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Floraciones cianobacterianas
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Floraciones:

 Embalses del Rio Negro
* Rio de la Plata en toda su extensién
* Lagos someros eutroficos de la region.

Entre los géneros mas comunes que producen floraciones se destacan

Microcystis y Dolichospermum (>90% toxicas).
Bonilla et al, 2015. INNOTEC
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Central Hidroeléctrica Constitucion.
Embalse de Palmar, 20009.
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Cianotoxinas

‘/Metabolitos secundarios producidos por diversos géneros de cianobacterias.

‘/Una misma toxina puede ser producida por multiples géneros.
Lipopolisacaridos

‘/Mayoria intracelulares. (n=?): Pared celular de
\/ o gram negativos (efectos
Elevada toxicidad. inflamatorios). % _ ,ﬁ/° .
AR O ot :"o =~ o
0-P-OH

‘/Estructuralmente muy diversas.

0 @ o .
o 0 HO OH
o HO

Alcaloides (>50): Anatoxinas y
Saxitoxinas (neurotoxinas).
Cilindrospermopsina (citotoxina,
hepatotoxina).
HN.__O
N O hid Péptidos ciclicos.
° Microcistinas y nodularinas (>200):
hepta o penta-péptidos ciclicos
sintesis no ribosomal (hepatotoxinas,

> W H Anatoxina-A Hr\%\ N
° O promotores tumorales).
NW/NH HN‘[(NH Saxitoxina
H L NRe o)

(57 analogos)

Lipido A

Cilindrospermopsina
(5 analogos)



Cianotoxinas: Estructuras quimicas, géneros productores y modo de accion

Cianotoxina Esqtj:lnﬁ:;f mpﬁ%‘:?ciﬁg 8 Modo de accion

Microcistinas Heptapéptidos  Microcystis,

(=200 variantes) ciclicos Anabaena”®, Nostoc,

[77] }P?i:ﬂﬂnnhn?;‘:]unnf Hepatotdxica, promotor

Oscillatoria, tumclr:al. i11hibidnr'
Radiocystis. proteinas eucariotas
S fosfatasa PP1, PP2AY
Gloeotrichia, fosf .
Anabaenopsis, osfoproteinas fosfatasas
Rivularia, Tolypothrix PPP4, PPPS.
Hapalosiphon,
Plectonema
Nodularinas Pentapéptidos Nodularia spumigena,  Idem microcistinas,
ciclicos Nostoc [symbiotic) ademas de leve
carcinogenicidad.
Cilindrospermopsina Alcaloides de Cylindrospermopsis®, . N
(5 vari anfe ) P suanidina Umeza htfe B I-Iepatnt_muca.r Toxicidad
triciclicos Anabaena”, en multiples érganes,
Oscillatoria, neurotoxica, genotoxica,
Raphidiopsis, disruptores endécrinos.
Aphanizomenon inhibidor sintesis
proteica.
Anatoxina-a Alcaloides Anabaena, Neurotoxica, se une
biciclicos Phormidium, competitivamente a los
Aphanizomenon receptores de
acetilcolina,

Anatoxina-a [5) N-hidroxiguanina Anabaena* Neurotdxica, inhibidor

ciclica fosforilada de acetilcolinesterasa.

Saxitoxina Alcaloides Aphanizomenon, .

Anabaena®, Lyngbya, Neurotdxica, blr:nquea
E‘r!mdmsper'r-'rmps-fs', ;analeside : od&o Jtai
Blanktothrix ependientes de voltaje.
Lynghyatoxinas, Alcaloides de Lyngbya Oscillatoric.  Promotor tumoral, unién
Indol Schizothrix a proteina quinasa C

Aplysiatoxinas eucariota,

EMAA, DAE Diamincdcidos  Diversos géneros Neurotdxico, afecta
desarrollo, insercion de
errores en sintesis de
proteinas.

LPS Lipopolisacdridos Todos los géneros Inflamatorio, promuewve

secrecidn de citoquinas

No es suficiente con identificar los géneros o especies
presentes para saber si una floracion es toxica!

La produccién de toxinas es especie (y cepa) especifica.

En cada cepa (in vitro o en la naturaleza) la produccion de
toxinas varia con el tiempo y las condiciones ambientales.

Extraido y adaptado de Handbook of Cyanobacterial Monitoring and Cyanotoxin Analysis. Section I: Cyanobacteria, Cyanotoxins, Their Human
Impact, and Risk Management. 2017. *Anabaena, actualmente Dolichospermum. *Cylindrospermopsis, actualmente Raphidiopsis.



Comparacion de toxicidad de toxinas biologicas
(i.p. en raton)

Toxina Organismo productor DL50
(ng/kg)
Toxina Botulinica Bacteria 0,00003
Toxina Tetanica Bacteria 0,0001
Toxina Diftérica Bacteria 0,3
Saxitoxina Cianobacteria/Dinoflagelados 9
Veneno de Cobra Cobra 20
Anatoxina-a(s) Cianobacteria 20-40
Nodularina Cianobacteria 30-50
Microcystinas Cianobacteria 50-1200
Acido Okadaico Dinoflagelados 192
Anatoxina-a Cianobacteria 200
Estricnina Plantas 200-500

Cianuro de Sodio 6000



Distintas estratégias para la determinacion de cianotoxinas

e Bioensayos

e Metodos bioquimicos

e Métodos inmunologicos

e Métodos moleculares

» Bioensayos in vivo en ratones
Bioensayos in vitro en lineas celulares

Ensayo de inhibicién de fosfatasa

Enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA)

(b) Microcystin (mcy) synthetase M. aeruginosa, 55 kb

e < (I < > B > (e )

Quantitative real-time PCR

eMétodos instrumentales

MALDI-TOF

HPLC-UV o PDA
LC-MS/MS




Los inmunoensayos como herramientas analiticas

Ventajas Desventajas
o Elevada sensibilidad y especificidad. e Necesidad de estudiar el efecto
e No requiere pretratamiento de matriz.
muestra. e Contra solamente un analito o
e Baratos. grupo de compuestos.

e Adaptable a formatos aplicables “in
situ’,

e Permite el analisis en paralelo de
varias muestras.

e Simples, rapidos y faciles de
implementar.



Neurotoxinas: Saxitoxinas

H,N YO

H Oy
HN R4-2: CHy” Sso,H
A 0
HNZ N
R4-3: CH,—OH
R4-4: CH,
| DL50 e Alcaloide carbamato no sulfatado -
i.p.: 10 pg/kg STX
0.. 260 pg/kg

e Alcaloides carbamatos mono-
sulfatados - GTX (gonyautoxins)

e Bi-Sulfatadas - C-toxins

e 57 congéneres
Bloqueo de canales de sodio “voltaje
dependientes”

Altera el potencial de accion en neuronas.
Inhibiendo la conduccion nerviosa.

En general estables en soluciones acidas diluidas.

Purificacion: cartuchos de carbon (AOAC Official
Method 2005.06).

Bioacumulacion:

Daphnia magna, moluscos bivalvos

Métodos de cuantificacion:
- LC-MS

- Enzimatico (saxiphilin)

- ELISA

- Ensayo de union a receptor (AOAC Official
Method 2011.27)

Valores guia OMS (basados exposicién aguda en infantes, PSP):
- 3 ug/L (agua potable)
- 30 ug/L (recreacional)



Neurotoxinas: Anatoxinas (alcaloides heterociclicos)

N O N O
i . | . CHy
i .I:H3 —-H-H'\-\. -.\___,-".
k. R

ATX-a (165,2 Da) HTX-a (179,2 Da)
DL50
i.p.: 200 - 250 pg/kg
0 :2-5000 ug/kg

Potente agente despolarizante pre y
post - sinaptico.

Agonistas de los receptores nicotinicos de
acetilcolina.

Estimula la contraccion de las células
musculares, y neuronas del sistema
nervioso central .

Purificacion: cartuchos carbon e Int. Ionico (suave)
Estable a pH acido y en oscuridad

Fotodegradable t 12 : 1-2 h al sol

Vida media en ambiente : 14 dias (pH 8-10)

Métodos de cuantificacion:
- LC-MS/MS (US EPA Method 545)
- ELISA

- Ensayo de union a receptor

Valores de referencia provisional OMS (adultos)
- 30 ug/L exposicién aguda o corto plazo (agua consumo)
- 60 ug/L (exposicion recreacional)



Neurotoxinas: Anatoxina-a (S)
Compuesto organo-fosforado natural

Anatoxin-a(S) MW 252; C;H;N4O4P

4 . G ;CHS, DLSO:
HN 3 N i.p-:20 pg/ kg
1 it
e N\ CHS
[ ® o
N.r 2 I‘f‘( o~ CHa Termolabil >40°C
-

O \0

Inhibidor de la Acetil colinesterasa

Mas estable a pH acido que en soluciones neutras
o alcalinas.

La diferencia de pH estomacal podria explicar la
distinta susceptibilidad de diferentes especies
animales a sufrir intoxicaciones.

A. spiroides

A. lemmermannii

Actualmente: Dolichospermum

Actuaria como insecticidas

organofosforados y agentes neurotéxicos
de guerra.

Métodos de cuantificacion:

- LC-MS/MS

- Ensayo de inhibicion de
acetilcolinesterasa (biosensor)



Hepatoxinas: Cilindroespermopsinas

R: | cylindrospermopsin
OH
R: § 7-epi-cylindrospermopsin
H
R: | 7-deoxy-cylindrospermopsin

DL50

i.p.: 180-200 mg/kg
0.: 4400-6900 mg/kg

Afecta higado, los rifiones y los eritrocitos

Mecanismo de accion de la toxicidad mediada por
CYN no se ha dilucidado por completo.

Valores guia provisionales (Basados en estudios en ratones):

- 0.7 ug/L (agua potable, consumo prolongado)
- 3 ug/L (corto plazo)
- 6 ug/L (exposicion recreacional)

Alta proporcion toxina extracelular

Bioacumulacion:

mejillones, cangrejos, peces
(hepatopancreas, musculos, etc)

Aprox. 1 mg/Kkg seco (en tejidos)

Estable en oscuridad y baja intensidad
de luz

Resiste 15 min ebullicion pero comienza
a oxidarse

Oxidable por cloro

Purificacion: con columnas de carbon

Métodos de cuantificacion:

- HPLC-UV o PDA
- LC-MS/MS (US EPA Method 545)
- ELISA



Hepatoxinas: Microcistinas (MCs)

Estructura general
- - [MH-134]"

ADDA (R = Me)
ADMAdda (R = H)

ADMAdda = S9-acetoxydemethylAdda

[I

MC-LR
MC-YR
MC-RR
MC-LA
MC-LF
MC-LY
MC-LW
[Dha’MC-LR
MC-RY
[Asp*IMC-RY
[Asp¥IMC-LY
[Asp*MC-LR
MC-LY({OMe)
MC-LL
[Dha'|MC-YR
[Asp®, Mser"MC-RY

e =MWk

10
11
12
13
14
15
16

T“@N
St

O

Microcystin skelaton
@ @ @
Leu Mdha
Tyr Arg Mdha
Arg Arg Mdha
Leu Ala Mdha
Leu Phe Mdha
leu Tyr  Mdha
Leu Trp Mdha
Leu Arg Dha
Arg Tyr Mdha
Arg Tyr  Mdha
Leu Tyr hdha
Leu Arg Mdha
Leu MeOTyr Mdha
Leu Leu Mdha
Tyr  Arg Dha
Arg Tyr Mser

@H,

R1
Me
Me
Me
Me
Me
ke
Me
H
Me
Me
e
Me
ke
Me
H
Me

Amino ackd variants at position-7
H1
I

R‘ OH
o P _N
*xq a@f agij

R .ﬂbhnzv R Abhrev R' Abbrev.

Me Mdha Me Mser Me Mala
H Dha H Ser H Ala

RE
Me
Me
Me
Me
Me
Me
Me
Me
Me

H

H

H
Me
Me
Me

H

[MH]* miz

9955
10455 |Amino acid variants at pasition-7

10385 FII"
910.5 _N
688 5 Y (-.f\
1002.5 o7

981.5 Me Mdhb
10455 H Dihb

1031.5
988.5
981.5

1032.5
952.5

10315

10485

Estructura de variantes (congéneres) de MCs. Extraido y adaptado de Miles et al. 2013

Proteina fosfatasa 1 (PP1) humana unida a MC-LR.
Fuente: Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/).

MCs: > 200 variantes estructurales
Heptapéptidos ciclicos
Hepatotoxicos

Estructura-toxicidad muy variable



Microcistinas (MCs)

El género productor de MCs por excelencia, Microcystis ha sido reportado en numerosos paises alrededor
del mundo.

En Uruguay son frecuentes las floraciones
con predominancia del género Microcystis,
usualmente productoras de elevadas
concentraciones de MCs.

Existen reportes de intoxicaciones agudas
relacionadas al uso recreativo en el rio
Uruguay y en el Rio de la Plata (Giannuzzi et
al, 2011; Vidal et al, 2017).

Paises donde se han reportado al menos una publicacion ISI (International Scientific Index) de
cianobacterias productoras de microcistinas. Extraido de Handbook of Cyanobacterial Monitoring and
Cyanotoxin Analysis. Section I: Cyanobacteria, Cyanotoxins, Their Human Impact, and Risk Management. 2017.



Microcistinas (MCs)
Los efectos toxicos de las microcistinas han conducido a la introduccion de valores de referencia

v/ Toxicidad en humanos: consumo de agua o
animales contaminados, y exposicion
recreacional.

v/ Efectos téxicos en animales domésticos, de produccion y fauna nativa.

Resiste 15 min ebullicion

Oxidable por cloro Recomendaciones de la OMS

Purificacion: con columnas SPE (C18) Agua potable

: TiPoral: <1 pg/L MC-LR
Métodos de cuantificacion: Hg/

- HPLC-UV o PDA (ISO, 2005)
° g Moderado: 5-20 pg/L (hepatotoxicidad por ingestion
- LC-MS/MS accidental).

- Ensayo inhibicién fosfatasas Alto: >20 pg/L (espumas).

Aguas recreacionales (riesgo)

Bajo: 2-4 ug/L (efectos alergénicos).




B-N-methylamino-L-alanine (BMAA)

Aminoacido neurotoxico producido por diversas cianobacterias . Ej: Nostoc commune

(Nostocales).

Diversos trabajos lo asocian a enfermedades neurodegenerativas.

BMAA, afecta especialmente neuronas motoras in vitro en concentraciones bajas.

Hiperexitacion de la actividad neuronal por aumento de niveles de Ca intracelular. Agonista de

glutamato en receptores AMPA (transmision sinaptica rapida SNC).

O
H;C
N
N OH Estudios recientes reportan que mas del
H
95% de los géneros de cianobacterias
NH :
2 son capaces de producir BMAA.

beta-metilamino-L-alanina




Preguntas



