con la mezcla de ambos
agonistas se calcularon los indices de estallido respiratorio y estrés oxidativo a partir de
los biomarcadores correspondientes en PMN expuestos a la combinaciéon de ambos
agonistas con respecto a MC-LR. Estos indices muestran que no se observa un efecto
estimulante del AO,, y se produce una inhibicion del estrés oxidativo y de la oxidacion
de proteinas con las todas las concentraciones de ambos agonistas. Con todas las
combinaciones de MC-LR y Fe*, los indicadores de estallido respiratorio y estrés
oxidativo muestran un efecto inhibitorio con respecto al estallido respiratorio que
genera la MC-LR como tUnico agonista, lo que sugiere que el Fe*" actuaria como un
agente inhibitorio de la respuesta de los PMN al estallido respiratorio estimulado por
MC-LR (Tabla 30).

La disminucion de los indices de quimioluminiscencia y oxidacion de proteinas
para los PMN expuestos a la mezcla de ambos agonistas en todas las concentraciones
comparados con el efecto de MC-LR como unico agonista indica que el estrés oxidativo
y dafio a proteinas seria causado por accion del Fe?'. Esta observacion se comprueba al
analizar los indices de consumo de GSH intracelular para las combinaciones de
concentraciones permitidas de MC-LR y Fe*", como también, con la mezcla de MC-LR
en concentracion subaguda con el Fe*', tanto con la concentraciéon maxima permitida
como toxica. Ambas concentraciones muestran un aumento del contenido de GSH
respecto a MC-LR. Lo que indicaria que la presencia de Fe*" en la mezcla disminuye el
consumo de GSH (Tabla 30).

Con el objetivo de analizar la contribucion de la MC-LR al efecto observado con

la mezcla de ambos agonistas se calcularon los indices de estallido respiratorio y estrés
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oxidativo a partir de los biomarcadores correspondientes en PMN expuestos a la

combinacion de ambos agonistas con respecto al Fe*'.

Tabla 30. /ndice de estimulacion o inhibicion del estallido respiratorio y procesos oxidativos de

PMN expuestos a MC-LR (1 y 25ug/L) y Fe** (6, 30y 300 ug/L) con respecto a MC-LR (1 y

25ug/L)
Consumo de oxigeno Quimioluminiscencia  Carbonilos Glutation
Fe* MC-LR (pg/L)
(ng/L) 1 25 1 25 1 25 1 25
0 1 1 1 1 1 1 1 1
6 1 0,8 0,2 0,6 0,7 0,4 2,2 0,4
30 0,8 0,7 0,2 0,4 0,6 0,8 0,3 1,6
300 1,1 0,4 0,2 0,3 0,5 0,5 0,7 1,2

Estos indices muestran que la combinacion de ambos agonistas en todas las
concentraciones aumenta el AO,, en forma similar al efecto activador del estallido
respiratorio que genera la MC-LR, sin embargo, se muestra una disminucion en los
indicadores de estrés oxidativo, ya que los indices de quimioluminiscencia son menores
a uno en la mezcla de todas las concentraciones de Fe*" y de MC-LR (Tabla 31).

En cuanto al contenido de carbonilos presentes en los PMN expuestos a las
combinaciones de agonistas con la concentracidon maxima permitida de Fe*' y las
concentraciones permitida o subaguda de MC-LR, el indice es mayor a 1. Lo que

indicaria el estimulo de la oxidacion de proteinas en los PMN expuestos (Tabla 31).
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Tabla 31. /ndice de estimulacion o inhibicion del estallido respiratorio y procesos oxidativos de

PMN expuestos a MC-LR (1 y 25ug/L) y Fe** (6, 30, 300ug/L) con respecto a Fe** (6, 30 y

300ug/L)
Consumo de oxigeno Quimioluminiscencia Carbonilos GSH

Fe** MC-LR (pg/L)

(ng/L) 1 25 1 25 1 25 1 25

0 1 1 1 1 1 1 1 1

6 2,3 2,3 0,9 0,9 1 0,9 1,2 0,3
30 1,9 2,0 0,4 0,3 1,2 2,3 0,2 1,5
300 3,5 1,7 0,5 0,3 0,7 1 0,8 2,4

Estos resultados difieren con los indices calculados con respecto a MC-LR
mostrados en la Tabla 30. La activacién del estallido respiratorio con todas las
concentraciones de agonistas evaluadas se debe a la accion de la MC-LR y la
estimulacion del estrés oxidativo al efecto del Fe?", como también el dafio oxidativo a
las proteinas con la combinacion de la concentracidon méaxima permitida de Fe*'y
subaguda de MC-LR (Tabla 31).

Los indices de contenido intracelular de GSH calculados para la combinacion de
los agonistas en todas las concentraciones evaluadas con respecto al Fe** (Tabla 31)
mostraron la misma tendencia de los indices calculados respecto a MC-LR (Tabla 30),
sugiriendo que ambos agonistas contribuyen de igual manera al consumo de este
antioxidante enddgeno en los PMN expuestos.

Cuando se estim¢ el indice de inflamacién mediante la combinacion de los dos
indicadores de estallido respiratorio en PMN (AO, y NOX), se observo que la
contribucion de la NOX a este indice es cero en PMN expuestos a la combinacion de
ambos agonistas, por lo tanto, este indice es el mismo que el obtenido teniendo en
cuenta solamente el AO, detectado por polarografia, que estaria asociado a la reduccion
parcial del oxigeno molecular en la cadena de transporte de electrones mitocondrial
(Tabla 32). Un valor mayor a 1 indica un efecto estimulante o activador y un valor

menor a 1 representa un efecto inhibitorio del proceso involucrado.
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El indice de inflamacion calculado teniendo en cuenta el consumo de oxigeno
(AO, ) mostr6é que la combinacion de MC-LR con Fe*" genera respuesta inflamatoria
con respecto a los PMN sin exponer a la mezcla de agonistas, excepto con la
combinacion de la concentracion toxica de Fe** y subaguda de MC-LR (Tabla 32). El
efecto observado estaria relacionado con los procesos inflamatorios y respuesta
independiente al estallido respiratorio mediado por el complejo enzimatico NOX.

El indice de daiio oxidativo calculado a partir de la combinacion de tres
parametros, teniendo en cuenta los biomarcadores de oxidacion de biomoléculas y de
proteccion antioxidante en PMN expuestos a las mezclas de ambos agonistas, mostro
que la combinacion de MC-LR con Fe** no genera incremento del dafio oxidativo con

respecto a PMN control (Tabla 32).

Tabla 32. indice de estimulacion de inflamacion y dafio oxidativo en PMN expuestos a MC-LR
(1y25ug/L)y Fe’" (6, 30 y 300 ug/L) con respecto al control
MC-LR (pg/L)

Fe** (ug/L) Indice de inflamacién Indice de daiio oxidativo
0 1 25 1 25
6 1,4 1,4 0,7 0,6
30 1,2 1,2 0,6 0,9
300 1,5 0,7 0,6 0,8

Con el objetivo de analizar si la respuesta inflamatoria o de dafio oxidativo se
debe al efecto del Fe** o de la MC-LR o de ambos, se calcularon los indicadores de
inflamacion y de dafio oxidativo a partir de los biomarcadores correspondientes para los
PMN expuestos a la combinacion de agonistas con respecto a cada agonista, a MC-LR o
a Fe*" . Los resultados se muestran en las Tablas 33 y 34.

En la Tabla 33 se muestran los indices de inflamacion y dafio oxidativo
calculados a partir de los biomarcadores correspondientes para los PMN expuestos a la

combinacion de agonistas con respecto a MC-LR.
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Tabla 33. Indice de estimulacion de inflamacion y daiio oxidativo en PMN expuestos a MC-LR
(1y25ug/L)y Fe’ (6, 30y 300 ug/L) con respecto a la MC-LR
MC-LR (pg/L)

Fe** (ug/L) Indice de inflamacién Indice de daiio oxidativo
0 1 25 1 25
6 1 0,8 1 0,5
30 0,8 0,7 0,4 0,9
300 12 0,4 0,5 0,7

Los resultados obtenidos indican que en las concentraciones evaluadas la
presencia de Fe** solamente ejerce un efecto sinérgico con MC-LR en la respuesta
inflamatoria de PMN expuestos a la concentracion toxica de Fe** combinada con la
concentracion permitida de MC-LR, sin embargo, cuando los PMN se exponen a la
mezcla de ambos agonistas, no se observa que el Fe** contribuya en forma sinérgica con
MC-LR al dafio oxidativo.

En la Tabla 34 se muestran los indices de inflamacion y dafio oxidativo
calculados a partir de los biomarcadores correspondientes para los PMN expuestos a la
combinacion de agonistas con respecto a Fe*". Estos resultados indican que la MC-LR
seria el agonista que contribuye a la respuesta inflamatoria que se observa cuando los
PMN se exponen a la combinacién de ambos agonistas en todas las concentraciones, y
contribuye en forma sinérgica con el Fe*" al dafio oxidativo con la combinacion de las
concentraciones maxima permitida y toxica de Fe** respectivamente con la

concentracion subaguda de MC-LR.

Tabla 34. Indice de estimulacion de inflamacion y daiio oxidativo en PMN expuestos a MC-LR
(1y25ug/L)y Fe’* (6, 30y 300 ug/L) con respecto al Fe**

MC-LR (pg/L)

Fe?* (ug/L) Indice de inflamacién indice de daiio oxidativo
0 1 25 1 25
6 2,3 2,3 1,0 0,7
30 1,9 2,0 0,6 1,4
300 3,5 1,7 0,7 1,2
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5. Discusion de resultados
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Como primer paso en el desarrollo experimental de esta tesis y con el objetivo
de demostrar que la MC-LR/hepatotoxina genera una situacion de estrés y dafo
oxidativo como mecanismo de toxicidad celular, que involucra la participacion de las
ROS asociada a la respuesta inflamatoria, y que la misma es afectada o potenciada por
la presencia de hierro (Fe*"), fue necesario disponer de un modelo experimental ex vivo
que permita evaluar in vitro biomarcadores de inflamacion y dafio oxidativo.

El modelo experimental utilizado consisti6 en trabajar con PMN aislados, vivos
y activos, que respondan al estimulo de exposicion a los dos agentes contaminantes
seleccionados: MC-LR y Fe*". Este modelo no ha sido utilizado previamente con estos
fines, por lo tanto, fue necesario poner a punto cada una de las técnicas bioquimicas
empleadas para la evaluacion de los biomarcadores propuestos.

El desarrollo de un estudio experimental en un modelo in vitro requiere
necesariamente de una adaptacion para poder extraer conclusiones adecuadas. Por ello,
la primera etapa de los experimentos de esta Tesis ha sido indispensable. En este
sentido, se reconoce la necesidad de definir la concentracion de células necesarias para
optimizar las técnicas empleadas en la evaluacion de biomarcadores de estrés oxidativo
e inflamacion. Como la sensibilidad de los métodos espectrofotométricos es menor a la
de los métodos electroquimicos, polarograficos y de emision de luz, como la
quimioluminiscencia, se requiri6 ajustar la concentracion de PMN en las muestras para
cada ensayo, siendo la concentracion Optima del orden de 1 a 5 x 10° células por
mililitro de muestra para los métodos espectrofotométricos medidos en el rango de la
luz visible y en el rango de 8 x 10* a 1 x 10° células por mililitro de muestra para los
métodos polarograficos y técnicas de quimioluminiscencia, como se indicd en el
capitulo 1. Teniendo en cuenta estas consideraciones, este modelo experimental, puede
ser util para la evaluacion de la participacion de las ROS asociada a la respuesta
inflamatoria, para evaluar la acciéon de otros agonistas con efecto pro-oxidante o
antioxidante, cambios en la respuesta celular, alteraciones en la funcién de proteinas,
acumulacion de metabolitos de procesos oxidativos o efectos tdxicos, como también
fisioldgicos, asociados al metabolismo celular.

En cuanto al modelo experimental para los estudios in vitro de esta Tesis, los
PMN permitieron evaluar el comportamiento y respuesta celular frente a la exposicion
aguda a diversos agentes toxicos ambientales. Representa un modelo experimental de
relativamente facil acceso para la evaluacion de biomarcadores de estrés y dafio

oxidativo, factible de ser empleado para el estudio del dafio que genera la exposicién
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aguda a concentraciones permitidas y toxicas de agentes ambientales como el Fe*" y la
MC-LR, ambos presentes en el agua recreativa y agua de consumo o bebida
contaminadas.

Los experimentos realizados in vitro representan un modelo relativamente
accesible para la evaluacion de biomarcadores de estrés y dafio oxidativo. Sin embargo,
cabe aclarar que algunos autores argumentan que no es facil determinar si la toxicidad
relativa de las sustancias quimicas en modelos in vitro es comparable a sus toxicidades
relativas in vivo, pues en el sistema in vivo intervienen muchos factores que crean
confusion, como la toxicocinética, el metabolismo y los mecanismos de reparacion y
defensa. Ademas, como la mayoria de esos ensayos mide parametros de la citotoxicidad
general, no tienen una base mecanicista. Por consiguiente, la concordancia entre las
toxicidades relativas in vitro e in vivo es meramente correlativa.

Aun asi, pese a los muchos problemas y dificultades que plantea la extrapolacién
de modelos in vitro a situaciones in vivo, los ensayos in vitro resultan muy valiosos,
porque son sencillos de realizar con poco costo y porque pueden utilizarse como
métodos de deteccion con los que seleccionar farmacos o compuestos muy toxicos en
las fases tempranas de su desarrollo (Zurlo, 2012).

La seleccion de las células PMN como modelo experimental para este estudio
fue justificada en la introduccion y en los materiales y métodos de la Tesis. La misma se
sustenta en varios estudios que demuestran que la MC-LR aumenta la migracion de
neutrofilos humanos, la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la
capacidad fagocitica (Kujbida, 2006) en la intoxicacion aguda. Por ello, esta Tesis
permitié el estudio de los biomarcadores de inflamacion y de dafio oxidativo en
cumplimiento de los objetivos especificos planteados. A futuro, este modelo
experimental de PMN expuestos a agentes toxicos permitiria avanzar en el estudio de
los mecanismos bioquimicos moleculares asociados a algunos de estos procesos
fisiopatologicos.

La seleccion de la toxina MC-LR para este estudio se asocia con el reconocido
aumento de la frecuencia con que se la identifica en aguas de bebida y recreacionales,
inducidas por el cambio climatico. Estas toxinas son estudiadas como una problematica
emergente cada vez mas alarmante tanto en Argentina como a nivel mundial.

Con respecto a la seleccion del oligoelemento, se sabe que el hierro se encuentra
presente en aguas de bebida y recreacionales. Aunque no existe un nivel guia en aguas

de consumo humano definido para este elemento traza, se considera que es
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potencialmente toxico ya que puede participar en reacciones redox y estd involucrado en
el estrés oxidativo asociado a numerosas condiciones patologicas.

Actualmente, y como fue sefialado en la introduccion de esta Tesis, estudios
previos demuestran que tanto la MC-LR, como el i6n Fe’" generan dafio celular
mediante mecanismos de estrés oxidativo (Mussaco Sebio, 2016; Saporito Magrina y
col., 2022). En base a ello se postula que la presencia de MC-LR, un oligopéptido
ambiental, en las concentraciones ensayadas de 1 pg MC-LR/L y 25 ng MC-L/ L, seria
mas grave y dafiina para la salud humana si se combina con el Fe** presente en aguas de
bebida y recreacionales, aun en los niveles permitidos.

En relacion a las concentraciones de los agonistas de contaminacion evaluadas
en esta Tesis, los resultados obtenidos demuestran que la MC-LR presenta un
comportamiento diferente al Fe** en los PMN expuestos a estos dos agentes ambientales
de modo aislados y combinados, tanto sea para las concentraciones permitidas como de
sobrecarga.

El tratamiento de los PMN con MC-LR o con Fe*' produjo un aumento de la
produccion de ROS, evidenciado por el incremento de la quimioluminiscencia en los
neutrofilos (PMN) humanos sin cambios en la viabilidad celular. Los estudios
realizados por Suzuki y col. (2006) y por Kujbida y col. (2008) mostraron un aumento
de la tasa de supervivencia de los neutrofilos en condiciones inflamatorias. Las
citoquinas y los productos bacterianos pueden prolongar la supervivencia de los
neutrofilos interfiriendo en el proceso fisioldgico de apoptosis (Suzuki col., 2006; Tan y
Coussens, 2007; Kujbida y col, 2008). Sin embargo, en este modelo experimental
desarrollado in vitro no se puede evaluar la prolongacion de la supervivencia de los
PMN mediado por la produccion de citoquinas, procesos que se llevarian a cabo in vivo,
pero si se observd que la exposicion a estos agentes de contaminacion no generd
cambios en la viabilidad celular.

Los resultados obtenidos y mostrados en los capitulos 2 a 4 de esta Tesis de
Maestria, indican que pudo demostrarse parcialmente la hipotesis de trabajo. La
exposicion de los PMN a diferentes concentraciones de MC-LR/hepatotoxina genera
una situacion de estrés y dafio oxidativo celular como mecanismos de toxicidad, que
involucra la participacion de las ROS asociada a la respuesta inflamatoria y la misma
también es afectada por la presencia de Fe**. Tanto la MC-LR como el i6n Fe** en
solucion acuosa generan dafo celular mediante mecanismos oxidativos, sin embargo, la

MC-LR genera también toxicidad celular asociada a procesos inflamatorios, generacion
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de anion superdxido y oxigeno singulete, que se ve agravada por el consumo de GSH
intracelular. Sin embargo, la exposicion a la mezcla de ambos agonistas no genera un
efecto sinérgico activador de procesos inflamatorios y/ oxidativos en los PMN
expuestos, con todas las combinaciones de concentraciones permitidas o de sobrecarga
(toxicas) de MC-LR o de Fe**, como se esperaba.

En cuanto al efecto de MC-LR en PMN, el agonista activa el estallido
respiratorio, como también el estrés y dafio oxidativo. Se observa que involucra
mecanismos independientes de la respuesta inflamatoria mediada por la NOX de la
membrana celular de los PMN, con incremento de la oxidacion de proteinas y deplecion
del antioxidante hidrosoluble endégeno mas abundante a nivel intracelular, el GSH.
Tanto sea con la concentracion permitida como con la dosis subaguda. Sin embargo, el
Fe? inhibe el estallido respiratorio y los mecanismos de generacion de ROS asociados a
la actividad de la NOX, pero, al igual que MC-LR activa el dafio oxidativo que se
evidencia por el incremento de la quimioluminiscencia espontanea de los PMN
expuestos al agonista, la desexcitacion de los productos finales de descomposicion de
lipohidroperoxidos y consumo de GSH. Estos datos indican que el dafio oxidativo
observado ocurre mediante mecanismos oxidativos asociados a procesos que no
involucran al sistema NOX pero que son mediados por el radical hidroxilo y el oxigeno
singulete.

La MC-LR aislada aumenta la oxidacion de proteinas, medida como contenido
de carbonilos y la peroxidacion de lipidos, medida como quimioluminiscencia
espontanea de los PMN. La generacion de dafio oxidativo evidenciado por la oxidacion
de biomoléculas es mayor con la concentracion subaguda de MC-LR. El incremento de
los indicadores de inflamacion y de dafio oxidativo se sustentan en que la MC-LR
incrementa el AO, con la consiguiente generacion de ROS, principalmente el anion
superoxido, el peréxido de hidrégeno y el oxigeno singulete, especie que genera
emision de luz cuando se desexcita al volver a su estado basal (de singulete a triplete).
Los experimentos realizados en presencia de cianuro indicarian que la activacion del
AO,y la generacion de ROS ocurre principalmente a nivel intramitocondrial.

Las condiciones inflamatorias que estimula la MC-LR en PMN se evidencian en
forma directa por el incremento del estallido celular respiratorio medido como AO, de
los PMN expuestos a los agonistas, y los procesos oxidativos se entienden por el
aumento en la presencia de carbonilos, el incremento de la quimioluminiscencia, la

lipoperoxidacion y la oxidacion de proteinas. En este caso, es importante tener en

129



cuenta que la peroxidacion lipidica se detecta con un método sensible, como el contador
de fotones, pero no se evidencia, en las concentraciones celulares empleadas, con el
método de deteccion de TBARS. Se podria decir, que el mecanismo de lesion oxidativa
no implica la peroxidacion lipidica de fosfolipidos de membrana con dafio oxidativo
irreversible, pero puede ser causa de alteraciones de las proteinas de las membranas
bioldgicas y de lipidos de las membranas de organelas intracelulares, y de la apertura
del poro de transicion de la permeabilidad de la membrana y el colapso del potencial de
la membrana mitocondrial (Ding y col., 2000). Estas alteraciones de la membrana
mitocondrial podrian explicar la contribucién de la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial a la medida del AO, por polarografia y generacion de ROS.

La presencia de Fe?' predispone a los PMN al dafio y estrés oxidativo por
dishomeostasis redox y disminucién de la actividad inflamatoria y de la defensa
antioxidante celular. El Fe** inhibe el estallido respiratorio de PMN medido como AO,
en las concentraciones permitidas y toxicas, pero incrementa el estrés oxidativo con la
concentracion maxima permitida (30 pg/L) y toxica (300 pg/L), medido como emision
de luz por quimioluminiscencia. La inhibicién del consumo de oxigeno, AO,, de los
PMN en presencia de cianuro indica que el Fe** inhibe el estallido respiratorio medido
como AQO, extramitocondrial (mediado por la NOX) y también el intramitocondrial.

Algunos estudios recientes sugieren fuertemente que la formacion de ROS y las
alteraciones mitocondriales son los dos eventos principales que se encuentran en el
cultivo celular de rata tratado con MC-LR (Ding y col., 2003). Ademas de la lesion
celular, las ROS promueven la inflamacién mediante la activacion del factor de
transcripcion nuclear NF-kB, que controla la formaciéon de citocinas, quimiocinas y
moléculas de adhesion en modelos que estudian hepatocitos (Jaeschke, 2000).

Contrariamente a lo esperado, la combinacidn de las concentraciones permitidas
de Fe** con MC-LR no actian en forma sinérgica, al contrario, disminuye el efecto
toxico y oxidante de MC-LR en los PMN expuestos. Para el estudio del efecto
combinado de MC-LR y Fe** se expusieron los PMN a ambos agonistas combinados en
las distintas concentraciones evaluadas. Si se comparan los biomarcadores medidos en
PMN con los tratamientos combinados respecto a los PMN control, el AO, incrementa,
pero si se lo compara con el efecto producido por MC-LR, el AO, en PMN expuestos a
las mezclas de los agonistas es menor al observado para el agonista MC-LR en ambas
concentraciones, permitida y subaguda. La combinacion de ambos agonistas también

disminuye el estrés y dano oxidativo medido por quimioluminiscencia tanto respecto a
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los PMN expuestos al Fe*" en concentracion maxima permitida y toxica, como a la
MC-LR en concentracion permitida o subaguda, e inhibe la oxidacién de proteinas que
produce la MC-LR en la concentracién permitida y subaguda, para llegar a alcanzar los
valores de PMN control y de PMN expuestos al Fe**. En el siguiente esquema (Figura

25) se puede observar la tendencia de los efectos de los distintos contaminantes en PMN
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Figura 25. Este esquema compara los resultados promedios de los experimentos
contra control. A modo de representacion se puede ver la tendencia de los efectos que
tuvieron los agentes toxicos segun sus respectivos biomarcadores en comparacion a los
PMN no expuestos (control). Las flechas verdes, que apuntan hacia arriba, refieren

aumento con respecto a control. La flecha roja hacia abajo refiere disminucion con
respecto al control. El simbolo L hace referencia a que no existe diferencias con

respecto a control.
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Todos los tratamientos, tanto con MC-LR como con Fe*, y la combinacion de
ambos, en todas las concentraciones evaluadas, inhiben la actividad de la NOX y
disminuyen significativamente el contenido intracelular de GSH en PMN con respecto
al control (PMN solos, sin tratamiento), predisponiendo a las células al estrés y dafio
oxidativo. Si bien la exposicion de PMN a la combinaciéon de la concentracion
permitida de Fe*" y permitida de MC-LR genera consumo de GSH con respecto a los
PMN control, esta disminucion es menor que la que genera la combinacion de la
concentracion permitida de Fe?' y subaguda de MC-LR como también es menor a la que
genera las mayores concentraciones de Fe*" o de la MC-LR, como tnico agonista. Sin
embargo, los PMN expuestos a cada agonista o mezcla de ambos estdn casi
completamente depletados de GSH intracelular. Vinculado a esta observacion es
necesario tener en cuenta que MC-LR puede formar un conjugado MC-LR-GSH como
un proceso de desintoxicacion (Pflugmacher y col., 1998). La conjugacion de GSH con
MC-LR intentaria neutralizar la toxicidad de este agonista, sin embargo, la disminucién
de este potente antioxidante dejaria a los tejidos ain mas susceptibles al dafio oxidativo

(Ding y Ong, 2003; Gehringer y col., 2004).
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6. Conclusiones
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Durante el desarrollo de la tesis se pudo confirmar parcialmente la hipdtesis
planteada. Por un lado, con los resultados obtenidos, se puede concluir que la toxicidad
de la MC-LR estaria asociada a procesos inflamatorios. Los PMN como respuesta al
agonista de contaminacion, actia mediante mecanismos que no involucran la NOX,
aunque si se activan procesos oxidativos, mayor ain en el rango de concentraciones
permitidas. Probablemente estaria involucrada la actividad mitocondrial en el rango de
concentraciones permitidas. Este hecho sugiere que el estrés oxidativo estd presente en
los mecanismos de toxicidad, con oxidacion de proteinas, inactivacion de NOX y
disminucion de la proteccion antioxidante. Sin embargo, el Fe*" no activa el sistema
NOX vy el estallido respiratorio de los PMN en el rango de las concentraciones
permitidas en agua, pero genera estrés oxidativo cuando se los expone a
concentraciones maxima o mayores a las permitidas, relacionado con la oxidaciéon de
lipidos, generacion de ROS ('0,), oxidacion de proteinas y consumo de GSH.

Por otro lado, si bien el efecto de la combinaciéon de ambos agentes
contaminantes es también toxico, no es mas toxico que el efecto que genera cada uno
como unico agonista. Estos resultados han permitido concluir que los niveles permitidos
de MC-LR y Fe*" en aguas de consumo y recreativas no serian inocuos para la salud
humana. En el rango de concentraciones permitidas la interaccion entre ambos agonistas
podria considerarse menos desfavorable, ya que se observa disminuciéon de la
quimioluminiscencia espontanea, con una disminucién de la generacion de ROS
(principalmente oxigeno singulete) respecto a ambos agonistas y una disminucion de la
oxidacion de proteinas con todas las combinaciones respecto al efecto de MC-LR y a la
concentracion toxica de Fe**. La combinacién de MC-LR y Fe*, en concentraciones
permitidas, disminuye el efecto toxico y oxidante de MC-LR.

Los resultados obtenidos son de gran relevancia ya que la exposicion a dosis
permitidas de MC-LR o de Fe*" en aguas de consumo y recreativas afectaria la
homeostasis redox intracelular de PMN, exponiendo a estas células, primera linea de
defensa de un organismo a las infecciones, a un entorno toxico y oxidativo que afecta su
respuesta.

Por ultimo, se considera que a partir de los resultados del modelo in vitro
deberian evaluarse los efectos in vivo, debido a que los resultados de esta Tesis
mostraron efectos toxicos asociados con la respuesta inflamatoria y el dafio oxidativo,

con disminucién de la funcion de defensa de los PMN y de su proteccion antioxidante.
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8. Glosario de palabras:

1.

Acido tiobarbitiirico: compuesto organico y heterociclo que se emplea para
determinar las especies reactivas derivadas de la peroxidacion de lipidos
(también se reconocen otras especies como malondialdehido, 4-HO-nonenal y
otros aldehidos de bajo peso molecular).

Autofagia: via catabolica especifica que mantiene la homeostasis celular y
tisular. Es un proceso que permite a las células deshacerse de los productos
celulares nocivos que, de otro modo, se acumularian causando dafio celular.
Bioacumulacion: acumulacién de un contaminante en un organismo desde
cualquier fuente de exposicioén incluyendo aire, agua y alimento. Distinto del
término bioconcentracion, mdas restringido, que proviene de la toxicologia
acuatica y hace alusion a la acumulacion so6lo desde el medio (ej. agua).
Bioensayos: cualquier experimento en el que se usan seres vivos como objeto de
estudio para medir la potencia de un estimulo.

Biomagnificacion: incremento de la concentracion de un contaminante de un
nivel trofico a otro (entre predadores y presas).

Biomarcador: molécula biologica que se encuentra en la sangre, otros liquidos
o tejidos del cuerpo, y cuya presencia es un signo de un proceso normal o
anormal, de una afeccion o de una enfermedad. Un biomarcador se utiliza a
veces para determinar la respuesta del cuerpo a un tratamiento para una
enfermedad o afeccion.

Cadena mitocondrial de transporte de electrones: complejos proteicos con
grupos prostéticos capaces de aceptar y/o ceder 1 6 2 electrones. Ordenados en
serie, en su mayoria en la membrana interna de la mitocondria. Cada
componente en serie acepta electrones del transportador precedente y se los
transfiere al siguiente en una secuencia especifica.

Carbonilos: son proteinas con un grupo funcional en el que un 4tomo de
carbono se une con un enlace doble a un 4tomo de oxigeno. Es una especie
indicadora del dafio oxidativo celular.

Caspasas: familia de proteasas de cisteina que se combinan en diferentes vias y
cuya activacion sigue a estimulos apoptdticos caracteristicos. El flujo de
informacion estd mediado por modificaciones postraduccionales especificas a

través del reconocimiento de proteinas enddgenas.
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10. Célula diana: término aplicado en endocrinologia a la célula que presenta un
receptor especifico que se une a su hormona circulante, desencadenando o no
una respuesta bioquimica o fisiologica.

11. Ciclooxigenasa: primera enzima de un complejo de enzimas microsémicas de
distribucion muy amplia que sintetiza prostaglandinas. Existen dos isoformas de
la enzima que son reconocidas por sus iniciales COX-1, COX-2.

12. Citocromos: Hemo proteina localizada en el espacio intermembrana de la
mitocondria donde cataliza la transferencia de electrones entre los complejos.

13. Consumo de oxigeno celular: oxigeno consumido en el metabolismo y durante
la respiracion celular.

14. Dafio oxidativo: desequilibrio entre la tasa fisiologica de produccion de
oxidantes y la velocidad del sistema de defensa antioxidante que ocasiona un
daino celular irreversible.

15. Determinaciones espectrofotométricas: determinaciones y técnicas analiticas
utilizadas para medir cudnta luz absorbe una sustancia quimica, a partir de la
medicion de la intensidad de luz cuando un haz luminoso pasa a través de la
solucion muestra, con base en la ley de Beer-Lambert. Esta medicion también
puede usarse para medir la cantidad de un producto quimico conocido en una
sustancia. La ley de Beer-Lambert trata sobre la iluminancia de una superficie
situada a una cierta distancia de una fuente de luz.

16. Ecosistema eutrofizado: caracteristica que toma un ecosistema acuatico por el
aporte excesivo de nutrientes inorganicos, principalmente Nitrogeno (N) y
Fosforo (P). El ingreso de N y P a los arroyos generan niveles de eutroficacion
que promueven el crecimiento de cianobacterias y fitoplancton.

17. Electrodo de oxigeno: sensor electroquimico de oxigeno utilizado para la
determinacion del contenido oxigeno disuelto en gran variedad de medios
acuosos.

18. Enzimas fosfatasas PP1 y PP2A: enzimas que catalizan la eliminacién de un
grupo fosfato en algin residuo de aminodcido, principalmente de serina,
treonina o tirosina de un amplio rango de fosfoproteinas.

19. Estallido celular respiratorio: proceso celular que genera, por reduccion
parcial del oxigeno molecular, intermediarios reactivos del oxigeno que incluyen
radicales oxidantes, halogenos oxidados y el oxigeno singulete. El mismo se

caracteriza por un incremento abrupto en el consumo de oxigeno y la activacion
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20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28

29

de la via metabdlica denominada desviacion de las hexosas monofosfato,
generadora de potencial de reduccion bajo la forma de NADPH.

Estrés oxidativos: desequilibrio entre la tasa fisiologica de produccion de
oxidantes y la velocidad del sistema de defensa antioxidante que ocasiona un
dafio celular reversible

Ferredoxina: proteinas hierro-azufre que intervienen en el transporte de
electrones en algunas reacciones del metabolismo.

Forbol miristato acetato (PMA): agente promotor de tumores asociado al
aumento de la proliferacion de células malignas. Es un agonista de la proteina
quinasa C (agente antineoplasico), generador de especies reactivas de oxigeno,
metabolito vegetal, mitdgeno, agente carcindogeno e inductor de la apoptosis.
Fosforilacion oxidativa: sintesis quimica de ATP (reaccidén endergoénica) que
ocurre en la mitocondria impulsada por el proceso exergonico de transferencia
de electrones desde el NADH al oxigeno (cadena respiratoria)

Genotoxico: tipos de agentes que inducen mutaciones y cualquier otro tipo de
dafio acontecido en el ADN celular.

Glutation: compuesto de bajo peso molecular con grupo sulthidrilo (-SH) mas
importante en plantas y animales. Se trata de un tripéptido formado por los
aminodcidos: 4acido glutamico, glicina y cisteina (Glu-Gly-Cys). Principal
antioxidante interno de nuestro cuerpo.

Homeostasis: conjunto de fendomenos de autorregulacion, que conducen al
mantenimiento de la constancia en la composicion y propiedades del medio
interno de un organismo.

Inmunoestimulante: sustancia o condicidon que aumenta la capacidad del
sistema inmunitario para combatir las infecciones y las enfermedades.
Inmunomodulador: sustancias que tienen la capacidad de aumentar o disminuir
la respuesta inmune. Desde el punto de vista terapéutico, esta capacidad de
modulacion tiene un amplio potencial como terapia adyuvante en la enfermedad
neoplasica, alérgica y por inmunodeficiencia.

Inmunosupresor: sustancia que disminuye la respuesta inmunitaria de
organismos. Reduce la capacidad del organismo para combatir las infecciones y

otras enfermedades, como el cancer.
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30. Inmunotoxicidad: dafio para el sistema inmunitario causado por la exposicion a
sustancias quimicas. El andlisis de la inmunotoxicidad es una parte estandar del
desarrollo de sustancias como posibles farmacos nuevos.

31. Método de Lowry: método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las
proteinas. A la muestra se le afiade un reactivo que forma un complejo coloreado
con las proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la concentracion
de proteinas, seguin la Ley de Lambert-Bee.

32. Mutagénico: agentes causantes de mutaciones sobre el material hereditario.
Ejercen distintos tipos de dafio en el material genético, los cuales pueden ser
heredables.

33. Oligoelemento: elemento quimico que en muy pequefias cantidades es
indispensable para las funciones fisiologicas.

34. Peroxidacion lipidica: reaccion de los lipidos de la membrana celular con el
oxigeno. Se puede dividir como autoxidacion propiamente dicha y la catalisis
promovida por lipoxigenasas.

35. Quelante: compuesto quimico que se une con firmeza a los iones metélicos. En
el campo de la medicina, los quelantes se usan para extraer metales toxicos del
cuerpo. También estan en estudio para el tratamiento de cancer.

36. Quimioluminiscencia: emision de luz asociada con la disipacion de energia en
una sustancia electronicamente excitada.

37. Regulén: conjunto de genes diana de un determinado factor de transcripcion
(proteina reguladora que controla un grupo de operones o genes individuales
controlados generalmente como activador o represor).

38. Sideroforos: ligandos especificos de iones férricos de bajo peso molecular.

39. Sistema xantina oxidasa: molibdoflavoenzima ampliamente distribuida en
diferentes especies desde las bacterias hasta el hombre. Ha sido estudiada por su
relacion con la produccion de especies reactivas del oxigeno.

40. Teratogénico: agentes causantes de anomalias de caracter anatomico o
funcional durante el desarrollo embrionario de un organismo. Provocan el
desarrollo de diferentes tipos y/o niveles de defectos congénitos.

41. Tumorogénesis: origen, produccion o desarrollo del cancer a través de cambios
genotipicos y fenotipicos que perturban el equilibrio normal entre la
proliferacion y la muerte celular. La carcinogénesis requiere una constelacion de

pasos, lo que puede ocurrir rdpidamente o durante un periodo de muchos afios.
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42. Xenobidticos: sustancia quimica que es ajena a los organismos de un

ecosistema.
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