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RESUMEN

Las floraciones de cianobacterias se estan convir-
tiendo en un importante problema en la calidad del
agua en muchos paises del mundo, debido a la pro-
duccién de cianotoxinas, con actividad hepatotéxica
y neurotoxica, que las convierten en un riesgo para
la salud. Entre ellas, las microcistinas (MC) son las
toxinas mas frecuentemente detectadas en aguas su-
perficiales. En este trabajo revisamos de forma su-
cinta los posibles riesgos toxicos derivados de la ex-
posicién a MC, fundamentalmente por consumo de
aguas contaminadas, lo que justifica en definitiva la
necesidad de llevar a cabo programas de monitoriza-
cion y control de las mismas.

PALABRAS CLAVE: cianotoxinas, microcistinas,
aguas consumo humano, toxicidad.

INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha producido un incre-
mento en la frecuencia, intensidad y distribucién ge-
ografica de episodios téxicos en el medio acuatico,
debido a la proliferacién masiva de algas cianoficeas
(blue-green algae) o cianobacterias productoras de
toxinas, motivado en parte por niveles cada vez ma-
yores de nutrientes exdégenos, de forma que hoy dia
se reconoce a nivel mundial que en cada pais se pre-
sentan estos crecimientos anormales'.

Las cianotoxinas son muy diversas en su estructura
quimica y toxicidad® y se clasifican segin los efectos
toxicos producidos en animales y humanos en: der-
matotoxinas (lipopolisacaridos, lyngbyatosina-a,
aplisitoxinas), neurotoxinas (anatoxina-a, homoana-
toxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxinas), y hepatotoxi-
nas (microcistinas, nodularina y cilindrospermopsi-
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frequent cyanotoxins detected on superficial fresh-
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na). Entre ellas, las microcistinas (MC) son las toxi-
nas mas frecuentemente detectadas en aguas super-
ficiales. Poseen una estructura heptapeptidica, de
bajo peso molecular, y son producidas por diferen-
tes especies pertenecientes a los géneros Microcys-
tis, Anabaena, Oscillatoria, Nostoc, Anaaenopsis, y
Aphanizomenon. Han originado intoxicaciones tanto
en animales como en humanos, a veces incluso fata-
les, destacando asimismo por su potencial capaci-
dad de promover cancer en humanos tras exposi-
cion croénica, por lo que estan consideradas no soélo
un problema ambiental, ecotoxicolégico, sino tam-
bién y principalmente, sanitario®.

Los estudios toxicolégicos realizados hasta la actua-
lidad han conducido al establecimiento de una in-
gesta diaria tolerable (IDT) de 0,04 pg/Kg/dia de MC-
LR'y de un valor guia provisional de 1,0 pg/L de MC-
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LR en aguas de bebida, por la Organizacién Mundial
de la Salud’, comprendiendo tanto las MC intra como
las extracelulares. En Espafia, el Real Decreto
140/2003 (7 de Febrero de 2003) regula que los nive-
les maximos de MC sean de 1 pg/L.

En este trabajo revisamos de forma sucinta los posi-

bles riesgos toxicos derivados de la exposiciéon a

MC, fundamentalmente por consumo de aguas con-

taminadas, lo que justifica en definitiva la necesidad

de llevar a cabo programas de monitorizacion y con-
trol de las mismas. Entre los factores fundamentales

a tener en cuenta en la evaluacion de riesgos toxi-

cos’ por MC, se encuentran:

1) la toxicidad de estas toxinas, responsables de in-
toxicaciones agudas y cronicas en humanos y ani-
males, y

2) la probabilidad de exposicién a MC, prestando es-
pecial atencién a la exposicion humana por con-
sumo de aguas de bebida contaminadas.

ESTRUCTURA QUIMICA

La estructura de las MC se caracteriza por ser ciclica
(900-1100 Daltons), bastante estable en agua, forma-
da por siete aminoacidos, de los cuales cinco suelen
ser comunes, destacando en posicion 5, el residuo
Adda (4cido 3-amino-9-metoxi-2, 6, 8-trimetil-10-
fenildeca-4, 6- dienoico). Las variaciones mas fre-
cuentes se producen por sustituciones de dos L-ami-
nodacidos distintos (en las posiciones 2 y 4) y por
desmetilaciones de los aminoacidos de la posicién 3
y/o 7. Los L-aminoacidos se indican con un sufijo de
dos letras; por ejemplo MC-LR contiene leucina (L)
en la posicion 2 y arginina (R) en la posicion 4. Ac-
tualmente se conocen unas 80 variantes de MC, des-
tacando las MC-LR, MC-RR y MC-YR".

Segin su toxicidad se pueden clasificar en tres gru-

pos:

1) Toxicidad elevada: MC-LR, -LA,-YR;

2) Toxicidad moderada: MC-WR, las MC desmetila-
das en Mdha y 5-Me-Asp;

3) las MC de toxicidad baja: MC-LY, -RR.

Los estudios acerca de la influencia de los sustitu-
yentes sobre la accion toxica de las toxinas han reve-
lado que tanto los L-aminoéacidos, el Adda y el D-glu
libre juegan un papel muy importante en la hepato-
toxicidad de las mismas.

PRINCIPALES VIAS DE EXPOSICION

En humanos, la exposicion a MC puede ocurrir por:

1) Via oral, de forma directa por el consumo de agua
contaminada con células de cianobacterias toxi-
cas, siendo ésta la principal fuente de exposicion,
que ha originado hepatoxicosis agudas y croéni-
cas. Se advierte hoy cada dia mas la necesidad de
conocer otras posibles fuentes de exposicion hu-
mana, de caracter indirecto, tales como alimen-
tos. De hecho, se ha constatado la acumulacién
de toxinas en pescados, mejillones, que han inge-
rido dichas cianobacterias, y en vegetales regados
con aguas contaminadas, asi como la exposicion

involuntaria por consumo de suplementos alimen-
tarios de algas contaminados®.

2) Otras vias de exposiciéon son la via dérmica, por
contacto con floraciones, origindndose reaccio-
nes alérgicas.

3) La via inhalatoria resulta ser minoritaria, por la
practica de duchas, bafios y deportes acuéaticos.

Debido al rechazo de la poblacién a beber agua con-
taminada con cianobacterias por el mal olor y sabor
producidos por éstas, no se han llegado a producir
grandes fatalidades como resultado de la exposicién
alas MC. Sin embargo, se han producido intoxicacio-
nes letales en pacientes sometidos a hemodialisis,
como la ocurrida en Brasil en 1996, debido a que el
agua utilizada para el tratamiento procedia de un de-
poésito contaminado con cianobacterias®.

TOXICIDAD

La mayoria de los estudios existentes de toxicidad
aguda con MC revelan que son toxinas primariamen-
te hepatotéxicas en mamiferos, encontrandose cam-
bios en la estructura celular, alteraciones bioquimi-
cas séricas indicadoras del dafio hepatico®, dando
lugar a una necrosis hepatocelular hemorragica ex-
tensa y una disrupcion sinusoidal. Asimismo se se-
nalan danos celulares en riién' e intestino, que po-
drian deberse igualmente a la presencia en estos te-
jidos del transportador de sales biliares responsable
de la entrada de las MC a la célula. La DL-50 de los di-
ferentes congéneres en ratén, via intraperitoneal,
varia entre 50 (MC-LR) y 600 (MC-RR) pg/Kg.

En comparacién con los mamiferos, existe menos in-
formacién sobre la patologia inducida por MC en
peces, afectandose ademas del higado, otros 6rganos
como rinén, corazon, branquias, piel, médula y san-
gre™. Se produce una disociacién y degeneracién de
hepatocitos y dilatacion de la capsula de Bowman en
rindén; a dosis mayores se destruye la arquitectura
del parénquima hepético, se produce degeneracién
tubular renal y necrosis del epitelio tubular.

Siendo mas significativos los estudios de toxicidad
de dosis repetidas (subcrénicos) y crénicos a largo
plazo, por la propia fuente de exposicién en humanos
(aguas), éstos sin embargo son muy escasos'**" ob-
servandose danos celulares a nivel hepatico, renal,
intestinal, corazén y glandulas adrenales.

En humanos tienen accién fundamentalmente hepa-
totoxica, aunque también dan lugar a alteraciones
gastrointestinales, reacciones alérgicas e inmunot6-
xicas, y sintomas parecidos a la neumonia®. Se nece-
sita investigar asimismo la potencial toxicidad renal
y nerviosa de estas toxinas en humanos®. Aunque no
han sido revisadas ain por la Agencia Internacional
de Investigaciones sobre el Cancer (IARC), por su ac-
cion promotora de tumores en animales de experi-
mentacién y su actividad inductora de dafo en el
ADN por mecanismo citotéxico’, diversos estudios
epidemiol6gicos sugieren una mayor incidencia de
carcinoma hepatocelular y cancer colorectal, en
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zonas cuyas aguas de bebida estan contaminadas
por MC'™®, Por ello, es totalmente imprescindible
una adecuada monitorizacién de las MC en aguas de
bebida, advirtiéndose la necesidad de conocer otras
posibles fuentes de exposicién humana, tales como
alimentos.

Estas toxinas se absorben fundamentalmente por un
transportador especifico de sales biliares localizado
en el hepatocito”. Se acepta que a nivel subcelular
son inhibidores especificos de las fosfatasas de pro-
teina tipo 1 (PP1) y tipo 2A (PP2A), las cuales regu-
lan multitud de procesos biolégicos. Esta inhibicién
causa un aumento en la fosforilacién de las protei-
nas celulares que activa la cascada de las caspasas
desencadenandose el proceso de apoptosis con el
consecuente dafio celular”. Siendo éste el mecanis-
mo de accién mas aceptado, hoy dia estan tomando
gran interés las evidencias que sugieren que el es-
trés oxidativo puede jugar un papel muy significati-
vo en la patogenicidad de estas toxinas tanto en ma-
miferos** como en peces?®,

NIVELES GUIA

Los diversos estudios toxicolégicos realizados hasta
la actualidad han conducido al establecimiento de
una Ingesta Diaria Tolerable (IDT) de 0,04 pg/Kg/dia
de MC-LR. El peligro de promoci6én de tumores por
exposicién crénica a través del agua de bebida ha
sido la principal razén para el establecimiento de ni-
veles de seguridad para estas toxinas por parte de la
Organizaciéon Mundial de la Salud que ha adoptado®
un valor guia provisional de 1,0 pg/L de MC-LR en
aguas de bebida, comprendiendo tanto las MCs intra
como las extracelulares. En Europa, las toxinas de
cianobacterias atn no estan claramente reguladas,
aunque la Directiva 2000 (2000/60/EC) las considera
especificamente como potenciales contaminantes
peligrosos. Diversos paises, como Brasil, Nueva Ze-
landa, y europeos como Gran Bretana, Francia*, in-
cluyendo Espafa (R.D. Decreto 140/2003) han adop-
tado este valor guia. Otros como Canada proponen
el valor de 1,5 pg/L, y Australia propone un rango de
valores comprendido entre 1,3 pg/L, para exposicio-
nes a lo largo de toda la vida, y 10,0 pg/L en el caso
de exposicion a corto plazo.

Existe ademéas una propuesta de valor guia de 10
pg/g de MC-LR en suplementos alimentarios, y en
Oregdn (USA), se ha establecido un valor maximo de
1 pg/g en alimentos®.

TOXICIDAD DE FLORACIONES EN LA PENINSULA
IBERICA

A pesar de su ubicuidad, los estudios acerca de la to-
xicidad de floraciones en la regién Mediterranea no
son muy abundantes, a excepcién de Portugal, Fran-
cia y Marruecos®. Las primeras evidencias de flora-
ciones toxicas de cianobacterias en la peninsula Ibé-
rica datan de la década de los 90, en aguas portugue-
sas. Diversas floraciones detectadas en el rio
Guadiana han provocado mortandad de peces y epi-
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sodios de gastroenteritis en humanos en la zona sur,
concretamente en Mértola?. En Espaifa, sin embar-
go, este fendmeno ha estado menos documentado?®,
siendo en fechas mas recientes cuando se abordan
los trabajos de identificacién y cuantificacion de las
MC involucradas® en zonas diversas, como: diferen-
tes embalses de Cataluiia, rio Tajo™?, rio Segura®, y
embalses de la zona centro de Madrid®.

Investigaciones llevadas a cabo por nuestro equipo,

en colaboracion con el grupo de investigacion de la

Dra. Franca (Unidad de Ecotoxicologia del Instituto

de Salud Ricardo Jorge de Lisboa), nos han permiti-

do detectar floraciones toéxicas en el rio Guadiana,
cuyas aguas se destinan al riego de cultivos, activi-
dades recreacionales y practicas deportivas

(pesca). Se cuantificaron concentraciones de MC su-

periores al limite maximo recomendado por la OMS,

se aislaron y cultivaron las distintas especies impli-
cadas, siendo el perfil toxicolégico de tres estirpes
de M. aeruginosa muy variable*®. Se concluye que:

1) La aparicién amplia y repentina de variaciones en
la densidad fitoplanctonica de estas aguas, depen-
diendo de la distribucién espacial de los sitios de
muestreo y temporal, repercute en la dificultad de
definir una estrategia adecuada de muestreo.

2) Al menos algunas de las floraciones téxicas detec-
tadas en el Guadiana en su curso por el sur de
Portugal pueden tener su origen corriente arriba,
en la parte espanola.

3) Se producen variaciones toxicas inter e intra espe-
cies de cianobacterias dentro de una misma flora-
cién, lo que demuestra la naturaleza totalmente
impredecible en lo que respecta a la toxicidad glo-
bal de las aguas en las que se producen.

De forma general, se considera que la producci6n de
toxinas en aguas naturales esta influida por tres fac-
tores principales®:

1) la dindmica del fitoplancton, con variaciones es-
pacial y temporal en la abundancia relativa o bio-
masa de especies productoras de toxinas;

2) la presencia variable de cepas productoras/no
productoras de MC, con diferentes caracteristicas
toxicas y de crecimiento, y

3) factores ambientales diversos (concentracién de
nutrientes, temperatura, luz, metales, etc.) que
afectan a la produccién de toxinas.

Consecuentemente, no existen aiin modelos que
puedan predecir las concentraciones de toxinas en
aguas naturales, al no existir un patrdon global de
comportamiento en la presencia y toxicidad de las
floraciones.

Aunque se han desarrollado diferentes métodos que
permiten determinar la toxicidad en aguas superfi-
ciales, atin no se ha aceptado ninguno como método
estandar por las agencias oficiales de medio ambien-
te; ademas, para una precisa evaluacién de la toxici-
dad y estudio del perfil téxico de las variantes pre-
sentes, se requiere mas de una técnica*. Dichos mé-
todos pueden ser biologicos, bien de tipo
bioquimico como los ensayos de inhibicion de las
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fosfatasas de proteina, o pueden ser diferentes bio-
ensayos (bioensayo en ratén, con invertebrados) o
tratarse de ensayos inmunolégicos (ELISA) muy sen-
sibles y rapidos, utilizandose todos ellos como técni-
cas de screening semicuantitativas, cuyos resulta-
dos deben confirmarse por métodos mas sofistica-
dos, tales como los métodos quimicos. Entre estos
altimos destacan la cromatografia liquida de alta re-
soluciéon (CLAE), con diferentes detectores, y la elec-
troforesis capilar®, que permiten conocer la identi-
dad y la cuantificacion de las toxinas individuales en
muestras diversas (aguas, floraciones de cianobac-
terias, pescados, etc.); en los udltimos afos, se esta
aplicando la espectrometria de masas acoplada a la
cromatografia liquida (CL-EM)**. Mediante la técni-
ca MALDI-TOF-MS, se consigue una rapida detec-
cién, con s6lo pequenas cantidades de material celu-
lar, sin necesidad de incluir etapas de extraccién o
purificaciénl. Los métodos basados en la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) estan permitiendo
la deteccion rapida de la potencialidad téxica de las
floraciones de cianobacterias, o de determinadas es-
pecies®.

En resumen, las investigaciones sobre el desarrollo y
optimizaciéon de métodos sensibles, sencillos y rapi-
dos que permitan una adecuada monitorizacién de
estas toxinas, es un reto importante para los cientifi-
cos dedicados a este tema. Ello nos permitira dispo-
ner de datos mas fiables para establecer un rango de
concentraciones relevantes en el medio ambiente, y
evaluar el riesgo derivado de la presencia de estas
toxinas en aguas y alimentos contaminados. Contro-
lando en definitiva, la calidad y seguridad de los mis-
mos. Asimismo, es necesario profundizar y desarro-
llar estudios toxicolégicos in vivo e in vitro de las
MC, especialmente en el caso de otros congéneres
diferentes a MC-LR, lo cual es imprescindible para
mejorar el proceso de evaluacion del riesgo toxico
por estas toxinas.
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