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RESUMEN

La Microcistina-Leucina-Arginina (MC-LR) es una de las hepatotoxinas mas tdxicas
producidas por la cianobacteria Microcystis aeruginosa y representa un riesgo considerable
para la salud humana cuando se encuentra en concentraciones elevadas en ambientes
acuaticos eutrofizados. La exposicién a MC-LR, ya sea por contacto dérmico, inhalacién o
ingestion de agua contaminada, se ha asociado con efectos agudos y cronicos, como dafo

hepatico, renal y un posible riesgo de cancer.

La deteccion de la intoxicacién por MC-LR es compleja debido a la inespecificidad de
los sintomas clinicos y las limitaciones de los métodos directos de cuantificacién en fluidos
bioldgicos humanos. Este estudio plantea la necesidad de métodos alternativos de monitoreo
y sugiere el uso de ensayos ELISA para la deteccién de anticuerpos especificos contra MC-
LR en suero humano como una herramienta indirecta pero efectiva para la deteccion a la
exposicion a MC-LR. Para ello, se evaluaron diferentes isotipos de anticuerpos (IgM, IgE, IgA,
IgG) con el fin de ofrecer informacion util para futuras aplicaciones en estudios médicos y

epidemiologicos.

SUMMARY

Microcystin-Leucine-Arginine (MC-LR) is one of the most toxic hepatotoxins produced
by the cyanobacterium Microcystis aeruginosa and poses a significant risk to human health
when present at high concentrations in eutrophic aquatic environments. Exposure to MC-LR,
whether through dermal contact, inhalation, or ingestion of contaminated water, has been
associated with both acute and chronic effects, such as hepatic and renal damage, as well as

a potential cancer risk.

Detecting intoxication to MC-LR is challenging due to the nonspecific nature of clinical
symptoms and the limitations of direct quantification methods in human biological fluids. This
study highlights the need for alternative monitoring methods and suggests the use of ELISA
assays to detect specific antibodies against MC-LR in human serum as an indirect but effective
tool. To this end, different antibody isotypes (IgM, IgE, IgA, IgG) were evaluated to provide

useful information for future applications in medical and epidemiological studies.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Las cianobacterias, también conocidas como algas verdeazuladas, son
microorganismos procariotas ampliamente distribuidos en ambientes acuaticos (Lee et
al., 2021). Estos organismos pueden producir toxinas, denominadas cianotoxinas, que
representan un riesgo considerable para la salud humana y animal, particularmente en
cuerpos de agua destinados a recreacion o consumo humano (Le Moa et al., 2019). La
proliferacion masiva de cianobacterias, fendbmeno conocido como floracién algal,
constituye una problematica de impacto global en términos ambientales y de salud
publica, con repercusiones importantes en paises como Argentina, donde diversas

provincias ya experimentan sus efectos adversos (Aguilera et al., 2018).

Entre las cianotoxinas, las microcistinas (MCs) se destacan por su toxicidad.
Estas moléculas, estructuralmente definida como heptapéptidos ciclicos, comprenden
mas de 246 variantes, siendo las mas comunes la microcistina-leucina-arginina (MC-
LR), la microcistina-arginina-arginina (MC-RR) y la microcistina-tirosina-arginina (MC-
YR). De estas, la MC-LR es |la variante mejor caracterizada y se reconoce por su potente
efecto hepatotdxico, con capacidad para afectar ademas otros érganos, como el sistema
pulmonar, renal y reproductor (Arman et al., 2021). La exposiciéon humana a MC-LR
puede ocurrir de forma aguda o crénica, mediante la inhalacién de aerosoles, el contacto
dérmico o la ingestién de agua contaminada (Ruiz et al., 2010). Sin embargo, el
diagnéstico de intoxicacion es complejo, ya que los sintomas son inespecificos y se

dificulta la correlacion directa entre exposicion y dafio fisiolégico.

Dada la necesidad de evaluar la exposicion a MC-LR y sus riesgos asociados,
resulta necesario desarrollar métodos de deteccién y cuantificacibn en matrices
biologicas humanas. Los métodos actuales enfrentan limitaciones en sensibilidad y
especificidad debido a las bajas concentraciones de toxina en fluidos bioldgicos, su
biotransformacién en el organismo y la presencia de interferentes en las muestras. En
este contexto, la deteccion de anticuerpos especificos contra MC-LR en suero mediante
ensayos ELISA se presenta como una alternativa con potencial para superar las
limitaciones de la deteccion directa de la toxina. Este enfoque podria aportar una
herramienta mas precisa para evaluar la exposicion humana, con implicancias

relevantes en estudios de vigilancia y epidemiologia ambiental.
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CAPITULO Il. OBJETIVOS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

2.1 Objetivos generales

1.

Revisar las caracteristicas quimicas y toxicolégicas de la microcistina-leucina-
arginina (MC-LR).

Analizar y comparar los métodos analiticos actualmente disponibles para la
deteccion de la toxina MC-LR en fluidos humanos, con el fin de evaluar su
eficacia y sensibilidad.

Optimizar el método ELISA para la deteccion de anticuerpos especificos contra
la toxina MC-LR, mediante la evaluacion de distintas estrategias orientadas a

mejorar la precision y confiabilidad del ensayo.

2.2 Objetivos especificos

En el contexto de los objetivos generales mencionados, se definen los siguientes

objetivos especificos:

1.

2.

Identificar las rutas de exposicion humana a las microcistinas.
Investigar sobre las vias absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion.

Analizar y comparar los métodos actualmente disponibles para la deteccion de

MC-LR en fluidos biolégicos humanos.

Adquirir destreza en el trabajo de laboratorio vinculado a la puesta a punto de un
enzimoinmunoensayo Y el calculo de las diluciones 6ptimas para la deteccion de

los anticuerpos en suero humano.

Detectar los distintos isotipos de anticuerpos anti MC-LR inmunoglobulina M
(IgM), inmunoglobulina E (IgE), inmunoglobulina A (IgA) e inmunoglobulina G
(IgG), para asi aportar informacion relevante desde el punto de vista médico y/o

epidemioldgico.

2.3 Hipétesis de la investigacion

Dada la complejidad técnica y econdmica que implica la deteccion directa de la

toxina microcistina-leucina-arginina (MC-LR) en muestras biolégicas, asociada a su baja

concentraciéon, su metabolizacion y su susceptibilidad a interferencias, se plantea la

siguiente hipotesis:

La deteccion de anticuerpos especificos contra MC-LR en suero humano

mediante ensayo ELISA proporciona una medida indirecta, sensible y confiable para

evaluar la exposicion humana a esta toxina.
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CAPITULO Ill. MARCO TEORICO

La eutrofizacion es una de las principales causas de contaminacion de lagos,
embalses, y estuarios en la actualidad (Wilkinson & Johnson, 2024). Se produce cuando
una masa de agua recibe un aporte muy elevado de nutrientes, principalmente de
nitrégeno y fosforo. Asi un cuerpo de agua eutrofizado se caracteriza por un exceso de
nutrientes, lo que puede desencadenar efectos adversos, como la proliferacion
descontrolada de organismos fitoplancténicos —un fenédmeno conocido como

floraciones algales nocivas (FANs)— alterando el equilibrio ambiental.

Estas floraciones, pueden generar gran cantidad de biomasa que, al degradarse,
agotan el oxigeno en el agua y pueden producir emisiones de gases no deseados o
téxicos como CO,, H,S y CH,. Los impactos mas notables incluyen pérdida de
biodiversidad y anoxia, que puede causar la muerte masiva de organismos acuaticos
(Le Moal et al., 2019).

Dentro de las FANSs, las proliferaciones de cianobacterias (algas verde-azuladas)
son conocidas por generar una amplia variedad de metabolitos secundarios bioactivos,
algunos de los cuales son toxicos. Estas toxinas, denominadas cianotoxinas, presentan
una gran diversidad quimica y se pueden clasificar en funcién de su modo de accién en
hepatotoxinas, neurotoxinas y dermatotoxinas, o segun su estructura quimica: en
péptidos ciclicos, alcaloides ciclicos y lipopolisacaridos (LPS). Entre las cianotoxinas
mas destacadas se encuentran las microcistinas (MCs), cilindrospermopsinas,

saxitoxinas, nodularinas, anatoxina-a y anatoxina-a(S) (Andrinolo, 2017).

Las cianotoxinas son motivo de gran preocupacion debido a sus efectos nocivos
en la salud humana y el medio ambiente, ademas de que estructuralmente son estables,
lo que les permite persistir en el ambiente acuatico durante periodos prolongados,
incrementando el riesgo de exposicion (Bonilla, 2009). Cada tipo de cianotoxina tiene
un mecanismo de toxicidad particular, las microcistinas y nodularinas, ambos péptidos
ciclicos, son conocidas por su hepatotoxicidad, causando dafo severo al higado y, en

algunos casos, promoviendo el desarrollo de tumores a largo plazo.

Ademas de las MCs, las cianobacterias tienen otras toxinas como los LPS que
son componentes de la membrana celular con propiedades antigénicas. Los LPS son
conocidos por causar irritaciones en la piel, trastornos gastrointestinales y reacciones
alérgicas, aunque su toxicidad aun requiere mas investigacion. Dentro de las
cianotoxinas, las MCs son las mas prevalentes y peligrosas, especialmente la
microcistina que contiene leucina y arginina (MC-LR), que ha sido identificada como

altamente téxica (Yi, 2019).
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3.1 Microcistinas: estructura quimica

Las MCs producidas principalmente por cianobacterias del género Microcystis
aeruginosa (Giannuzzi et al., 2009) son de naturaleza peptidica e hidrosoluble.
Estructuralmente esta toxina es un heptapéptido ciclico formado por siete aminoacidos.
La estructura quimica de las microcistinas (MCs) puede describirse mediante la férmula
general ciclo (D-Ala—L-X-D-eritro-3-metilAsp—L-ADDA-D-Glu—N-metildehidro-Ala),
donde ADDA hace referencia al residuo (25,3S,4E,6E,8S,9S)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-
trimetil-10-fenildeca-4,6-dienoico, un compuesto especifico de las cianobacterias
(Campos & Vasconcelos, 2010). Como se observa en la Figura 1, la variabilidad de las
MCs radica principalmente en los aminoacidos en las posiciones 2 (X) y 4 (Z) de la
estructura heptapeptidica, asi como en la metilacién del acido D-metilaspartico (D-
MeAsp) y N-metildehidroalanina (Mdha). Como resultado de su conformacion estructural
muestra una notable estabilidad quimica, pueden mantenerse activas incluso después
de horas de ebullicion o afios almacenadas en condiciones secas a temperatura
ambiente. Son resistentes a la hidrdlisis quimica o la oxidacion a pH neutro, y solo se
degradan lentamente a temperaturas elevadas y en condiciones extremas de pH (1 o
9). Esto les permite persistir en los cuerpos de agua durante largos periodos, lo que

incrementa su potencial de causar dafios a largo plazo (Chorus & Welker, 2021).

Los residuos en las posiciones 2 y 4 de la molécula corresponden a leucina y
arginina, lo que caracteriza estructuralmente a la MC-LR. Estas posiciones son las mas
variables dentro de la estructura, lo que permite la existencia de numerosos congéneres
que se diferencian por cambios en los aminoacidos situados en esas regiones
especificas, mientras que otras partes de la molécula permanecen constantes
(Andrinolo, 2017).

Hasta la fecha, se han identificado al menos 246 variantes estructurales de MCs,
que se diferencian por alteraciones en sus residuos (Bouaicha et al.,, 2019). Esta
diversidad contribuye a las diferencias en sus efectos biolégicos, ya que algunos
congéneres presentan una mayor toxicidad que otros (Diez-Quijada et al., 2019). Entre
todas estas variantes, la MC-LR se destaca como la mas estudiada debido a su potente
hepatotoxicidad, siendo clasificada como carcinégeno del grupo 2B por la Agencia

Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, 2010).
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6. iso-Glutamic Acid | \ ?
HN/K/\”/ N W 1. Alsnine
\v/o Ala
2. Leucine
Leu
“oH
Arginine 3. Methyl Aspartic Acid
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Variant X Y
MC-LR Leucine Argenine
MC-RR Argenine Argenine
MC-YR Tyrosine Argenine
MC-LW Leucine Tryptophan
MC-LA Leucine Alanine
MC-LF Leucine Phenylalanine

Figura 1 Estructura ciclica general de la Microcistina-Leucina-Arginina La estructura ciclica general de las
MCs. El heptapéptido contiene los siguientes aminoacidos: [1] D-Alanina (D- Ala); [2] Variable L-
aminoécido (X); [3] D- Acido metil aspartico (D-MeAsp); [4] Variable L-aminoécido (Z); [5] &cido 3-amino-9-
metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienoico (ADDA); [6] D-Acido glutamico (D- Glu); [7] N-
metildehidroalanina (Mdha) (Tomado de Antoniou et al., 2008.)

El grupo ADDA es una estructura unica, compleja y que tiene un papel
fundamental en la actividad biolégica de las MCs. Esta estructura consiste en una
cadena lateral larga y ramificada con varias modificaciones especificas: tiene grupos
metilo, un grupo amino y un grupo metoxi, ademas de enlaces dobles conjugados que
contribuyen a su rigidez y especificidad estructural. Este grupo es una estructura
conservada en las microcistinas y es reconocida por los anticuerpos especificos dando

su caracter inmunogénico a la toxina (Liu et al., 2021).
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3.2 Toxicocinética de la Microcistina-Leucina-Arginina

El estudio de la toxicocinética de la MC-LR es fundamental para entender su
comportamiento en el organismo y sus implicaciones toxicas. Este apartado aborda
cdmo la toxina es procesada por el organismo a través de los cuatro mecanismos
fundamentales de la farmacocinética: Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion
(ADME), basado en evidencias que provienen de experimentos realizados in vitro e in

vivo.

La MC-LR ingresa al organismo principalmente por dos rutas de exposicion, a
través de la ingestion de agua (Carmichael & Boyer, 2016) o de alimentos contaminados
con cianobacterias (Roy-Lachapelle et al., 2017). Sin embargo, también puede ingresar
al cuerpo por vias alternativas, como a través de la piel en contacto directo con agua
contaminada o por inhalaciéon de aerosoles (Breidenbach et al., 2022). Estudios
toxicoldgicos en ratones han indicado que, una vez que la toxina llega al sistema
digestivo, es absorbida predominantemente en la mucosa del intestino delgado (Song
et al.,, 2024). Una vez en el torrente sanguineo, la MC se distribuye rapidamente,
afectando varios 6rganos, aunque se concentra principalmente en el higado debido a

su captacion mediada por transportadores especificos (Li et al., 2023).

Las MC-LR, debido a su caracter polar e hidrofilico, no pueden atravesar
libremente las membranas celulares y requieren transportadores especificos, como el
polipéptido transportador de aniones organicos 1B (OATP), expresado en la membrana
sinusoidal de los hepatocitos (Li et al., 2023). Una vez dentro de las células, su
eliminacion esta mediada por la proteina 2 asociada a la resistencia a multiples farmacos
(MDR-2), que es responsable de su flujo desde las células hepaticas (Taranay, A., &
Clarke, J. D. 2021).

En cuanto al metabolismo hepatico, (Figura 2), este proceso comienza con la
conjugacion de la MC-LR con glutation, en una reaccion catalizada por la enzima
glutation-S-transferasa, formando el conjugado MC-LR-GSH, esta modificacion
aumenta la solubilidad de la MC, facilitando su excrecion (Gehringer et al., 2004).
Durante la biotransformaciéon, el MC-LR-GSH es degradado por la y-glutamil
transferasa, generando MC-y-glutamilcisteina, que posteriormente se convierte en
microcistina-cisteina (MC-LR-Cys), tras la eliminaciéon del grupo glutamato mediante
peptidasas. Investigaciones han evidenciado que los conjugados MC-LR-GSH y MC-
LR-Cys, son menos toéxicos que la toxina no conjugada, pero siguen siendo
biolégicamente activos, pudiendo inhibir la actividad de las fosfatasas proteicas e

interferir con funciones celulares (Schmidt, Wilhelm, & Boyer, 2014).
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Finalmente, el complejo MC-LR-Cys, se oxida por la accion de una

acetiltransferasa, formando el derivado final conocido como MC-LR-acido mercapturico.

Ademas de los conjugados con glutatién y cisteina, se han identificado otras
variantes estructurales, como la MC-desmetil-LR. Estas variantes se forman mediante
la eliminacion de grupos metilo en los aminoacidos D-3-metilaspartico (d-MeAsp) y N-
metildehidroalanina (Mdha) de la estructura de MC-LR, dando lugar a [3Asp]MC-LR y
[7Dha]MC-LR, respectivamente. Se ha descubierto que estos congéneres desmetilados
son tan téxicos o incluso mas que la MC-LR completamente metilada, tanto en

hepatocitos primarios humanos como de rata (Ufelmann et al., 2012).
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Figura 2 Biotransformacion de MC-LR a través de la via del glutatiéon. La MC-LR se metaboliza en el doble
enlace de la Mdha. El glutation se une a la Mdha mediante glutation-S-transferasa, formando MC-LR-
glutation. Luego, la gamma-glutamiltransferasa elimina el grupo gamma-glutamico, generando MC-LR-
cisteina-glicina. Finalmente, la dipeptidasa elimina la glicina, resultando en MC-LR-cisteina, que se oxida a
MC-LR-acido mercaptirico. (Tomado de Schmidt et al., 2014).

A pesar de su biotransformacion, estudios sugieren que la toxina tiende a
acumularse en el higado y no se elimina facilmente del organismo (Guo et al., 2015;
Moreno, Repetto, & Camean, 2002). En estudios que utilizaron toxinas radiomarcadas
para evaluar la distribucién en tejidos, se demostrd que el higado es el principal sitio de
acumulacion de MC-LR, concentrando el 83% de la dosis total administrada (Robinson
et al., 1991).

En cuanto a la excrecion, la mayor parte de las MCs eliminadas en la orina
corresponde a la molécula original, junto con una fraccion menor en forma de
conjugados, principalmente durante las primeras 6 horas tras la exposicion. Se estima

que el conjugado MC- LR-Cys es mas abundante en la orina que el MC-LR-GSH (Arman
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et al., 2021). El estudio de Robinson et al. (1991) investigo la excreciéon de la MC-LR.
Los resultados indicaron que el 24% de la toxina radiomarcada fue eliminado del
organismo, distribuyéndose principalmente entre la orina (aproximadamente un 9%) y
las heces (alrededor de un 15%). La mayor parte de la excrecién urinaria, equivalente
al 74% del total eliminado por esta via, se produjo en las primeras 12 horas, con un 63%
de la toxina en su forma original y el 30% restante en forma de metabolitos. En cuanto
a la excrecion fecal, se observé una tasa de eliminacién del 0,9% y 0,5% por hora en
los puntos de tiempo de 6 y 12 horas, respectivamente, reduciéndose posteriormente a
un 1% diario durante un periodo de seis dias. En otro estudio, donde higados aislados
de ratas fueron perfundidos durante 60 minutos con MC-LR radiomarcada ([3HJMC-LR)
se informd que solo un pequefio porcentaje de la toxina administrada se excreto,
especificamente, el 1,7% de la toxina radiomarcada fue excretada en la bilis, mientras
que el 79% permanecié en el perfusato (el liquido de circulacion) y el 16% se retuvo en
el higado. La mayoria de la toxina presente en el higado se encontraba en una forma
mas polar que la toxina original, lo que sugiere que, aunque se excreta del cuerpo, una
gran parte de ella se acumula en el higado, dificultando su eliminacion completa (Pace
et al. 1991).

Mecanismos de toxicidad

Se han llevado a cabo numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo, para
investigar el mecanismo de accién de las MCs y su relacion con los dafios observados
en los eventos de intoxicacion reportados a nivel global. Sin embargo, los mecanismos
y procesos subyacentes que se desencadenan tras la exposicibn aun no estan

completamente aclarados.

Estas toxinas tienen la capacidad de inhibir enzimas conocidas como
serina/treonina fosfatasas (Figura 3), las cuales son necesarias para regular procesos
celulares vitales como la proliferacién y muerte celular, la movilidad celular, la dinamica
del citoesqueleto y el control del ciclo celular. Especificamente inhiben las fosfatasas
proteicas 1 (PP1) y 2A (PP2A) (Zhou et al., 2015). Estas enzimas funcionan eliminando
grupos fosfatos de proteinas fosforiladas, o que regula su actividad. PP1 esta
involucrada en la regulacién del metabolismo del glucégeno, el ciclo celular y el
mantenimiento del citoesqueleto, mientras que PP2A controla la proliferacién celular,

actua como supresor tumoral y regula la apoptosis.

La inhibicion PP1 y PP2A por parte de las MCs ocurre de manera covalente y

se realiza en dos etapas, en primer lugar, el residuo ADDA de la MC interactua con la
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subunidad catalitica de la enzima fosfatasa de proteina formando un enlace de
hidrégeno reversible. En segundo lugar, el residuo Mdha forma un enlace covalente
irreversible con un sitio nucleofilico de la enzima, bloqueando completamente su funcién
(Taranay et al., 2021).
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Figura 3 Mecanismos moleculares de toxicidad de MCs: revisién (fomado de Valerio, Chaves y Tenreiro,
2010).

Fosfatasas proteicas

La inhibicion PP1 y PP2A, desencadena una cascada de eventos moleculares
que desregulan vias de identificacion esenciales (Figura 3) tales como la actividad de
quinasas como CAMKII (proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina), NEK2
(quinasa reguladora del ciclo celular), MAPKs (proteinas quinasas activadas por
mitdgenos), ADN-PK (quinasa dependiente de acido desoxirribonucleico (ADN)) y P53
(proteina supresora de tumores) entre otras (Valerio et al., 2010). Como resultado de la
alteracion de este equilibrio fosforilacién/desfosforilacion se encontraran alteraciones a
varios niveles como es el caso del citoesqueleto en el cual se encuentran alteradas sus
tres estructuras (microtubulos, filamentos intermedios, microfilamentos), o del ciclo
celular donde se producen desajustes que pueden derivar en apoptosis o en la

proliferacién celular descontrolada dependiendo del caso (Arman et al., 2021).
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Estrés oxidativo

Adicionalmente, la exposicion a MCs provoca un aumento significativo en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que altera el estado redox
celular, especialmente en érganos como el higado y el pulmén (Muniz de Mesquita et
al., 2022). La acumulacién de ROS tiene un impacto profundo en los componentes
esenciales de la célula debido a su alta reactividad, ya que reaccionan rapidamente con
lipidos, proteinas y ADN, ocasionando dafos funcionales. Esto se evidencié en el
incremento de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OhdG), un biomarcador especifico de
dafio oxidativo en el ADN, detectado en el ADN gendmico de las células hepaticas de
ratones expuestos a MC-LR. Los resultados de los experimentos de cuantificacion
mostraron que a concentraciones de 10 pg/L, los niveles de 8-OHdG fueron
significativamente mayores en comparaciéon con los grupos control (p = 0,037). Este
hallazgo sugiere que incluso exposiciones a concentraciones relativamente bajas de
MC-LR inducen dano oxidativo (Li et al., 2015).

Daio mitocondrial

A nivel mitocondrial, la exposicién a MCs provoca la transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPT), lo que altera la integridad de la membrana mitocondrial interna (Li
et al.,, 2015). Esta condicion facilita la liberacion de calcio (Ca?*) y citocromo c al
citoplasma. La liberacion de Ca?*" actua como un segundo mensajero, activando
enzimas como calpainas, CaMKIl y fosfolipasa A2, lo que afecta procesos celulares
fundamentales. Ademas, el citocromo c liberado activa cascadas apoptdticas,

promoviendo la muerte celular programada (Valerio et al., 2010).
Apoptosis

Desde el punto de vista de la muerte celular, la exposiciéon a MC-LR puede
desencadenar tanto apoptosis como necrosis en los hepatocitos. Al inhibir de manera
significativa la actividad de PP1 y PP2A, resulta en la hiperfosforilacién del
citoesqueleto, activando asi vias apoptéticas. A concentraciones de 15 pg/kg, se activan
las vias per-Bax-cyt, c-caspasa, caspasa-9, caspasa-3, aumentando la tasa de
apoptosis. Ademas, la produccién excesiva de ROS, inducida por exposiciones a MCs,
contribuye a la activacion de genes apoptdticos, promoviendo un incremento en la
apoptosis hepatocitaria. Este fendmeno se ve acompafiado de un aumento en los
niveles de enzimas hepaticas dafiinas, indicando un dafio significativo en la funcién
hepatica (Li et al, 2023).

21



3.3 Fisiopatologia de la Microcistina-Leucina-Arginina

La MC-LR ha sido implicada en el desarrollo de esteatohepatitis no alcohdlica,
fibrosis hepética y carcinoma hepatocelular (Figura 4) (Li et al., 2023). En modelos
animales, la exposicién crénica a esta toxina ha demostrado aumentar el contenido de
grasa en el higado y alterar de manera significativa la actividad de las enzimas
antioxidantes. Un estudio realizado por Arman et al. (2021) observaron que la exposicion
prolongada a concentraciones de MC-LR (a partir de 1 pg/L) elevaba los niveles de
triglicéridos y colesterol total en el suero y el higado, promoviendo asi la esteatosis
hepatica y la infiltracion de células inflamatorias en el tejido. La activacion de las células
estrelladas hepaticas y la transicion epitelial-mesenquimal de los hepatocitos generan
un ambiente inflamatorio que promueve la remodelacion de la matriz extracelular,
favoreciendo asi el desarrollo de fibrosis hepatica (Shen et al., 2020). Esta cicatrizacién
progresiva del tejido representa un paso clave que puede facilitar la evolucion hacia el

carcinoma hepatocelular (Li et al., 2023).
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Figura 4 Mecanismos de toxicidad hepatica por exposicion a MC. La entrada de MC en las células primero
causa trastornos metabdlicos en el higado, luego cambia la morfologia celular e induce apoptosis. Con
una gran cantidad de MC que ingresan a las células, se observa un higado graso, que gradualmente
evoluciona hacia fibrosis hepatica y finalmente induce tumores, lo que conduce al cancer de higado
(Tomado de Li et al., 2023).

Estudios demuestran que la exposicion cronica a la MC-LR induce el carcinoma
hepatocelular al alterar varios mecanismos moleculares en los hepatocitos (Shengu,
Jiang y Zhang., 2022). En particular, se ha observado que la MC-LR afecta la expresién
de acido ribonucleico (ARN) no codificante, incluidos los microARN, ARN circulares y
ARN largos no codificantes (Xu et al.,, 2018) que desempefian roles cruciales en la

regulacion de genes asociados con el cancer. Ademas, la MC-LR promueve la
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metilacién del ADN, lo que puede llevar al silenciamiento de genes supresores de
tumores (Chen et al.,, 2018). Estos cambios epigenéticos, combinados con las
alteraciones en los ARN no codificantes, activan vias de sefializacion clave, como las

vias MAPK y PI3K-Akt, favoreciendo asi la progresién del carcinoma hepatocelular.

Para concluir, dependiendo de los niveles de toxina a los que esté expuesto el
organismo, se pueden generar dos tipos de dafio distintos lo que ha llevado a la
propuesta de un patrén de efecto dual (Figura 5). En modelos in vivo, se administraron
dosis orales de MC-LR a ratones, y se evidencio que a dosis altas (= 32 ug.kg™), esta
toxina induce apoptosis celular especialmente en el higado, mientras que a dosis bajas
(< 20 pg.kg™) las MCs pueden promover la division celular, incrementando el riesgo de
crecimiento de lesiones precancerosas en tejidos como el higado y el colon (Gheringer
et al., 2004).

Altas Dosis 2 32 pg.kg-1\ /Bajas Dosis < 20 pg.kg-1
ROS inhibicion de PP1 y PP2A
inhibicion de PP1 y PP2A ROS
MPT & activacion de kinasas (MAPK)
iberacion de Ca+2 en citoplasma MC-LR < estimulacion de factores de
isquemia transcripcion (c-fos, c-jun)
Apoptosis Proliferacién celular
(muerte celular programada) descontrolada
K(cé!ulas indiferenciadas)

Figura 5 Principales mecanismos de accién involucrados en la respuesta dual frente a altas y bajas
concentraciones de MC-LR (Tomado de Andrinolo, 2017).

Los estudios revisados destacan que la toxicidad de la MC-LR no se limita al
higado, sino que abarca otros sistemas esenciales del cuerpo, lo que subraya su
impacto multisistémico y relevancia clinica. A nivel hematoldgico, la exposicion cronica
provoca alteraciones en el metabolismo del hierro, lo que genera anemia microcitica
caracterizada por niveles reducidos de hemoglobina y eritrocitos (Pan et al., 2021). En
el sistema renal, la exposicion aguda a MC-LR incrementa la tasa de filtracién glomerular
y altera la homeostasis del sodio mediante la inhibicion de bombas de Na* en las células
renales (Lowe et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que la MC-LR puede acceder a
las células B pancreaticas a través del transportador OATP1b2, afectando la secrecion

de insulina y promoviendo la apoptosis por dafo mitocondrial. Este proceso vincula la
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exposicion prolongada a MC-LR con el deterioro de la funcion pancreatica y el desarrollo

de trastornos metabdlicos como la diabetes (Chen et al., 2020).

Estas alteraciones explican el impacto clinico observado en eventos como el
brote de Caruaru, Brasil, en 1996, donde la exposicion directa a MC-LR a través de agua
contaminada en centros de didlisis desencadené dano hepatico agudo, sindrome
hepatico-renal e insuficiencia multiorganica. De los 130 pacientes afectados, 116
presentaron sintomas graves y 60 fallecieron por fallo hepatico agudo (Jochimsen et al.,
1998; Pouria et al., 1998). Este caso evidencia la gravedad de las complicaciones
derivadas de la exposicion sistémica a la MC-LR y remarca la importancia de limitar sus
niveles en agua potable, como lo indican las recomendaciones de la OMS (<1 ug/L)
(Organizacion Mundial de la Salud, 1998). La Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos (EPA, 2015) respalda este umbral, afiadiendo una distincion especifica
que establece un limite mas estricto de <0,3 pg/L para nifos pequefios, lo que pone de

manifiesto la vulnerabilidad de este grupo etario.

3.4 Diagnéstico de la Intoxicaciéon por Microcistinas

El diagnéstico de intoxicacion por MCs es un reto clinico debido a la variedad
de sintomas inespecificos que frecuentemente se confunden con otras enfermedades.
Actualmente, este diagndstico se basa en una combinacion de sintomas clinicos,
historia de exposicion y pruebas de laboratorio que permiten identificar posibles

intoxicaciones.

3.4.1 Sintomas Clinicos e Historia de Exposicion

La recopilacion detallada de la historia clinica del paciente, especialmente en
relacion con la exposicion a agua contaminada o floraciones, es necesaria para el
diagnodstico. Se indaga sobre actividades recreativas o el consumo de agua no tratada
en areas afectadas, ademas de explorar los sintomas presentados, como dolor

abdominal, nauseas, vémitos, piel irritada, erupciones.

El 7 de enero de 2007 se reportd uno de los primeros casos de intoxicacion
aguda con cianobacterias y cianotoxinas en aguas recreativas de la represa de Salto
Grande, Argentina (Giannuzzi et al., 2011). Un joven de diecinueve afos practicaba
deporte acuatico con su moto acuatica en la represa. Accidentalmente terminé en una
bahia donde habia una gran mancha de “pintura verde”, como la describié mas tarde.
Estuvo sumergido en esa agua durante dos horas, en transcurso del dia el joven
comenzd a experimentar malestar gastrointestinal, nauseas, vomitos y debilidad
muscular, la condiciéon del paciente empeoré después de cuatro dias, requiriendo

hospitalizacion y cuidados médicos intensivos. Los sintomas evolucionaron en tres
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fases: primero, nauseas, vomitos y fiebre; luego, complicaciones respiratorias con
neumonia, baja oxigenacion y dificultad respiratoria; y finalmente, al tercer dia, dafio
hepatico severo, reflejado en un aumento significativo de enzimas hepaticas como la
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y y-glutamil
transferasa (yGT), lo que indicaba hepatotoxicosis grave. La exposicion ocurrié por
contacto directo, inhalacion e ingestion accidental durante una floracion de Microcystis
spp., con una concentracion de MC-LR de 48 ug/L en el agua. Tras recibir tratamiento
intensivo, el paciente mostré una recuperacion progresiva de la funcion hepatica y

respiratoria.

También existen numerosos reportes de intoxicaciones crénicas por MCs. Un
ejemplo de esto es el estudio realizado por Schaefer et al. (2020) en Stuart, Florida,
donde se evaluaron los sintomas de 125 personas que estuvieron expuestas de manera
cronica a floraciones de algas verdeazuladas en 2018. Este estudio reveld que los
participantes experimentaron una media de 4,94 sintomas auto informados, siendo los
respiratorios los mas frecuentes, presentes en el 74,4% de los casos, con
manifestaciones como tos seca y disnea. Ademas, un 49,6% reporté afecciones
oculares, incluyendo irritacion y picazon, mientras que el 44% presenté sintomas

gastrointestinales, tales como nauseas y dolor abdominal (Figura 6).
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Figura 6 Fisiopatologia de la MC en higado, rifién, intestino, cerebro, pulmén, corazén y sistema
reproductivo. Abreviaturas: ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa. Los signos
de interrogacion representan mecanismos que requieren una mayor investigacion (Tomado de: Arman et
al., 2021)
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3.4.2 Respuesta Inmune frente a la Microcistina-Leucina-Arginina

Pese a la extensa evidencia sobre los efectos nocivos de la exposicion a MCs,
la investigacion sobre la respuesta inmune frente a estas toxinas sigue siendo limitada.
Hasta el momento, no se ha investigado de manera exhaustiva la presencia de
anticuerpos especificos contra MCs en individuos expuestos de forma cronica a aguas
contaminadas. La escasez de datos en este ambito es significativa, y aun se desconoce
si la MC en el torrente sanguineo podria comportarse como hapteno o si necesitan
asociarse a proteinas transportadoras para generar una respuesta inmunolégica (Ferrari
et al., 2022).

Por lo tanto, en este apartado, se desarrollara una breve revisién de los avances

recientes en el estudio de la respuesta inmune a las MCs.
Generalidades sobre Anticuerpos

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas (Igs), son proteinas
producidas por el sistema inmunolégico para desempefiar un papel esencial en la
defensa contra patdgenos. Estas moléculas son generadas en respuesta a antigenos,
estructuras que pueden incluir proteinas, polisacaridos u otros compuestos que el
sistema inmune reconoce como extrafios. En el caso de toxinas como las MCs, la
identificacion de epitopos especificos resulta necesaria para comprender como el
sistema inmune las reconoce y combate. Las Igs, producidas por los linfocitos B
activados, estan formadas por cuatro cadenas polipeptidicas: dos pesadas (H) y dos
ligeras (L), que juntas conforman dos sitios de unién al antigeno, conocidos como
paratopos. Cada linfocito B activado produce Igs con una especificidad unica, y aunque
el isotipo puede cambiar mediante un proceso irreversible denominado cambio de
isotipo, la especificidad del anticuerpo se mantiene. La deteccién de anticuerpos
especificos en fluidos biolégicos permite evaluar si un organismo ha estado en contacto

previo con un antigeno, actuando como un marcador de respuesta inmune.
Anticuerpos contra Microcistina-Leucina-Arginina

La investigacion ha evidenciado que las microcistinas pueden inducir la
formacion de anticuerpos, aunque este campo de estudio sigue siendo poco explorado.
En particular, se ha observado que estas toxinas desencadenan respuestas
inmunitarias, resultando en la produccion de anticuerpos especificos. Un componente
fundamental en estas respuestas es el epitopo ADDA, identificado como el principal sitio

de reconocimiento tanto por células presentadoras de antigenos como por anticuerpos.

En un estudio realizado por Li et al. (2021) se analizaron especificamente los

epitopos involucrados en la interaccién de la MC-LR con anticuerpos. Los investigadores
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clonaron los genes variables de una linea celular de hibridoma de raton generada contra
la MC-LR, formando un fragmento variable de cadena unica (scFv). Utilizando técnicas
de ELISA, determinaron que el scFv tenia una reactividad cruzada significativa no solo
con la MC-LR, sino también con otras MCs, lo que indica que el sistema inmune podria

reconocer varias variantes de MCs.

A través de métodos de acoplamiento molecular, se identificaron los residuos
ADDAS5 y Arg4 de la MC-LR como claves para la interaccion con el scFv, respaldando
la importancia del epitopo ADDA en la respuesta inmune. Este hallazgo es relevante, ya
que destaca como los epitopos especificos de MCs pueden modular la produccién de
anticuerpos y activar respuestas inmunitarias. Esto sugiere que las interacciones
moleculares entre las MCs y el sistema inmunologico son fundamentales en la

mediacion de respuestas adaptativas.

Esta capacidad de las MCs para generar respuestas inmunes fue confirmada
en un estudio poblacional realizado por Ruibal-Conti et al. (2019), donde se evaluaron
los anticuerpos especificos como indicadores biolégicos de la exposicion crénica
humana a MCs. Este estudio examino la presencia de los isotipos IgE e 19G anti-MC-LR
en sueros de residentes expuestos (GE) y no expuestos (GNE) a fuentes de agua
contaminada con MCs. Los resultados mostraron que un 68% de los residentes
expuestos presentaban anticuerpos IgE, y un 39% tenia anticuerpos IgG, mientras que
s6lo un 11% de los individuos no expuestos fueron positivos para estos isotipos. En
general, el 77% de la poblacién expuesta mostré al menos un tipo de anticuerpo positivo,
lo que demuestra que la exposicion crénica a MCs genera una respuesta inmune
medible. Estas diferencias entre los grupos expuestos y no expuestos fueron
estadisticamente significativas (p< 0,05), destacando la relevancia de los anticuerpos

como marcadores de exposicién crénica a MCs.

La exposicion a MCs en esta poblacion fue identificada a través de varias vias,
como el consumo de agua y pescado contaminados, ademas del contacto recreativo
con el agua del lago. Un 60% de las muestras de agua presentaron concentraciones
detectables de MCs, y en un 47% de estas muestras las concentraciones superaron el
limite de 1 pg/L recomendado por la OMS para el agua potable. Ademas, la poblacién
estuvo expuesta a cantidades de MCs que superaron la ingesta diaria tolerable (IDT),
lo que combinado con la produccién de anticuerpos, refuerza el potencial de estos como
biomarcadores de exposicion crénica. Ademas, es fundamental determinar si la
cuantificacion de estas sustancias puede proporcionar informacién adicional, como la
duracién de la exposicion, y explorar su posible papel protector contra el desarrollo de

sintomas de intoxicacion.
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3.4.2 Deteccion de Anticuerpos en el Diagnéstico de Exposicion.
Considerando la necesidad de identificar biomarcadores adecuados para
evaluar la exposicion cronica a las MCs, la deteccién de anticuerpos especificos se esta

consolidando como una herramienta util para complementar la deteccion.

El estudio de Ruibal-Conti et al. (2019) proporciona evidencia sélida de que la
presencia de anticuerpos, en especial los isotipos IgE e IgG, puede ser utilizada como
un indicador biolégico de exposicién prolongada. Este enfoque complementa los
métodos bioquimicos convencionales, como la medicién directa de MCs en matrices
ambientales o bioldgicas, al detectar la respuesta inmunolégica en individuos expuestos.
Ademas, investigaciones recientes (Ferrari et al., 2022; Ruiz et al. (2024) apoyan esta
linea de estudio, destacando que la cuantificacion de anticuerpos especificos podria no
solo reflejar el nivel de exposicion, sino también funcionar como una prueba diagndstica
en la identificacion de poblaciones afectadas. La deteccién de anticuerpos como IgG e
IgE sugiere un contacto previo con la toxina, incluso en casos donde los sintomas
clinicos son leves o estan ausentes. Esto es especialmente util para evaluar
exposiciones cronicas o historicas, ya que la respuesta inmune puede persistir mucho

después del contacto inicial, aun cuando los niveles de MCs hayan disminuido.

Este enfoque también seria util en estudios epidemioldgicos y de vigilancia de
poblaciones cercanas a fuentes de agua contaminada. Los anticuerpos podrian actuar
como biomarcadores tempranos de dafio inducido por MCs, permitiendo la identificacion
de alteraciones en 6rganos como el higado o los rifiones antes de que se manifiesten

los dafios bioquimicos tradicionales.

Sin embargo, este campo aun esta en desarrollo y enfrenta desafios importantes.
Es fundamental mejorar la especificidad de las pruebas para evitar reacciones cruzadas
con otras toxinas, asi como optimizar su sensibilidad para detectar niveles bajos de
anticuerpos en exposiciones de baja intensidad. Ademas, la variabilidad en la respuesta
inmune entre individuos dificulta la estandarizacién de los ensayos y requiere la

definicion de rangos de referencia basados en estudios poblacionales.

Otro punto a considerar es el tipo de anticuerpos a detectar, ya que podrian
ofrecer informacién sobre diferentes fases de la exposicion. La deteccion de anticuerpos
IgM podria sugerir una exposicion aguda reciente, dado que la IgM es el primer tipo de

anticuerpo producido en respuesta a un nuevo antigeno.

Por otro lado, los anticuerpos IgG e IgE serian mas indicativos de exposiciones
cronicas o repetidas (Ferrari et al.,, 2022), ya que el cambio de isotipo a I1gG es

caracteristico de una respuesta inmune mas avanzada y de larga duracion,
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proporcionando una memoria inmunolégica mas duradera. La deteccion de estos
isotipos es necesaria para poder establecer la temporalidad y magnitud de la exposicion.
Ademas, la deteccion de anticuerpos IgA podria ser de especial relevancia en contextos
de exposicion a través de la mucosa, como en la inhalacién de aerosoles, dado que este
tipo de anticuerpo esta asociado con las superficies mucosas, lo que lo convierte en un
marcador clave cuando se sospecha que la exposicion se ha dado por via respiratoria

o gastrointestinal.

Dado esto, la evidencia sugiere que los anticuerpos serian utiles como
marcadores de exposicion MC-LR y, potencialmente, a otros tipos de microcistinas. Sin
embargo, se requieren mas investigaciones para afinar aspectos especificos. Este
trabajo tiene como objetivo contribuir al desarrollo y perfeccionamiento de la técnica de
deteccion de anticuerpos contra la MC-LR, explorando su potencial como herramienta

de diagndstico.

3.5 Determinacién de Microcistina-Leucina-Arginina en Fluidos Humanos

La mayoria de los métodos de deteccion validados estan disefiados para la
deteccion de MC-LR en matrices como agua y alimentos (Smienk et al., 2007). Por ello,
es fundamental establecer un método reconocido, sensible y especifico que pueda ser
aplicable de manera general para detectar la presencia de la toxina en el material

biolégico humano.

Como se ha mencionado, la deteccion directa de MC-LR en sangre presenta
importantes desafios debido a su corta vida media en plasma y su rapida
biotransformacién y eliminacién del organismo (Palagama et al., 2018). Esto implica que,
para una deteccién confiable de la toxina, son necesarios niveles elevados, lo cual es
caracteristico de casos de intoxicacion aguda (Giannuzzi et al., 2011). En situaciones
de exposicidn cronica o de menor intensidad, la concentraciéon de MC-LR libre en sangre
suele ser insuficiente para ser detectada mediante métodos convencionales (Guo et al.,
2014). No obstante, la deteccion de metabolitos derivados de MC-LR puede constituir
una estrategia util para evaluar la exposicion a esta toxina.

3.5.1 Métodos analiticos empleados en la determinacion Microcistina-Leucina-
Arginina en Fluidos Humanos

Se han desarrollado diversos métodos para la deteccion, identificacion y
cuantificacion de la MC-LR; sin embargo, la mayoria se ha centrado en muestras
ambientales. En este contexto, este trabajo revisa los ensayos aplicados en muestras
biolégicas humanas. Para facilitar la comprension, se incluye una tabla comparativa con

los aspectos clave de cada técnica, asi como sus ventajas y limitaciones.(Tabla 1).
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Tabla I. Revision de Métodos Analiticos para Detectar MC-LR en Fluidos Humanos.

Método Matriz Analito detectado Ventaja Desventaja LOD Referencia
analitico biolégi
ca
ELISA Suero Anticuerpos Amplio rango de aplicacion, Falta de anticuerpos de amplio Dependiente del Ruibal-Conti et
INDIRECTO  humano especificos (I9G, IgE,  deteccion rapida. Resistencia  espectro; Es probable que se  tipo de ELISAy al. (2019).
II?RM IgA) contra (MC- 5 |65 efectos de matriz produzcan falsos positivos. anticuerpos
) usados
KIT ELISA Suero Toxina conjugada Simples, robustos y sensibles  Falta de especificidad, detecta 0,1 pg/L Heussner et al.
anti-ADDA humano diversos congéneres, (2014)
sobreestimacién de las
concentraciones
LC/MS Suero Detecta y compuestos  Permite un analisis estructural  El equipo tiene un alto costo, 0,14 pg/L Palagama et
humano de MC-LR parentales y ofrece alta selectividad, requiere personal al. (2018).

siendo util para muestras con
matrices complejas y bajo
contenido.

especializado, presenta
variaciones en las condiciones
de prueba entre laboratorios
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Método Matriz Analito detectado Ventaja Desventaja LOD Referencia
analitico biolégi
ca
IC-LC-MS Orina Detecta y cuantifican Alta sensibilidad y selectividad, Costos elevados de < 0.005 ng/mL Wharton et al.
los compuestos de permite cuantificar anticuerpos; preparacion de (0.0100 ng/mL en  (2018)
MC-LR parentales concentraciones muy muestras laboriosa. orina)
reducidas. Método adaptable
para detectar otros
congéneres
IC-PPIA Orina Metabolito MCLR-Cys  Alta sensibilidad. Compatible No permite distinguir entre 0,050-0,500 Wharton et al.
con anélisis de alto homologos especificos de ng/ml. (2019)
rendimiento y automatizacién MCs.La operacién es compleja
y costosa.
PCR Mucosa ADN de cianobacterias Alta sensibilidad, rapidez enla  Técnica no cuantitativa, de 1-10 copias de  Facciponte et
Nasal obtencién de resultados, y baja especificidad, susceptible ADN/mL (puede al. (2018)

aplicaciones en diversos tipos
de muestras bioldgicas.

a contaminacion y falsos
positivos.

variar segun
condiciones del
experimento).
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3.5.2 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

Los ensayos inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) son métodos
ampliamente utilizados para la deteccion semicuantitativa de la MC-LR, debido a su
simplicidad y rapidez. Estos ensayos se han mejorado mediante el desarrollo de
anticuerpos especificos con alta sensibilidad para detectar MC-LR en diversas matrices,
mostrando resultados prometedores (Xu et al., 2022). Por ejemplo, Zeck et al. (2001)
disefiaron un inmunoensayo basado en anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
fraccion ADDA de la toxina, mientras que, en un estudio mas reciente, Chen et al. (2020)
desarrollaron un ELISA de sandwich abierto (OS-ELISA) con un limite de deteccion tan
bajo como 85 pM. Sin embargo, la aplicacion de estos ensayos ha estado limitada
principalmente a la deteccién de MC-LR en muestras de agua, estudios ambientales,
ganado (Brena et al., 2021) y en organismos acuaticos como las almejas (Baralla et al.,
2016).

En un trabajo realizado por Heussner et al. (2014), se evaltan kits ELISA anti-
ADDA disponibles comercialmente, disefiados para detectar diversos congéneres de
microcistinas en suero humano, incluyendo MC-LR, MC-YR, MC-RR, MC-LA. Estos kits
reconocen especificamente la fraccion ADDA mediante el uso de anticuerpos
policlonales o monoclonales, dependiendo de la presentacion. Es importante destacar
que estos kits ELISA anti-ADDA detectan directamente la presencia de microcistinas,

calculando la interaccion de la fraccion ADDA. con los anticuerpos especificos.

Una de las principales limitaciones de estos kits es su baja especificidad, lo que
impide diferenciar entre los diversos congéneres que contienen la fraccion ADDA.
Aunque su disefio permite detectar una amplia gama de microcistinas, esto puede
generar imprecisiones, especialmente cuando se aplica en matrices complejas como el
suero humano, donde no logran identificar de manera precisa la exposicion a
microcistina leucina arginina (MC-LR). Debido a esta incapacidad de distinguir entre
congéneres, la técnica tiende a perder reproducibilidad en concentraciones bajas de la

toxina, como las que se encuentran en casos de exposicidon cronica.

En contraste, los ensayos ELISA que cuantifican anticuerpos especificos en
suero, como IgG, IgE, IgM o IgA contra MC-LR, pueden proporcionar una evaluacién
indirecta de la exposicion cronica a la toxina al analizar la respuesta inmunolégica del
organismo. Esta metodologia podria ofrecer una indicacién mas precisa del nivel de
exposicion, ya que los anticuerpos estan directamente asociados con la exposicién a la

toxina en su forma libre.

32



En el estudio realizado por Ruibal-Conti et al. (2019) se desarrollé un ELISA de
tipo indirecto, disefiado para detectar anticuerpos especificos contra MC-LR en suero
humano. En este método, las placas de microtitulacién fueron recubiertas con antigeno
de MC-LR, y posteriormente se incubaron con sueros diluidos que contenian
anticuerpos especificos contra la toxina. Los anticuerpos presentes en la muestra se
unieron al antigeno, y se detectan mediante la adicion de un segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa, que reconoce especificamente a los anticuerpos humanos.
La reaccién enzimatica posterior generé una sefial colorimétrica que permitio cuantificar

los niveles de anticuerpos especificos presentes en las muestras.

3.5.3 Ensayo de inhibicion de la proteina fosfatasa

El ensayo de inhibicion de la proteina fosfatasa se basa en la capacidad de la
MC-LR para inhibir de manera especifica las fosfatasas PP1 y PP2A. Esta inhibicién
permite medir la actividad enzimatica residual como un indicador de la presencia y
concentracién de la toxina en las muestras. En sus primeras etapas, se desarrollé un
ensayo colorimétrico de inhibicidn de fosfatasas que utilizaba sustratos como el fosfato
de p-nitrofenilo (Sassolas et al., 2011). Al ser desfosforilados por las fosfatasas, estos
sustratos generan un cambio de color, o que permitia la deteccién de la actividad
enzimatica. Posteriormente, para mejorar la eficacia de este ensayo, se han

desarrollado diversas variantes que optimizan su sensibilidad y especificidad.

En un trabajo realizado por Wharton et al. (2019), se presentd una mejora en la
deteccion de microcistinas mediante la implementacion de anticuerpos especificos para
la fraccion ADDA en un método denominado, inmunocaptura por inhibiciéon de fosfatasa
proteica (IC-PPIA), esta técnica se aplicé en orina humana recolectada de residentes en

el sur de Florida, en areas afectadas por floraciones de algas cianobacterianas.

El método IC-PPIA se basa en un enfoque de doble selectividad. En la primera
fase, se utiliza un anticuerpo especifico que se une selectivamente a las toxinas diana,
reteniéndolas en una fase sodlida y facilitando su separacion de componentes

interferentes, como metabolitos o moléculas pequenas presentes en la muestra.

La segunda fase del ensayo evalua la inhibicién de la enzima fosfatasa proteica
2A (PP2A), que actua como un objetivo celular para las MCs. La actividad de la PP2A
es bloqueada especificamente por estas toxinas, y el grado de inhibicién enzimatica se
mide al introducir un sustrato especifico. Esta inhibiciéon es directamente proporcional a
la concentracion de toxinas presentes en la muestra, permitiendo asi cuantificar los

niveles de MC.
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Este enfoque fue aplicado a muestras de orina de 86 individuos reclutados
durante una floracién de algas en el sur de Florida. De estas muestras, tres resultaron
positivas para MC-LR, con concentraciones de 0,052; 0,055 y 0,089 ng/mL, sugiriendo
una posible exposicion por inhalacion, ya que los participantes no informaron contacto

directo con aguas contaminadas.

En términos de ventajas y desventajas, el método IC-PPIA presenta varios
aspectos a considerar. Entre las ventajas, se destaca su capacidad para detectar
multiples congéneres de microcistinas en un unico ensayo, asi como su enfoque en la
actividad bioldgica de las toxinas. Sin embargo, es importante sefialar que la técnica
también presenta limitaciones, como la posibilidad de interferencias de otras moléculas

que pueden inhibir la PP2A, lo que podria afectar la precision de los resultados.

3.5.4 Cromatografia liquida-espectrometria de masas

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) es una
técnica analitica de alta precision y sensibilidad, ampliamente utilizada para el analisis
de microcontaminantes en matrices biologicas (Espafia Amortegui et al., 2023). Su
capacidad para separar e identificar compuestos en mezclas complejas la ha
establecido como una herramienta clave en estudios toxicoldgicos y de monitoreo
ambiental, con implicaciones significativas en la identificacion de microcistinas
(Fernandes Rocha et al., 2024).

En este contexto, se han llevado a cabo diversos estudios que emplean LC-MS
para la deteccion de MC-LR en fluidos biolégicos. Por ejemplo, en el estudio realizado
por Palagama et al. (2018) optimizaron los métodos de extraccion en fase sélida para
cuantificar seis microcistinas comunes en orina y plasma de ratén, asi como en suero
humano. Este estudio logro altos indices de recuperacién, bajas desviaciones estandar
relativas y limites de cuantificacion reducidos (<1 pg/L). Asimismo, en el estudio
previamente desarrollado sobre los pescadores del lago Chaohu, se utilizé6 LC-MS para
determinar la concentracion de microcistinas en el suero. Este enfoque mostré una

buena recuperacion en el experimento de extraccion.

En otro estudio, se desarrollé una variante del método de inmunocaptura
cromatografia liquida de espectrometria de masas (IC-LC-MS) para la deteccién de
microcistina-LR en orina (Wharton et al. 2018). Esta técnica integra un paso de
inmunocaptura que facilita la captura selectiva de microcistinas mediante anticuerpos
especificos. En este caso, se utiliza un anticuerpo disefiado para reconocer la porcion
conservada ADDA de las microcistinas, lo que permite la separacién del analito y la

eliminacion de interferentes presentes en la muestra. Posteriormente, el analito
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capturado se somete a separacion en una columna de cromatografia liquida,
aprovechando sus propiedades quimicas. Finalmente, el analito se introduce en un
espectrometro de masas, donde es ionizado y analizado, proporcionando informacion

precisa sobre su masa y permitiendo su cuantificacion

A pesar de las ventajas que ofrecen estas técnicas —incluyendo su capacidad
para el analisis estructural, excelente selectividad, y la posibilidad de realizar analisis
cualitativos y cuantitativos precisos—, también presenta ciertas limitaciones. Por un
lado, la operacion de los equipos de LC-MS requiere personal altamente capacitado y
un considerable tiempo para la interpretacién de los datos, para el enriquecimiento y la
limpieza de muestras se necesita una preparacion compleja debido a su nivel de
sensibilidad y selectividad, y ademas, la disponibilidad de equipos de LC-MS es limitada
en muchas instalaciones debido a su elevado costo, lo que restringe su uso generalizado
(Massey et al., 2020)

3.5.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La PCR es una técnica fundamental en biologia molecular que permite la
amplificacion especifica de ADN, facilitando la deteccién de microorganismos en
diversas matrices. Esta técnica se ha aplicado principalmente en el monitoreo de
microcistinas en muestras ambientales (Ghosh et al., 2008) y en la identificaciéon de
genotipos de cianobacterias productoras de hepatotoxinas. Esta técnica permite
detectar genes claves involucrados en la biosintesis de estas toxinas, como mcyA y
mcyB, que participan en las rutas metabdlicas responsables de la produccion de

microcistinas (Bourne et al., 2005).

Un estudio reciente de Facciponte et al. (2018) exploré la aplicacién de la PCR
anidada (nested-PCR) en hisopados nasales, evaluando su viabilidad como método no
invasivo para detectar cianobacterias en el tracto respiratorio superior. En este estudio,
que incluyd a 77 participantes, se recolectaron muestras mediante hisopados nasales y
se analizaron con una PCR especifica para cianobacterias. Para la extraccién de ADN,
los investigadores utilizaron el kit Qiagen DNeasy Blood and Tissue, que permite una
purificacion eficiente del ADN. La técnica de nested-PCR empleé cebadores especificos
para la regién 16S del ADN cianobacteriano: en la primera ronda de amplificaciéon se
utilizaron los cebadores CYA359F y CYA781R, mientras que en la segunda ronda se
utilizé el cebador 16SUR. Para asegurar la calidad de la muestra humana y la precision
del analisis, se incluyd como control positivo el gen B-globina. El protocolo de
amplificacién consistio en una primera fase de desnaturalizacion, alineacion y extension,

seguida de una segunda amplificacién para aumentar la sensibilidad y especificidad.
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Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,

lo que permitié confirmar la presencia de ADN cianobacteriano en las muestras.

La técnica de PCR utilizada en este estudio presenta varias ventajas
significativas. En primer lugar, mostré una sensibilidad del 83% y un valor predictivo
positivo (VPP) del 100%, lo que indica que es un método eficaz para identificar la
presencia de cianobacterias en las vias respiratorias superiores. Esta alta sensibilidad
y VPP hacen que la PCR sea una herramienta valiosa en la deteccioén inicial de estas
toxinas en las mucosas, lo que podria contribuir al monitoreo de la exposicion ambiental
a cianobacterias. Ademas, la facilidad y rapidez del procedimiento de PCR permiten un

analisis no invasivo, lo que lo hace accesible para una amplia gama de pacientes.

Sin embargo, también hay desventajas importantes a considerar. A pesar de su
utilidad, la PCR del hisopado nasal present6 una especificidad del 0%, lo que sugiere
que, aunque puede detectar cianobacterias, no puede distinguir entre diferentes
especies 0 cepas, lo que limita su capacidad para proporcionar informacion especifica
sobre el tipo de cianobacterias presentes. Esta falta de especificidad significa que la
PCR nasal no puede considerarse un sustituto directo del analisis broncoscoépico, que
ofrece una evaluacion mas completa de las cianobacterias en las vias respiratorias.
Asimismo, la metodologia actual empled un enfoque binario para la identificacion de
cianobacterias, lo que no proporciona datos cuantitativos sobre los niveles presentes en
las muestras. Esto sugiere que se necesitan métodos adicionales, como la PCR
cuantitativa, para obtener un analisis mas preciso y detallado. Por ultimo, el estudio no
incluyé la secuenciacion de especies especificas de cianobacterias, lo que impide hacer

afirmaciones sobre el potencial de toxicidad asociado con las especies detectada.

La revision de los métodos analiticos disponibles evidencia que no existe una
estrategia uUnica capaz de abordar de manera integral todos los escenarios de
exposicion. Las técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas
permiten una identificacion y cuantificacion especificas de la toxina y sus congéneres;
sin embargo, su aplicabilidad en estudios de exposicion humana se ve limitada por los
elevados costos del equipamiento, la complejidad operativa y los requerimientos de
personal especializado. En este contexto, los métodos basados en determinacion
indirecta —como los ensayos inmunoldgicos dirigidos a anticuerpos especificos—
adquieren relevancia como herramientas complementaria, particularmente en
situaciones de exposicion cronica o de baja intensidad, donde la deteccion directa de la
toxina puede no ser factible, constituyendo este enfoque metodoldgico el eje central del

presente trabajo, con potencial aplicacion en el ambito médico y epidemioldgico.
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 Poblacion de voluntarios y procesamiento de muestras

Para la seleccién de muestras, se recolectaron muestras de sangre de 8
individuos pertenecientes al grupo expuesto (GE), quienes se asume que han estado en
contacto constante con la toxina en distinta medida y grado (debido a su trabajo en
zonas afectadas y a su lugar de residencia durante los ultimos 2 afnos). Adicionalmente,
se incluyeron 20 muestras de individuos del grupo no expuesto (GNE), quienes,
presumiblemente, no han estado en contacto con la toxina, ya que su lugar de residencia
se encuentra a mas de 750 kilbmetros de las areas afectadas por el crecimiento de

algas.

Las muestras de sangre fueron dejadas coagular a temperatura ambiente, y el
suero fue separado por centrifugacion a 4000 rpm durante 5 minutos. Los sueros fueron

separados, alicuotados y mantenidos a -20 °C hasta el momento de uso.

Para su uso en el ensayo de ELISA, todas las muestras fueron tratadas de
manera uniforme de acuerdo con resultados previos del grupo de trabajo, diluyendo 5
ML de suero en 1000 pL de solucién de Buffer salino Fosfato (PBS) con 1% de leche en

polvo (p/v), logrando una dilucién final de 1/200.

4.2. Produccion de MC-LR conjugada a Albumina de Suero Bovino
Para la preparacién de la microcistina conjugada a una proteina carrier

(seroalbumina bovina, BSA), se utilizaron los siguientes materiales:

® EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida): es un agente de
acoplamiento utilizado para activar grupos carboxilo (—COOH) y facilitar su
reaccion con grupos amino (—NH.). En este caso, se utiliza para unir la

microcistina (MC-LR) a una proteina portadora como BSA.

® NHS (N-hidroxisuccinimida): se utiliza junto con EDC para aumentar la
eficiencia de la reaccion de acoplamiento. Facilita la formacion de enlaces amida

entre el carboxilo activado de la microcistina y los grupos amino de la BSA.

® MC-LR 1 mg: es una variante especifica de la microcistina, una toxina producida
por cianobacterias. En este caso, es el antigeno que se quiere detectar mediante
la técnica de ELISA.

® BSA: es una proteina comun utilizada para conjugar con pequenos antigenos
como la microcistina. La BSA ayuda a aumentar el tamafio molecular del
antigeno, y en este caso mejora la unién a la placa de poliestireno que se emplea

durante el ensayo de ELISA.
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® PBS 1X: en su concentracion de uso ("1X") es una solucién tampén comunmente
utilizada en biologia molecular y celular (Na2PO4+/HNaPO4 20 mM, NaCl 0,9 %
p/v, pH 7). Se utiliza para mantener un entorno constante de pH y osmolaridad
en diversos experimentos. Su pH y salinidad son equivalentes a los del suero y

el plasma sanguineo.

El procedimiento para obtener el conjugado de microcistina con BSA utilizando

los materiales mencionados antes, se describe paso por paso a continuacion:
1. Poner a entibiar a temperatura ambiente el EDC, NHS, MC-LR y la BSA.
2. Preparar solucion de BSA de 1 mg/ml en PBS 1X.
3. Pesar EDC 0,4 mg y NHS 0,6 mg, y agregarlos a 1 ml de solucién de BSA.
4. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

5. Agregar MC-LR en relacion equimolar con BSA (66,5 a 1). Es decir: 0,015 mg
(15 pL de una solucién stock de MC-LR 5 mg/ml en agua bidestilada).

6. Incubar 2 horas a temperatura ambiente.
7. Separar por columna de spin y reservar en freezer hasta el momento de uso.

4.3 ELISA indirecto para la deteccion de isotipos de inmunoglobulinas

El ensayo de ELISA fue puesto a punto para la deteccion de inmunoglobulinas
totales especificas para MC-LR. En este trabajo, el objetivo fue reconfigurar las
condiciones experimentales para detectar los distintos isotipos de inmunoglobulinas

especificas para MC-LR, como son IgG, IgM, IgA e IgE.

No habiendo antecedentes de estos experimentos en el grupo de trabajo, se
realiz6 una exploracion de las posibles condiciones de reaccion, utilizando dos
configuraciones experimentales segun los anticuerpos anti-isotipo disponibles. En los
casos en que habia disponible un anticuerpo anti-isotipo ya marcado con peroxidasa,
se empled un disefo en “dos capas”. En los casos en que el anticuerpo anti-isotipo no

estaba marcado, se realizd un ensayo en “tres capas”.
A continuacién, se describen ambos procedimientos, paso por paso.

1. Sensibilizacion de placas de poliestireno. De acuerdo con el esquema de
siembra que se reproduce mas adelante, se colocaron 100 uL de antigeno MC-
LR-BSA en solucion 1ug/mL con buffer coating (BC, solucion tampodn para
estabilizar el antigeno, Na,CO3/NaHCO; 50 mM, pH 9,2) en placas de
poliestireno Nunc MaxiSorp. Las placas se incuban durante 1 hora a 37 °C y se

lava cada pocillo tres veces con solucion de lavado (PBS-Tween 20 0,05% v/v).
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2. Bloqueo. Los sitios de union inespecifica (que son los espacios que pueden
haber quedado libres en la superficie de los pocillos de la placa de poliestireno,
en los que cualquier proteina podria quedar retenida dando resultados falsos) se
bloguean con una proteina inerte en la reaccién, en este caso leche en polvo
descremada al 3% p/v en PBS 1Xy se incuba 1 hora a 37 °C. Las placas luego

se lavan tres veces con solucion de lavado

3. Siembra de muestras. Tanto las 8 muestras de personas expuestas como las
20 muestras de personas no expuestas se sembraron en una dilucién 1/200 de
acuerdo con el esquema de siembra que se reproduce mas adelante en esta
seccion. Los pocillos utilizados como blanco de reaccion recibieron buffer de
dilucion (BD, PBS con 1% de leche en polvo (p/v)) en lugar de muestras, se

incuban 1 hs a 37° C y se procede a lavar los pocillos con SL.

4. Incubacidén con anticuerpos anti-isotipo. Esta etapa se realiz6 de manera
diferente segun si el ensayo fue de dos o tres capas. Las diferencias entre los

dos disefios se describen a continuacion.

4.4 Diseino de la placa

Se sembraron 4 placas en paralelo con este mismo diseno, para determinar por
separado IgG, IgM, IgE, e IgA. Los bordes de la placa han sido descartados para su
uso, para evitar el “efecto borde”, esto hace referencia a la variabilidad en la lectura de
los resultados que se observa en la primera fila y columna de una placa de ELISA; esto
se debe a que la primeras filas y columnas estan mas expuestas a las condiciones
ambientales, como la temperatura, la humedad y la luz, lo que puede afectar la reaccion

enzimatica y la lectura de los resultados (Figura 8).
Tratamiento de las muestras

Todas las muestras fueron tratadas de manera uniforme, diluyendo 5 L de suero
en 1000 uL de buffer diluyente (BD) de PBS con 1% de leche en polvo (p/v), logrando

una dilucién final de 1/200.

Figura 7. Esquema de siembra de muestras y blancos. La zona celeste: representa la zona donde se
sembraron los blancos. La zona verde: se destin6 a la siembra de sueros de GE. La zona roja: sueros de
GNE. La zona amarilla: se ha descartado su uso para evitar el “efecto borde”
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Ensayo en dos capas

En los ensayos dirigidos a la deteccion de inmunoglobulinas de tipo IgM e IgG,
se utilizé un formato de dos capas en virtud de la disponibilidad de anticuerpos
especificos contra IgM (Ac-anti-IgM, SIGMA: Goat-anti-Human IgM-uH-, HRPO) vy
contra IgG (Ac-anti-IgG, CAPPEL: Goat-anti-Human IgG-Fc-, HRPO) directamente
conjugados con una enzima, peroxidasa (HRPO: Horseradish Peroxidase, peroxidasa
de rabano picante). La ventaja de este formato es que no es necesario incluir una capa
adicional, ya que los anticuerpos marcados permiten la detecciéon directa de las
inmunoglobulinas objetivo. El esquema de reaccion se reproduce a continuacion (Figura
9).
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Figura 8. Esquema de reaccién de ensayo de dos capas, para la deteccién de inmunoglobulinas IgG e
IgM (Elaboracion propia).

En el ensayo de dos capas, los anticuerpos conjugados anti-isotipo I1gG e IgM se
incubaron en dilucion 1% v/v en BD, durante 1 h a 37 °C de temperatura. Al cabo de ese
plazo, se procedié a lavar 3 veces con SL y luego al revelado de la reaccién, que se

describe mas adelante.

Ensayo en tres capas

Este se emplea en los ensayos para la deteccion de inmunoglobulinas IgE e IgA.
A diferencia de los ensayos para IgM e IgG, los anticuerpos primarios utilizados para
IgE (VECTOR: Goat-anti-human IgE) e IgA (DAKO: Rabbit-anti-human IgA) no estan
conjugados con peroxidasa, lo que hace necesario un Ac extra para generar una seial
detectable. Se introduce una capa adicional de anticuerpos secundarios, que actian
como puente entre los anticuerpos primarios y la enzima de deteccioén (Figura 9). En el
caso del ensayo para IgE, se emplea un anticuerpo anti inmunoglobulinas de cabra,

generado en caballo y conjugado con peroxidasa (VECTOR: Horse-anti-goat Ig, HRPO).
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De manera similar, para el ensayo de IgA, se utilizé6 un anticuerpo anti-IgA de conejo,
generado en cabra y también marcado con peroxidasa (BETHYL: Goat-anti-rabbit Ig,
HRPO). Estos anticuerpos secundarios permiten la detecciéon indirecta de las
inmunoglobulinas objetivo mediante la reaccién enzimatica de la peroxidasa, lo que

finalmente genera una sefial cuantificable.
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Figura 9. Esquema de reaccion de ensayo de tres capas, para la deteccion de inmunoglobulinas IgE e IgA
(Elaboracién propia)

En el ensayo de tres capas, los anticuerpos anti-isotipo IgA e IgE se incubaron
en BD, durante 1 h a 37°C de temperatura. Al cabo de ese plazo, se procedié a lavar 3
veces con SL y luego a la incubacion con un tercer anticuerpo anti-especie, conjugado
a HRPO. Estos anticuerpos se diluyeron en BD y se incubaron durante 1 h a 37°C de
temperatura. Al cabo de dicho plazo, se lavaron los pocillos 3 veces con SL y se procedi6

al revelado de la reaccién, que se describe mas adelante.

4.5 Revelado de la reaccion: desarrollo de color y lectura de resultados

Para el desarrollo del color se agregaron 100 uL del kit de revelada mezcla de
dos reactivos A + B que aportan el sustrato y cromégeno (BD OptEIA), especifico para
la actividad de la enzima peroxidasa. La reaccion se dejo transcurrir durante 30 minutos
a temperatura ambiente y en un lugar oscuro; dicho tiempo fue estipulado en funcion de
la experiencia del grupo, aunque este periodo puede variar segun la dinamica de la

reaccion.

Transcurridos los 30 minutos, se detuvo la reaccién afadiendo 50 uL de H,SO,
4N. A continuacion, la placa se colocé en un lector de microplacas (Murex, TECAN
Instruments) ajustado a una longitud de onda de 450 nm para la lectura de los
resultados. Posteriormente, se procedid al analisis de los datos. El valor de cut-off -
cuando correspondia- se definid a partir del procesamiento de los resultados obtenidos

en 20 sueros de control.
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CAPITULO V. RESULTADOS

Se investigd la presencia de anticuerpos especificos contra MC-LR utilizando el
ensayo ELISA. Los isotipos IgE, IgM, IgA e 1gG anti-MC-LR se evaluaron en muestras

de suero de residentes expuestos a la toxina GE y GNE.

Para interpretar los datos, se analizaron los valores crudos obtenidos en cada
ensayo y se aplicd el test de Mann-Whitney para identificar si existian diferencias
significativas (p<0,05). A partir de estos resultados, en el caso de rechazo de hipotesis
nula se establecidé el valor de cut-off para discriminar entre muestras positivas y

negativas.

5.1 Procesamiento de los datos

El analisis de los datos obtenidos se llevd a cabo mediante un enfoque sistematico
que incluye varios pasos fundamentales. Inicialmente, se calcularon los promedios de
las lecturas de los duplicados para cada muestra, con el fin de obtener un valor
representativo. A continuacion, se calculé el promedio de los valores correspondientes

a los blancos para establecer un punto de referencia.

Una vez obtenidos estos promedios, se procedio a restar el valor de los blancos de
cada muestra. Este ajuste permite corregir cualquier interferencia o ruido de fondo que
pueda afectar la precision y validez de los resultados. Tras la correccién, se utilizé el
test de Mann-Whitney para evaluar si existian diferencias significativas entre los grupos
analizados. Este enfoque estadistico es adecuado para comparar datos no paramétricos
y proporciona informacion relevante sobre las diferencias entre los grupos expuestos y

no expuestos.

5.2 Presentacion de los resultados de cada Inmunoglobulina

En esta seccion, se presentan los resultados obtenidos para cada tipo de

inmunoglobulina analizada en los GE y GNE.!

Resultados de I1gG

En el caso de IgG, no se observé una diferencia significativa entre los grupos

expuestos y no expuestos (p>0,05) segun el test de Mann-Whitney. Los valores de

' Nota general: Los datos de cada inmunoglobulina se presentan en el Anexo I, donde

se pueden consultar las lecturas individuales de cada muestra.
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densidad éptica (DO) obtenidos fueron generalmente bajos, lo que sugiere una baja

reactividad del conjugado utilizado.

Se observé que varios puntos, particularmente en el grupo expuesto, fueron
descartados debido a que los valores de DO, tras restar el valor del blanco, resultaron

negativos o muy proximos a cero.
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Figura 10. I9G anti-MC-LR en GE y GNE

Resultados de IgM

Por otro lado, para la IgM se observé una diferencia significativa entre los grupos
expuestos y no expuestos (p<0,05) al comparar los niveles de IgM mediante el test de
Mann-Whitney no paramétrico. Para discriminar entre sueros positivos y negativos, se

establecio un cut-off, definido como el promedio mas dos veces el desvio estandar.

A partir del cut-off, se identificaron varios sueros positivos en el GE, como
(promedio 0,371), (promedio 0,387) y (promedio 0,416). En contraste, en el GNE, los
valores fueron negativos o cercanos al cut-off, con el suero (promedio 0,303) identificado

como un falso positivo.
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Figura 11. IgM anti-MC-LR en GE y GNE.

43



Resultados de IgE

En el analisis de la inmunoglobulina IgE, no se observé una diferencia
significativa entre los grupos analizados (p>0,05). Al igual que en el caso de IgG, los
valores de DO fueron predominantemente bajos, lo que sugiere una limitada reactividad

del anticuerpo anti-especie utilizado en el ensayo.

Tras restar el valor del blanco, se descartaron varios puntos en ambos grupos

que presentaron resultados negativos.
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Figura 12. IgE anti-MC-LR en GE y GNE

Resultados de IgA
Finalmente, en el analisis de IgA, tampoco se detectaron diferencias
significativas entre los GE y GNE (p>0,05). Aunque el conjugado utilizado ha sido

probado como efectivo en otros ensayos, los valores obtenidos fueron bajos.
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Figura 13. IgA anti-MC-LR en GE y GNE
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CAPITULO VI. DISCUSION

Los resultados experimentales de este estudio se dividen en dos categorias
principales. En primer lugar, la evaluacion de las inmunoglobulinas 1gG e IgE especificas
contra MC-LR produjo resultados no concluyentes, ya que varios sueros presentaron

valores de DO negativos.

Por otro lado, los resultados relativos a IgM e IgA fueron validos. En el caso de
la IgM, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los GE y GNE,
mientras que, en el caso de la IgA, no se encontraron diferencias significativas. A
continuacion, se discutiran los resultados obtenidos para estos dos isotipos especificos

de anticuerpos contra MC-LR.

Aungue se asume comunmente que la IgM esta asociada a respuestas inmunes
recientes, como sugieren Abbas, Lichtman y Pillai (2021), los resultados obtenidos en
este estudio muestran que el grupo de exposicién presenta niveles elevados de IgM en
3 de los 8 sueros analizados. Estos sueros corresponden a individuos que, en principio,
no parecen haber estado expuestos recientemente a MC-LR, o al menos no es
concluyente, lo que indica que la presencia de IgM especifica no esta necesariamente

limitada a una respuesta aguda o inicial.

Este hallazgo puede explicarse por el hecho de que, en ciertos contextos, la IgM
especifica puede persistir mas alla de la fase inicial de la respuesta inmune. Este
fendbmeno es comun en las respuestas inmunes T-independientes, es decir, aquellas
que no requieren la intervencion de linfocitos T helper para inducir el cambio de isotipo,
también conocido como “switch” de clase (Mond et al., 1995). En este tipo de
respuestas, el sistema inmunolégico sigue produciendo IgM de manera sostenida en
cada nueva exposicion al antigeno, sin que se produzca una conversion hacia otros

isotipos, como ocurre en las respuestas T-dependientes.

La deteccién de IgM anti-MC-LR en individuos que probablemente no han sido
expuestos recientemente, sino de manera cronica, sugiere que la respuesta inmune
frente a MC-LR podria involucrar un componente T-independiente. Asimismo, estudios
previos (Ruibal, 2019) han identificado la presencia de IgG anti-MC-LR, lo que indica la
posibilidad de una respuesta T-dependiente en estos casos. Esto sugiere que la

respuesta inmune frente a MC-LR podria ser de caracter mixto, combinando tanto
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respuestas T-dependientes como T-independientes, o incluso ser predominantemente
T-independiente, pero con un cambio parcial de isotipo mediado por mecanismos no
dependientes de linfocitos T, como ha sido reportado en trabajos previos (Hjalmsdottir
et al., 2024). Este fendmeno de "switch” de isotipo esta bien documentado en antigenos
T-dependientes, como las proteinas, donde los linfocitos T helper facilitan la transicién
de la produccion de IgM a otras inmunoglobulinas. Sin embargo, los antigenos no
proteicos, como los polisacaridos, suelen inducir respuestas T-independientes, en las

que se sigue produciendo IgM en cada nueva exposicién, sin cambio de isotipo.

En relacién con los resultados de IgA especifica frente a MC-LR, no se
detectaron diferencias significativas entre los grupos. En ambos casos, la respuesta fue
extremadamente baja, con valores que podrian sugerir una interaccion inespecifica.
Esto implica que, a pesar de que el ensayo fue técnicamente adecuado, ninguno de los
sueros analizados parece contener IgA especifica contra MC-LR, limitando la posibilidad
de realizar conclusiones firmes sobre este isotipo. No obstante, se puede inferir que los
sueros del GE no presentan niveles de IgA detectables, lo que sugiere que estos
individuos probablemente no se expusieron al antigeno a través de las mucosas, si se
considera que este isotipo esta asociado principalmente a esa via de exposicion. Sin
embargo, debido al reducido numero de muestras, la ausencia de resultados positivos

hace que cualquier conclusion deba considerarse preliminar y con cautela.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

Las floraciones toxicas de cianobacterias constituyen un problema creciente para
la salud humana, especialmente en regiones donde la infraestructura de tratamiento de
agua es deficiente. La vigilancia continua de los niveles de microcistinas es esencial
para evaluar el impacto de estas toxinas en la poblacion, dado que la exposicion a ellas
puede provocar efectos adversos en la salud publica. En este contexto, si bien existen
diversas metodologias analiticas empleadas para su deteccion, cada una tiene
particularidades que condicionan su sensibilidad y aplicabilidad. Asi, resulta
especialmente relevante incorporar la deteccién de anticuerpos especificos contra MC-
LR, que ofrece una aproximacion relevante para comprender tanto el grado como la
naturaleza de la exposicién humana y las caracteristicas de la respuesta inmunoldgica

desencadenada.

En el presente estudio se analizaron los isotipos IgG, IgM, IgA e IgE en individuos
expuestos y no expuestos. Los analisis estadisticos demostraron que unicamente la IgM
presentd diferencias significativas entre ambos grupos. Esta respuesta sugiere un
vinculo entre los niveles de IgM y la exposicion al téxico, coherente con la actividad
laboral de los integrantes del GE. No obstante, la aparicion de falsos positivos en el GNE
indica que variables biolégicas independientes de MC-LR pueden influir en la deteccion
de este isotipo, lo que exige precaucion al interpretar los resultados y resalta la

necesidad de mejorar la estandarizacién del ensayo.

En contraste, los niveles de 1gG, IgE e IgA no arrojaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. En el caso particular de IgG, la baja
sensibilidad del ensayo sugiere que el conjugado utilizado —anticuerpo o enzima—
podria haber sido ineficaz, generando resultados no concluyentes y requiriendo la
repeticién del experimento con reactivos alternativos o mejorados. De manera similar,
para la IgE la concentracion utilizada del anticuerpo anti-especie no habria sido
adecuada para detectar niveles especificos, recomendandose aumentar su
concentracién o emplear anticuerpos con mayor especificidad. En cuanto a IgA, la
escasa reactividad del anticuerpo anti-especie limité su deteccién; ademas, la ausencia
de IgA detectable en el grupo expuesto permite plantear la hipétesis de que la via de
exposicion a MC-LR no habria involucrado predominantemente las mucosas, aunque
esta interpretacién debera corroborarse con estudios mas amplios, reactivos

alternativos y mejor disefados.

En conjunto, estos resultados muestran que la deteccidon de anticuerpos

especificos representa una herramienta prometedora para el estudio de la exposicion
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humana a microcistinas, aunque su interpretacion depende fuertemente de la calidad de

los reactivos y de la adecuada estandarizacién de los ensayos.

Asimismo, este estudio resalta la necesidad de ampliar el tamafio muestral,
incorporar cohortes con distintos niveles y vias de exposicion, y optimizar las
condiciones experimentales para obtener conclusiones mas firmes, reproducibles y

extrapolables.

Este trabajo constituye un primer paso hacia el desarrollo de metodologias
inmunoldgicas aplicables a la vigilancia de toxinas ambientales, con potencial para
fortalecer las estrategias de monitoreo sanitario en regiones afectadas por floraciones

de cianobacterias.
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ANEXO I:
ELISA

Tabla Il. Datos crudos obtenidos de IgG

DENSIDADES OPTICAS Y TRATAMIENTO DE DATOS DEL ENSAYO

1
B I 0.211
C I 0.226
D I 0.295
E I 0.303

0.243

0.142

0.289

0.338

0.262

0.195

0.255

0.263

0.266

0.209

0.221

0.302

0.316

0.172

0.288

0.287

0.321

0.205

0.314

0.335

0.301

0.167

0.333

0.352

0.213

0.314

0.357

0.275

0.238

0.383

0.334

d ]
o | N N A R -

0.276

0.243

0.442

0.426

0.455

0.383

Zona roja: estos pocillos no se han logrado sensibilizar por desperfectos en la micropipeta.

Tabla Ill. Datos crudos obtenidos de IgE

12

1
y |

B I 0.194
C I 0.200
D I 0.189
E I 0.214
F I 0.177
G I 0.204

0.267

0.279

0.176

0.167

0.19

0.243

0.212

0.172

0.174

0.179

0.173

0.185

0.184

0.183

0.174

0.178

0.17

0.197

0.185

0.178

0.169

0.179

0.178

0.218

0.282

0.188

0.205

0.187

0.182

0.191

0.215

0.181

0.178

0.184

0.172

0.300

0.199

0.187

0.188

0.149

0.385

0.213

0.182

0.197

0.178

0.171

0.188

0.22

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.195

0.291

0.247

0.187

0.201

0.24
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Tabla IV. Datos crudos obtenidos de IgA

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0.355 0.226 0.363 0.407 0482 0437 0314 0305 0483 0.503

0.311 0272 0.280 0.253 0.224 0.173 0.257 0.249 0.251 0.316

0438 0.321 0.257 0.289 0.292 0.281 0.397 0304 0.315 0.383
0.295 0.350 0.388 0.353 0.504 0.52 0.368 0.364 0.321 0.354

0.396 0.436 0.34 0376 0.291 0.355 0.317 0.412 0.443

1
DI 0.336 0.28 0.200 0.190 0.236 0.259 0.441 0456 0.389 0.561

Tabla V. Datos crudos obtenidos de IgM

12

0.342 0414 0.247 0.279 . 0.347 0.216 0.236 0.262 0.269

0425 0406 0.587 0.648 0.537 0.472 0.223 0.238 0.222 0.232

0.571 0.574 0.207 0.201 0461 0.421 0428 0432 0.224 0.226

0.286 0.346 0.352 0.373 0322 0322 0.226 0.208 0.217 0.201

1
I 0.267 0.294 = 0.198 0.200 0.277 0.278 0.458 0.421 0.35  0.397

0.66 0516 0.335 0.39 0.182 0.217 0.201 0.246 0.232 0.299
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Tabla VI. Datos obtenidos duplicados promediados (blancos restados): IgG

A l----------

12

-0.033 0.004 0.058 0.030 0.015
C . -0.076 -0.058 -0.072 -0.070 -0.020
D . 0.032 0.041 0.063 0.152
E . 0.060 0.051 0.094 0.120

F . 0.137
G. 0.116

Zona roja: estos pocillos no se han logrado sensibilizar por desperfectos en la micropipeta.

Tabla VII. Datos obtenidos duplicados promediados (blancos restados): IgE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 O

B . 0.054 0.022 0.057 0.031 0.012

C . 0.063 0.001 0.007 0.008 0.068

D . 0.006 0.011 0.007 0.036

E . 0.014 0.007 -0.010 0.003

F . 0.007 -0.005 0.004 0.102 0.018

G . 0.047 0.015 0.028 0.080 0.054

H
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Tabla VIII. Datos obtenidos duplicados promediados (blancos restados): IgA

1

I @& m m O O W >»

Tabla IX. Datos obtenidos duplicados promediados (blancos restados): IgM

2

0.057 0.151
0.058 0.033
0.074
0.146
0.089 0.137
0.168 0.154

0.226
-0.036
0.014
0.053
0.278
0.100

0.076
0.019
0.215
0.117
0.132
0.102

0.259
0.050
0.241
0.115
0.104
0.194

12

1

I @& m m O O W »

2

0.177 0.062
0.214 0.416
0.079
0.371
0.115 0.161
0.387 0.161

0.147
0.303
0.076
0.240
0.121

-0.002

0.025
0.029
0.238
0.229
0.016
0.022

0.064
0.026
0.172
0.024
0.008
0.064

12
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ANEXO II: NOTA DE ACEPTACION DEL DIRECTOR Y CODIRECTORES

UNIVERSIDAD CATOLICA DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
CATEDRA TRABAJO FINAL
NOTA DE ACEPTACION DEL DIRECTOR Y CODIRECTORES?

Cordoba, 29 de Octubre de 2024
Prof. Titular Trabajo Final
Dr. Juan Carlos Nicolas
S / D
De mi consideracion:

Por la presente dejo constancia de mi aceptacion como

DIRECTOR/CODIRECTOR DE TRABAJO FINAL de la Carrera de Bioquimica, del alumno
de los/as alumnos/as, CIAFFONI BERON DIANA VALENTINA DNI N° 42164381 y
PAREDES ANDRES DNI N° 34711978 sobre el Trabajo Final cuyo titulo preliminar es

CARACTERIZACION DE LA EXPOSICION HUMANA A MICROCISTINA-LR: REVISION DE
METODOS DE DETECCION Y OPTIMIZACION DEL ENSAYO ELISA

Por medio de la presente, EXPRESO cumplidas las instancias de supervision, dando por
finalizada mi actividad como director/co-director y AUTORIZO la presentacion del Trabajo
Final para su defensa final.

»y

Firma Director Firma Codirector Firma Codirector
Marcia A. Ruiz Ana Laura Ruibal Conti Alejandro Ferrari
Aclaracién Director Aclaracién Director Aclaracién Director
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