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Resumen

Las microcistinas (MCs) son hepatotoxinas
producidas por cianobacterias, capaces de causar
dafios a la salud a corto y largo plazo, se consideran
como un importante contaminante del agua
superando en importancia a los metales pesados y
plaguicidas. La OMS sugiere un limite provisional de
1.0 pug/L y declara que los pacientes con dialisis renal
son un grupo especialmente vulnerable. Es asi que,
se realizé la determinacién de MCs en agua del Lago
de Chapala, (en la zona de Agua Caliente, Poncitlan,
Jal. México). Mediante SPE y UPLC-MS/MS se
registran concentraciones entre 0.60 y 0.013 pg/L de
MC-LR y MC-RR; y dada la capacidad genotdxica,
mutagénica y teratogénica de la toxina, tales niveles
pueden influir sobre la salud de las personas
expuestas por el uso recreacional y consumo de
animales y cultivos contaminados. Se destaca asi la
primera propuesta metodoldgica de estandarizacion
para las MCs y en su caso se sugiere incluir en las
actualizaciones de las Normas Oficiales Mexicanas.

Microcistinas, Riesgo, Salud.

Abstract

Microcystins (MCs) are hepatotoxins produced by
certain types of cyanobacteria, capable of causing
short and long-term damage to the health, they are
considered as an important water pollutant
overtaking heavy metals and pesticides in
importance. A provisional limit concentration of 1.0
po/L is suggested by World Health Organization
(WHO), and renal-dialysis patients are declared as a
vulnerable group. Therefore, MC determination of
water samples of Lake Chapala was carried out
(Agua Caliente, Poncitlan, Jalisco, México). MC-LR
and MC-RR concentrations between 0.60 and 0.013
Mo/l were obtained by SPE and UPLC-MS/MS
methods. The recreational use of the lake and the
consumption of animals and food crops
contaminated by the water could affect the health of
exposed people due to the genotoxic, mutagenic and
teratogenic  potential of MC. The first
methodological proposal for MC standardization is
highlight, and is suggested to be included in the
updates of the Official Mexican Standarts (NOM).
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Introduccion

A finales del siglo XX, los procesos de
eutrofizacion de las aguas y los crecimientos
masivos de cianobacterias en el fitoplancton
comenzaron a ser muy estudiados, sin embargo,
las investigaciones sobre identificacion y
cuantificacion de las toxinas producidas por las
cianobacterias son posteriores, por lo que so6lo
recientemente se ha reconocido a estos
organismos como un problema de salud pablica
(Cirés y Quesada, 2011).

Las cianotoxinas son consideradas como
los compuestos mas toxicos y preocupantes en
las masas de agua, tanto por su elevada
distribucion como por su alta toxicidad (Pérez, et
al., 2008), capaces de provocar intoxicaciones
masivas en las poblaciones humanas y animales
con resultados incluso fatales, tal como ocurrid
en la ciudad de Caruaru, Brasil en 1996, donde
algunos autores aseguran que ocurrié la
intoxicacion mas grave reportada con 131
intoxicaciones y 52 muertes (Jochimsen, et al.,
1998; Pouria, et al., 1998; Carmichael, 2001;
Azevedo, et al., 2002).

Una de las cianotoxinas que ha captado el
interés de muchos investigadores por su
abundancia, resistencia y toxicidad son las MCs
(figura 1), clasificadas como hepatotoxinas de
bajo peso molecular, producidas
fundamentalmente por los géneros de
cianobacterias: Microcystis sp., Aphanizomenon
sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp. y Nodularia
sp. (Martinez, 2006; Ardanaz, 2010 y Ruiz, et
al., 2010).

Sus células diana son fundamentalmente
los hepatocitos y macrofagos, provocando el
colapso de la organizacién tisular, necrosis y
hemorragia intra-hepatica.
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X Y
MC-RR Arginin Arginin
MC-YR Tryptophan Arginin
MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Alanin

Figura 1 Estructura ciclica de las MCs formada por siete
aminoacidos: D-alanina, D-eritro- S-Metil-Aspartico, 3-
amino-9-metoxi-2, 6, 8-trimetil-10-fenildeca-4, 6-acido
dienoico, D-glutdmico, N-metildehidro-Alanina, con la
formula quimica de “Cyclo (-D-Ala-L-X-D-eritro-S-Me-
Asp-L-Y-ADDA-D-Glu-Mdha) .

Fuente: Recuperada y modificada de De Luca, et al.,
(2010)

Ademas, son potentes inhibidoras de la
fosfatasa proteica tipo 1 y 2A (PP1 y PP2A)
tanto de animales como de plantas superiores;
provocando que su ingesta en altas
concentraciones ocasione la muerte y/o efectos
acumulativos cronicos, como la induccion a la
formacion de tumores hepaticos (Almanza, et
al., 2016).

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

PEREZ-VAZQUEZ, Miriam E., GARCIA-VELASCO, Javier,
OROZCO-MEDINA, Martha G. y CONTRERAS-RODRIGUEZ,
Sergio H. Determinacién de microcistinas LR y RR en agua del Lago de
Chapala y su potencial efecto a la salud. Revista de Ciencias de la Salud.
2018



Articulo

14
Revista de Ciencias de la Salud

Cabe sefalar, que una vez sintetizada y
liberada es muy dificil de eliminar (Vergara, et
al., 2013).

Dada la elevada toxicidad que representan
las MCs y su capacidad para bioacumularse y
biomagnificarse a través de la cadena
alimenticia, algunos paises occidentales las
consideran como uno de los principales
compuestos contaminantes de las aguas dulces,
superando en importancia a los metales pesados
y plaguicidas (Cirés y Quesada, 2001).

Por ello, la OMS (2003) recomienda no
exceder la concentracion de 2 a 4 pg/L de MC-
LR en agua para uso recreativo y sugiere un
limite de seguridad provisional en agua potable
de 1.0 pg/L; ademas sefiala que los pacientes con
dialisis renal son el grupo especialmente
vulnerable a la presencia de estas toxinas en el
agua, debido a que el tratamiento los expone por
via intravenosa a grandes volimenes del liquido
poniendo en riesgo su salud.

Sin embargo, ambos limites de la OMS
excluyen a las demés variedades de MCs, por lo
que no representan el potencial téxico total o real
que pudiese estar presente en una determinada
muestra de agua.

En México, el abordaje normativo que
existe sobre las MCs es escaso y actualmente no
cuenta con normas vigentes que monitoreen y
controlen los niveles en agua para uso y
consumo humano.

Actualmente se encuentra en fase de
proyecto y en proceso de revision la
actualizacion al Proyecto de Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-127-SSA1-2017 “Agua
para uso y consumo humano, limites permisibles
de la calidad del agua”, la cual incluye la
determinacion de MC-LR dentro de sus
parametros y utiliza el limite maximo permisible
propuesto por la OMS (1.0 ug/L).

Del mismo modo, la COFEPRIS (2017)
publicO los Métodos Revisados para la
determinacion de MCs contemplados para el
PROY-NOM-127-SSA1-2017, en los cuales se
propone el analisis de las toxinas mediante el
Ensayo Inmunoenzimatico ADDA, el método de
Cromatografia Liquida/Espectometria de Masas
en Tandem (LC/MS/MS) y el método de
Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento
(HPLC) con deteccion ultravioleta (UV).
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En lo que respecta a los grupos
vulnerables, los habitantes de la ribera del Lago
de Chapala representan un claro ejemplo del
sector poblacional con mayor susceptibilidad a
las MCs, principalmente debido a los altos
indices de insuficiencia renal (IR) en la
poblacion infantil.

Alrededor del afio de 1990 se detecto en la
poblacion de Agua Caliente este padecimiento
con tendencia a aumentar y a principios del
2016, personal académico de la Universidad de
Guadalajara realizd6 un censo en el que se
contabilizé un total de 950 pobladores, en los
cuales se observo el predominio de IR. Los
resultados obtenidos mostraron que de 394
participantes, un total de 180 nifios fueron
positivos, lo que confirmé una prevalencia de
albuminuria de 3-5 veces mas alta que la
reportada en la literatura internacional; y hasta la
fecha se desconocen datos o estudios capaces de
demostrar las causas del aumento de la
enfermedad en la poblacion (Lozano-Kasten, et
al., 2017).

La pertinencia de este trabajo, se
fundamenta en la presencia de floraciones
potencialmente téxicas de cianobacterias en el
Lago de Chapala. Por lo que se espera encontrar
en el agua la presencia de MCs.

El objetivo de esta investigacion fue
conocer la calidad cianotoxica del lago en la
zona de influencia, asi como realizar una
revision literaria de los posibles efectos a la
salud para los grupos vulnerables expuestos en
la poblacion de Agua Caliente. Por otro lado,
este trabajo representa la primer propuesta
metodoldgica de estandarizacion de la técnica; y
cuyo analisis puede fundamentar la necesidad de
contar con actualizaciones en las Normas
Oficiales Mexicanas y Proyectos de Norma.

Metodologia

El poblado de Agua Caliente, pertenece al
municipio de Poncitlan, Jalisco; este se
localizada en la parte sur del municipio, entre las
coordenadas de latitud Norte 20°18°46.00”N y
longitud Oeste 102°55°43.00” y cuenta con una
extension aproximada de 2 km a lo largo del
Lago de Chapala (figura 2).
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El muestreo se llevo a cabo en la ribera del
lago y para ello se seleccionaron 5 puntos, de los
cuales 3 se ubicaron en las inmediaciones del
poblado y el resto en zonas alejadas y de menor
afluencia por parte de los habitantes. Las
colectas se llevaron a cabo de manera mensual,
comenzando en febrero y concluyendo en mayo
del afio 2018.

Ubicacién de las estaciones de muestreo en la ribera del Lago de Chapala
para la determinacion de Microcistinas

217001

Leyenda
() poblado de
Agua Caliente
O Estaciones de
Muestreo

200000

200

nEmo 755000 260008 265030 717900 00 7140000

Figura 2 Mapa que muestra la ubicacion de los puntos de
muestreo en las inmediaciones del poblado de Agua
Caliente del municipio de Poncitlén, Jalisco

Fuente: Elaboracion propia, mediante el uso del software
QuantumGis®

La toma de muestra se llevé a cabo
siguiendo las recomendaciones del Método 544
de la EPA (Shoemaker, et al., 2015).

Las muestras fueron colectadas lo mas
cercano posible a la orilla de la laguna y se
preservaron en obscuridad y refrigeracion hasta
el momento de su analisis. Cabe resaltar que
actualmente no hay ninguna sugerencia
uniforme entre la literatura sobre como manejar
las muestras para la determinacion de MCs
(Altaner, et al., 2017).

Los andlisis se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Salud Publica, del Instituto de
Salud Publica y Laboral de Navarra, en
Pamplona, Espafia, a cargo de la Dra.
Inmaculada Saiz Martinez.

La metodologia a wusar para la
determinacion es la descrita en el Procedimiento
Normalizado de Trabajo del propio laboratorio,
el cual sefiala dos procesos principales: la
extraccion en fase solida (SPE) y el analisis
mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas en tandem UPLC-
MS/MS.
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Cabe sefialar que una de las técnicas mas
utilizadas es la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, con ella se pueden
determinar variantes individuales de MCs
mediante el uso de estandares con una pureza del
95 % (UNESCO, 2009).

La combinacion de la cromatografia
liquida con métodos de espectrometria de masas
permite la separacion e identificacion de
variables de MCs con mayor confiabilidad.
Convirtiéndose hoy en dia en una técnica
fundamental para la determinacion de
cianotoxinas sin  estdndares  comerciales
disponibles (Almanza, et al., 2016).

Para este trabajo, la extraccion en fase
solida se llevd a cabo mediante el previo
acondicionamiento del cartucho Oasis HLB
empleando metanol y agua destilada, para
posteriormente cargar 50 ml de la muestra a flujo
constante. Posteriormente el cartucho es lavado
con agua destilada para luego eluir con metanol
y llevar a sequedad en corriente de nitrogeno.

Para la elaboracion de la curva de
calibracion se preparararon 5 diluciones a partir
del multipatrén de MCs de 50 ppb segln se
presenta en la tabla 1.

Antes de inyectar al Cromatdgrafo se debe
reconstruir la muestra en 400uL de AcN/Agua,
al 0.1% en &cido férmico y agitar en vortex, para
posteriormente filtrar en viales e inyectar un
volumen de 10uL al sistema UPLC-MS/MS.

Para la recuperacion de los cromatogramas
y tablas de resultados se empleo el programa
MassLynx®.

Concentracion del patron pl del multipatrén de

(Hg/L) 50 ppb

RO 0 0

R1 0.2 200

R2 0.4 400

R3 1.0 1000
R4 2.0 2000
R5 3.0 3000
Control |1.0 1000

Tabla 1 Concentraciones del multipatrén de MCs, blanco
y control para la elaboracién de la curva de calibracion.
Donde RO = blanco de reactivo (50ml de agua destilada
previamente analizada), R1 — R5 = diluciones a partir del
multipatrén de MCs de 50ppb, Control = solucion de
concentracién conocida

Fuente: Instituto de Salud Pdblica y Laboral de Navarra

PEREZ-VAZQUEZ, Miriam E., GARCIA-VELASCO, Javier,
OROZCO-MEDINA, Martha G. y CONTRERAS-RODRIGUEZ,
Sergio H. Determinacion de microcistinas LR y RR en agua del Lago de
Chapala y su potencial efecto a la salud. Revista de Ciencias de la Salud.
2018



Articulo

16
Revista de Ciencias de la Salud

Resultados

Puntos y nimero de muestreo

m1.p3 |ml.p4 [ml.p5 |m4.p3 | m5.p1 | m5.p4 | m5.p5
MC-LR[0.28 |0.60 |ND 0.019 |0.24 ]0.184 |0.107
MC- ND 0.015 |0.013 |ND ND ND ND

RR

Tabla 2 Resultados cuantitativos de las muestras que
presentaron valores positivos para las variantes de
microcistinas LR y RR en ug/L, donde ND significa No
Detectable

Fuente: Elaboracién Propia

En la tabla 2 se observan los resultados
cuantitativos de las MC-LR y MC-RR que
oscilaron en un rango de 0.60 a 0.013 pg/L de
MC-LR y MC-RR; donde la concentracion mas
alta correspondi6 a la variante MC-LR y se
encontré en el punto 4 del primer muestreo
(m1.p4).

Hg/L MCs
= N w
PN WO
—
—
ju—
—

., 2016 1

ot
3

2015 =
2015 =/
., 2016 =1
2015 =/

., 2017

2007 1

2004 =/
2010 =
2013
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2015 =/
2015 =
2018 ===
2009 =

o e B e e

Estudio Actual mm
EULA
FONIS
Su, etal
Trainer and Hardy,

Vazquez

Cirés, etal., 2017
Delherbe et al., 2009
ESS Group, Inc., 2013 ===
Greer, e
Ruiz, e
Sanchez, e
Song, etal

Backer, et al., 2008
Herrera, e

Turner, et al.

Howard, ef
Schmidt, et a

Limite Méximo de la OMS

Gréafico 1 Comparacion del valor maximo de MCs
encontrado en el Lago de Chapala, con las concentraciones
de MCs en la literatura internacional, durante el estudio de
cuerpos de agua eutrofizados, mediante los anélisis de
HPLC y LC/MS-MS

Fuente: Elaboracion Propia

El gréfico 1 muestra la ubicacion de los
resultados obtenidos en base a la literatura
internacional consultada, evidenciando que las
concentraciones de MCs del area de estudio son
inferiores al valor guia provisional de 1.0 pg/L
MC-LR en agua de bebiday de 2 a 4 pg/L MC-
LR en agua para uso recreativo propuestos por la
OMS.
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Discusioén

En base a las concentraciones de MCs obtenidas
en los analisis, se puede asumir que la poblacion
de Agua Caliente se encuentra aparentemente
exenta de padecer una intoxicacion aguda por el
uso del agua del Lago de Chapala, siguiendo la
guia para medir la probabilidad relativa de
efectos agudos para la salud de la OMS (tabla 3).

Sin embargo tal prediccion del riesgo por
la OMS, ademés de excluir otras variantes de
MCs como MC-RR, Unicamente hace referencia
a los efectos agudos, sin contemplar las
afecciones cronicas de caracter genotoxico,
mutagénico 'y teratogénico, que pueden
suscitarse mediante una exposicion prolongada a
bajas concentraciones de la toxina, durante
largos periodos de tiempos.

Probabilidad Cianobacterias

Relativa de Efectos (células/ml)

Agudos a la Salud

Baja <20,000 <10
Moderada 20,000 — 100,000 10-20
Alta 100,000 — 10,000,000 |20 — 2,000
Muy Alta >10,000,000 >2,000

Tabla 3 Valores guia de la OMS para la Probabilidad
Relativa de Efectos Agudos para la Salud, durante la
exposicion a cianobacterias y MC-LR en aguas destinadas
para el consumo humano y recreacion

Fuente: Recuperado y modificado de Chorus y Bartram,
1999

Los principales efectos crdnicos a los que
la poblacion del area de estudio se podria estar
enfrentando son el cancer primario de higado
(PLC) reconocido como la principal patologia
(OMS, 1998a y Ruiz, et al., 2010), seguido por
afectaciones maternas, embrionarias y fetales,
dadas por la capacidad de las MCs para traspasar
la barrera placentaria, provocando desde la
disminucion de peso corporal y dafio hepatico,
hasta la muerte embrionaria, malformaciones y
retardo en el crecimiento fetal (Moreno, et al.,
2003, Bu, et al., 2006 y Pérez, et al., 2008).

Cabe sefialar, que los niveles cronicos y
subcrénicos de MCs en agua de bebida y bafio
son poco contemplados en las normativas
internacionales, ademéas de ser escasos los
estudios sobre efectos genotdxicos; por ello,
algunos autores como Vergara, et al., (2013)
consideran que la actividad promotora tumoral
de las MCs, sea de primera preocupacion, puesto
que representa una problematica compleja que
debe ser incluida en los programas de monitoreo
de la calidad del agua.
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Dada la peligrosidad de la toxina, algunos
paises e instituciones han adoptado el limite
méaximo recomendado por la OMS (Brooks, et
al., 2016 y 2017); no obstante, autores como
Wiegand, et al., (2000), Moreno, et al., (2003),
Pérez, et al., (2008), Trevino-Garrison, et al.,
(2015), Moy, et al., (2016), Braga (2018) y Stone
(2018) consideran que las MCs representan el
riesgo mas importantes asociado a la calidad del
agua y afirman que un valor guia Unico no es
apropiado; por lo que proponen un valor de 0.01
Mg/L, con el cual se contemplan los riesgos a la
salud a largo plazo.

Por otro lado, puesto que las vias de
exposicion de los seres humanos a las MCs son
generalmente por ingestion directa de agua con
floraciones, por contacto a través del bafio o por
consumo de alimentos contaminados (Turner, et
al., 2018), las principales rutas por las que la
toxina ingresa al organismo son la oral y la
dérmica, permitiendo afirmar que el uso
recreacional de las aguas es la ruta de exposicion
a las MCs mas importante (Almanza, et al.,
2016).

Tomando esto en consideracion, los
resultados obtenidos en el agua del Lago de
Chapala, alertan sobre una posible exposicién
cronica de la toxina por parte de la poblacion.
Principalmente fundamentada en las actividades
y usos que la comunidad hace con el agua del
lago, los cuales involucran desde el bafio y
recreacion, aseo de ropa y utensilios de cocina,
hasta el riego de cultivos y consumo de animales
contaminados (como es el caso de peces y
ganado expuesto).

Sin embargo, aun son necesarios estudios
capaces de elucidar si la comunidad de Agua
Caliente se ha visto afectada por la exposicion
cronica a las MCs, asi como implementar en el
Lago de Chapala programas de vigilancia y
monitoreo, que contemplen metodologias
capaces de capturar la variabilidad espacial y
temporal de las MCs.
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Conclusiones

Las concentraciones de MC-LR y MC-RR
encontradas en el agua del Lago de Chapala
oscilaron entre 0.60 y 0.013 pg/L. Situandose
por debajo del limite provisional de 1.0 pg/L
sugerido por la OMS; alertan sobre una posible
exposicién crénica de la toxina por parte de la
poblacion del area de estudio.

Dada la peligrosidad de las MCs es
necesario que los futuros estudios involucren la
totalidad del cuerpo hidrico asi como periodos
prolongados de andlisis que evidencien el
comportamiento espacio-temporal de las MCs.
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