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estos datos cualitativos, la viabilidad celular es el método mas directo para medir
cuantitativamente la toxicidad y comparar el efecto de diferentes toxinas. Los estudios de
Cariete y Diogéne mostraron valores de ECso de 8,9y 11,25 nM para OA y DTX-1 en NG108-15 y
valores de 21,9 y 20,6 para estas toxinas en Neuro-2a (Cafiete y Diogene, 2008) con las mismas
condiciones experimentales que las nuestras. Un estudio posterior de estos mismos autores
mostraba valores de ECso de 15,6 nM para OA y 11,3 nM para DTX-1 en NG108-15 (Cafiete y
Diogéne, 2010) en las mismas condiciones que las presentadas en nuestro estudio. La mayor
toxicidad encontrada para DTX-1 podria estar relacionada con el diferente origen de la solucion
estandar o diferencias en el estadio del ciclo celular. Otro grupo de investigacién (Pérez-Gomez
et al., 2004) investigo el efecto de la DTX-2 aislada de mejillones irlandeses contaminados en
cultivos primarios de neuronas cerebelares. Los ensayos con las neuronas expuestas a DTX-2 y
OA durante 24 horas permitieron determinar valores de EC5o de 8 nM y 2 nM respectivamente.
Sin embargo, las células gliales expuestas a DTX-2 durante 24 horas daban lugar a un ECsg de 30
nM, lo que difiere considerablemente del resultado encontrado en neuronas. Estos resultados
estan de acuerdo con la toxicidad presentada en este estudio para DTX-2 después de 24 horas,
siendo las células neuronales mas sensibles que nuestras lineas celulares. Como se menciond
anteriormente, el uso de diferentes tipos celulares mejora la capacidad de detectar una mayor

variedad de compuestos citotoxicos.

Serandour et al. (2012) y Ledreux et al. (2012) también publicaron estudios donde se intentaba
estandarizar el uso del CBA para detectar varias toxinas lipofilicas (Ledreux et al., 2012;
Sérandour et al., 2012) mediante la realizacion de ejercicios intra e interlaboratorios. Como en

nuestro estudio la sensibilidad diferia dependiendo de la linea celular y toxina estudiada.

Finalmente, los ultimos estudios publicados durante y después de la edicidon del presente
trabajo confirman también la mayor toxicidad de la DTX-1 en células CaCo-2 (Fernandez et al.,

2013; Ferron et al., 2014).

Conclusion

Este estudio indica que la DTX-1 presenta mayor toxicidad en cultivos in vitro que el acido
okadaico y la DTX-2. Ademads se ha podido concluir que la linea celular MCF-7 seria la menos
indicada para deteccién de toxinas lipofilicas, por ser la que presenta menor sensibilidad a

estas. Las lineas Neuro-2a y NG108-15 son las mas indicadas y ademas comparables. Es muy
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importante también tener en cuenta el origen de los estdndares. En este estudio se usaron
estandares de referencia certificados por el NRC, lo que asegura la reproducibilidad de los

experimentos y la comparacion de datos entre laboratorios.
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2. CARACTERIZACION DEL MECANISMO DE ACCION

2.1. Identificacion y evaluacion de bioactivos en las microalgas piscicidas A. carterae y K.

veneficum

Las microalgas A. carterae y K. veneficum son productoras de compuestos bioactivos que
actlan sobre membranas celulares. Ademas, en anteriores estudios con Karlodinium se observé
gue los hidrolizados del extracto producian una toxicidad en ratén similar a la de las
brevetoxinas (Da Costa et al., 2005). El objetivo de este estudio era la identificacién de estos

compuestos y la evaluacion de su actividad sobre canales idnicos en CGC.

El cultivo de las microalgas se realizd segun lo descrito en el apartado 1 (cultivo de microalgas y

captacion de toxinas del medio) de material y métodos. Solo en el caso del estudio con
Karlodinium se recogid el medio de cultivo, que fue expuesto a resinas SPATT® como se explica

en dicho apartado. Una vez cosechados los cultivos, se procedié a la extraccién de toxinas.
Estos extractos y el procedente de la adsorcion a las resinas fueron fraccionados
posteriormente. La identificacion de las fracciones bioactivas/tdxicas se realizd mediante un
CBA con Neuro-2a. Estas fracciones fueron entonces evaluadas para comprobar su actividad
sobre la homeostasis del Ca”* intracelular en cultivos primarios de células granulares de
cerebelo de rata. Ademas, se realizé una aproximacidon al mecanismo de accion de las

sustancias bioactivas presentes en las fracciones.
2.1.1. Amphidinium

2.1.1.1. Toxicidad de extractos crudos de cultivos y muestras naturales

Los ensayos de toxicidad en células Neuro-2a para la cepa objeto de estudio resulté en valores

de ECs5o de 35.500 microalgas Eq/mL (figura 28).

Posteriormente, se evalud la capacidad del extracto crudo para incrementar la concentraciéon
. . s . 2 . s . . s

intracelular (citosélica) de calcio [Ca”*]. en CGC, mediante la técnica de fluorimetria con Fura-2
(Verdaguer etal., 2002). La adicion de concentraciones crecientes del extracto provocd un
. 2+ . spe . .
incremento en la [Ca“ '] tal y como puede observarse en la figura 29. El anadlisis no lineal de la
curva dosis-respuesta para este extracto reveld valores de ECsq de 3.430 microalgas Eq/mL

(figura 29).
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Figura 28. Curva dosis-respuesta del extracto crudo de A. carterae en células Neuro-2a.
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Figura 29. Curva dosis-respuesta del efecto del extracto crudo de A. carterae sobre el incremento de la

[Ca**]. en CGC.
2.1.1.2. Identificacion de compuestos bioactivos y evaluacion de su efecto sobre canales idnicos

Al estudiar la toxicidad en las 15 fracciones del extracto a una concentracion tedrica de 5x10°
microalgas Eq/mL (suponiendo que cada fraccion exhibe una toxicidad igual a la del extracto
crudo) se observd un pequeiio descenso de la viabilidad en Neuro-2a causada por las

fracciones 6 y 12 mientras que la fraccion nimero 9 producia una gran mortalidad (figura 30).

103



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETECCION DE TOXINAS MARINAS Y CARACTERIZACION DE SU MECANISMO DE ACCION MEDIANTE ENSAYOS CELULARES.
APLICACIONES A LA IDENTIFICACION DE RIESGOS ALIMENTARIOS

Lucia Solifio Alonso
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Figura 30. Toxicidad exhibida por las fracciones del extracto de A. carterae sobre células Neuro-2a.

La toxicidad de las fracciones testadas en CGC era mucho menor que en el extracto crudo,

debido quizas al efecto sumatorio de toxicidades no detectadas en las demas fracciones o

efectos matriz presentes en el extracto crudo y no en las fracciones. La ECsy de la fraccion 9

sobre el incremento de Ca®* en CGC, en este caso, fue de 237.112 microalgas Eq/mL (figura

31).
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Figura 31. Efecto de la adicién de concentraciones crecientes de F9 sobre la concentracion intracelular

de calcio en CGC. En el grafico se observa el incremento de fluorescencia (R) que indica el incremento

del [Ca®*]. a lo largo del tiempo cuando se afiaden concentraciones de F9 en incremento desde 10.000 a

500.000 microalgas Eq/mL.
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. . . .. 2 .
Ninguna de las restantes fracciones produjo variaciones de la [Ca“']c a concentraciones de

500.000 microalgas Eq/ml.

La F9, sin embargo, parecia presentar dos efectos, un incremento muy rapido del Ca” y otro
lento y mas paulatino que se producia después de la aparente estabilizacion del Ca®*, a partir de

300 segundos, aproximadamente (figura 32).
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Figura 32. Evolucién temporal de la concentracién intracelular de Ca** a lo largo del tiempo cuando se
afiade F9. En el grafico se observa el incremento de fluorescencia (R) que indica el incremento del [Ca®'].

donde se observa la fase rapida y lenta provocada por la adicién de F9.

Se procedid, entonces, a la adicion de diferentes fdrmacos manteniendo una concentracion

submaximal de la F9 de 240.000 microalgas Eq/mL.

El nifedipino, un antagonista de canales de ca® voltaje dependientes de tipo L presentes en la
membrana plasmadtica, no produjo efectos sobre las concentraciones de ca’t (figura 33).
Tampoco se observaron efectos diferentes al provocado por la F9 en presencia de saxitoxina

(datos no presentados).

La realizacién de experimentos en ausencia de Ca?* extracelular no permitié establecer
completamente si el incremento del [Ca®*]. se producia a través de la entrada de calcio

. , . .7 2
extracelular o desde almacenes intracelulares. Si se pudo observar que la restitucion de Ca“" a
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niveles fisioldgicos producia un mayor incremento de la seial, por lo que se pudo deducir que

la F9 contiene toxinas que, al menos en parte, actian sobre la membrana celular (figura 34).
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Figura 34. Tracing del incremento de [Ca**].en CGC donde se representa efecto de la eliminacién de Ca**

extracelular y posterior reposicion.

En los experimentos que se llevaron a cabo en ausencia de sodio extracelular (el Na* era

sustituido por Li* en el tampdn), se observd que el incremento de la sefial se produjo
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igualmente, pero en este caso ésta se retardaba ligeramente y desaparecia la fase diferida

provocada por la F9 (figura 35).

1891 _
185 |
1,80 |
175 |
170 |
16 | F9 240.000
160 | Microalgas
Ea/mL
1.5 |

r 190 ]
145 |
140

135 ]
130 |
125 |

1.2

1,138
T u d
03 100 200 200 400 00 0 700 800 900 1000 1100 1200 13003

Figura 35. Evolucidn temporal de la seiial en ausencia de sodio extracelular.

Con el fin de evaluar de forma mas detallada posibles dianas de las toxinas presentes en la F9,
se llevaron a cabo experimentos con diferentes moduladores de la homeostasis del calcio. Se
probd el efecto de KB-R7943, un antagonista del intercambiador NCX de la membrana. No
hubo alteracién en los efectos de la F9, con lo que se descartd una interaccién de sustancias
presentes en la F9 con este transportador. Tampoco produjo ningun efecto el lantano (LaCls),
un antagonista de la bomba de ca® ATP-dependiente y de los canales de ca® voltaje-

dependientes de la membrana plasmatica.

El siguiente paso fue evaluar si la fase diferida producida por la F9 podia deberse a movilizacién
de Ca®* desde reservorios internos. Ni el CPA, un inhibidor selectivo de la bomba ATPasa de Ca®
del reticulo endoplasmatico ni el CGP 37157, un inhibidor del intercambiador NCX mitocondrial
tuvieron efecto alguno sobre el incremento de la concentracién intracelular de calcio inducido

por la F9.

Para comprobar si en la F9 el efecto rédpido y el diferido podian ser debidos a una o mas
sustancias, se volvid a fraccionar la fraccién 9. En este caso el fraccionamiento pretendia

separar compuestos que deberian tener comportamientos lipofilicos similares. Por eso se
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usaron solo tres disolventes con alto contenido de MeOH (60 MeOH: 40 H,0, 80 MeOH: 20 H,0
y 100% de MeOH) y se realizaron hasta 25 fracciones. Con este protocolo de fraccionamiento se
obtenian dos picos de toxicidad muy préoximos, en las fracciones 16 y 18, justo cuando se
producia el cambio de disolvente, revelando la posibilidad de la existencia de dos compuestos

con diferente polaridad (figura 36).

Dada la reducida cantidad de fracciones obtenidas por medio del fraccionamiento se procedié
al andlisis de ésta por medio de LC-MS/MS. En las sub-fracciones 16 y 18 de la F9 se encontrd
un pico al minuto 4,89 que se correspondia con un compuesto de masa 1361 m/z bastante
abundante. Este compuesto estaba en el rango m/z de los amphidinoles. Segun la bibliografia
existente podria tratarse del amphidinol 7 (AMOQ7) (Morsy et al., 2006) pero el scan de iones
producto no proveia informacion suficiente para confirmarlo. Los tres fragmentos mayoritarios

en el MS? scan fueron 1085 m/z, 687 m/z y 1143 m/z (CE 110 V).
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160,0 -
140,0 -
120,0 -
£ 100,0 T
Z
Rango de solventes
E 80,0 A (met g” B( ) chdonl;\\
° metano agua
X 60,0 &
60 40 F1-17
40,0 80 20 F18-24
20,0 100 0 F25
00 ———
1 2 3 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Fracciones
Figura 36. Fraccionamiento de la fraccién 9 segun el protocolo que aparece en la tabla adjunta a la
figura.

2.1.2. Karlodinium
2.1.2.1. Toxicidad de extractos crudos de cultivos y muestras naturales

En experimentos realizados en el laboratorio en abril de 2012 se analizaron por CBA diferentes
extractos metandlicos de Karlodinium. Se utilizaron extractos de Karlodinium sp. procedentes
de un bloom presente en ese momento en la Bahia de Alfacs (2012) y de un cultivo de

Karlodinium veneficum procedente de cepas aisladas en 2007 durante un bloom anterior.
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Las muestras de bloom natural fueron recogidas en diferentes puntos:

Punto Bahia central (40° 34' 54,4309" N; 0° 37' 37,474" E) a 6 metros de profundidad.

- Tanque de peces Sparus aurata en las instalaciones del IRTA (agua cruda, no filtrada).
- Balsa de sedimentacion al final del circuito de la planta de acuicultura en el IRTA, donde
se sedimenta el agua que sale de los tanques de peces, antes de ser devuelta otra vez al

mar.

Las muestras tomadas presentaron toxicidad tanto en células Neuro-2a como en MCF-7, siendo
las mas tdxicas las tomadas en el mar a 6 metros de profundidad (ECso = 4.630 y 4.284
microalgas Eq/mL en células Neuro-2a y MCF-7 respectivamente). Las tomadas en el tanque de
peces arrojaron valores de 30.481 y 24.376 microalgas Eq/mL en células Neuro-2a y MCF-7,
respectivamente, y finalmente aquellas recogidas en la balsa de sedimentacion presentaron

una toxicidad muy débil (92.5925 y 86.206 microalgas Eq/mL en células Neuro-2a y MCF-7).

Los cultivos de K. veneficum realizados a partir de la cepa aislada en 2007 fueron cosechados y
el medio de cultivo se sometié durante 72 horas a resinas SPATT® para captar la toxina en el

agua. Para evaluar los posibles efectos matriz de ésta se realizé paralelamente un blanco solo

con resina y un control con PbTx-3.

Parte de estos extractos fueron sometidos a hidrélisis acida como se describe en da Costa et al.,
2005 (Da Costa et al., 2005) (250 ul de HCI 4N, 1009C, 15 min). Los ensayos de toxicidad se
realizaron en presencia/ausencia de O/V para detectar posibles efectos similares a los de la
PbTx-3. El patrén de PbTx-3 mostraba una ECso de 0,025 ng/ulL en presencia de O/V mientras
gue en ausencia de éstas no se observaba toxicidad alguna. El extracto crudo metandlico
presentd una ECsy de 4,54 x10° microalgas Eg/mL en ausencia de OV y de 5,82 x10° en
presencia de éstas, por tanto, no mostraba un patrdon similar al de las PbTx-3. Los extractos
hidrolizados, tampoco produjeron un patrdn de tipo PbTx y ademds mostraban menor toxicidad
sobre las células Neuro-2a, siendo la ECsy de éstas 1,26 x10’ y 1,23 x10’ microalgas Eq/mL en
ausencia y presencia de O/V respectivamente. El extracto procedente de las resinas de
captacién del medio, a pesar de no presentar un efecto de tipo PbTx si mostré toxicidad para
Neuro-2a a concentraciones para las cuales el blanco habia sido inocuo para éstas. Las ECsg
obtenida en estos ensayos con Neuro-2a fueron 0,16 y 0,15 g de resina extraida/mL para O/V-

y O/V+ (figura 37). El nimero total de microalgas en el cultivo en el momento de la cosecha y
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del inicio de la captacidn de toxinas en el medio fue de 240 x 10° microalgas (en 4 L de medio).
La cantidad de resina usada fue de 63 g para los 4 litros de medio. Por tanto la toxicidad
captada por la resina corresponde a 3,8 x 10° microalgas Eq/ gramo de resina y los ECs

equivaldrian a 6,1 x 10° microalgas Eq/mLy 5,7 x 10° microalgas Eq/mL para O/V-y O/V+.
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Figura 37. Curvas dosis-respuesta en presencia/ausencia de ouabaina y veratridina de: a) estandar de
PbTx; b) el extracto crudo metandlico y c) hidrolizado y d) el extracto de las resinas de adsorcion del

medio, procedente de un cultivo de K. veneficum. Los ensayos fueron realizados al menos 3 veces en

diferentes dias. Las barras indican la desviacion estandar.
2.1.2.2. Identificacion de compuestos bioactivos y evaluacion de su efecto sobre canales ionicos

Los fraccionamientos de los extractos de K. veneficum se realizaron con el extracto metanélico

del cultivo y con el extracto de las resinas de captacion de toxinas. El resultado de estos

fraccionamientos se puede ver en la figura 38.

Las concentraciones tedricas de cada fraccion fueron 7,26 x10° microalgas Eq/mL en caso del

extracto metandlicoy 0,79 g/mL de resina (3,01 x10° microalgas Eq/mL).
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Las fracciones fueron evaluadas mediante los mismos experimentos que en el caso del A.
carterae para elucidar sus efectos sobre canales idnicos en CGC. Las fracciones que no
presentaron toxicidad para Neuro-2a tampoco produjeron incrementos de [Ca®']. en las CGC.
Las fracciones seleccionadas para el estudio fueron las fracciones K1, K10 y K11 del

fraccionamiento del extracto de microalgas y la fraccion Krl del fraccionamiento del extracto

de resinas.
Fracciones cultivo K. veneficum sobre Neuro-2a
5 1500 —F
|
2 1000 N S \I H - -
: . S B N R
> 50,0 =—
X \/
0 N

fracciones

Fracciones resinas K. veneficum sobre Neuro-2a

150,0
100,0 ‘WLWAWH
50,0

NV

% Viabilidad

fracciones

Figura 38. Fraccionamientos del extracto metandlico de K. veneficum (arriba) y del extracto procedente

de las resinas SPATT®.

Los resultados fueron similares a los encontrados en Amphidinium, con algunas divergencias,
por ejemplo, en la potencia. Una concentracién de 558.000 microalgas Eq/mL, apenas producia
un incremento de [Ca2+]C de 0,3 unidades de fluorescencia y de 0,1 unidades en el caso de Kr1,

K10 y K11. Esto podria haberse debido a la degradacion de karlotoxinas, puesto que éstas se

degradan con relativa facilidad.

. . .z 2 . e oz
Las pruebas sobre la eliminacién del Ca“" y posterior reposiciéon, mostraron en todos los casos
un patrén similar al de la F9 de Amphidinium, produciéndose un ligero aumento en la
concentracién de Ca?" al afiadir el extracto, gue aumentaba de forma subita al reponer el Ca®

en el tampdn. Asi, por ejemplo, para K1 el incremento inicial era de 0,2 unidades en el tampdn
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. 2 s . . , ey s
sin Ca”* y al ser restaurado se producia un incremento de 0,4 unidades. Este patrén se repitid

también para Krl, K10 y K11.

El reemplazo de Na® por Li* producia una reduccién del incremento de [Ca®*]. inicial que
descendia paulatinamente, del mismo modo que sucedia con la F9 del Amphidinium. Este

patrén se repitié también para Krl, K10 y K11.

Finalmente, la adicién de los antagonistas no tuvo efecto sobre ninguno de las fracciones
testadas, a excepcién del LaCl; que producia una ligera reduccién (0,04 unidades de
fluorescencia) que posteriormente desaparecia. Este patrén se repitido también para Krl, K10y

K11.

Como se ha mencionado anteriormente, tanto Amphidinium como Karlodinium muestran una
gran variedad de productos bioactivos, hemoliticos y anticancerigenos ante diferentes lineas
celulares. Muchos de ellos estan solo en fases iniciales de estudio y en la mayoria de los casos
estos estudios se centran en su sintesis (Albadry et al., 2014; Bensoussan et al., 2014; Bhakuniy

Rawat, 2005; Kita et al., 2010; Kobayashiy Kubota, 2007; Van Wagoner et al., 2008).

Los efectos neuroactivos podrian tener relacion directa con el cambio en los flujos de iones ya
qgue el perfil de fluorescencia obtenido mediante la determinacidon con Fura-2 podria estar
indicando un efecto de tipo iondforo. Esto concordaria con los resultados de otros estudios
realizados para evaluar la capacidad de los amphidinoles de formar poros en las membranas
celulares y su interrelacién con componentes de la bicapa lipidica (Houdai et al., 2008, 2004;
Morsy et al., 2008). El modo de accién de la karlotoxina es también mediante la formacion de
un poro en la membrana celular via union a fosfolipidos (Deeds et al., 2015, 2006) de forma
similar al amphidinol producido por Amphidinium. Los ultimos estudios de Deeds et al. (2015)
indican que la KmTx-2 causa un incremento en la permeabilidad a cationes como el Na*, Ca®,
Mn?* y K, en diferentes tipos celulares de vertebrados, lo que estd de acuerdo con lo
observado en este estudio. Una de las diferencias entre el mecanismo de accién de estos dos
grupos de toxinas (amphidinoles y karlotoxinas) es el papel que juegan los esteroles de
membrana. La presencia de colesterol en liposomas potencia la accién de los amphidinoles
(Paul etal., 1997). La presencia de esteroles de membrana especificos del Karlodinium tiene

una accién protectora contra las Km-Txs (Deeds y Place, 2006).
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Las microalgas del género Karlodinium suelen expulsar con facilidad la toxina (Delgado vy
Alcaraz, 1999). Esta caracteristica es usada por el dinoflagelado para paralizar a sus presas
(Sheng et al., 2010). En los estudios de Sheng y col. (2010) la presencia de microalgas de cepas
toxicas de Karlodinium veneficum al igual que la presencia de KmT-1 y KmT-2 producia una

disminucion de la movilidad de la presa.

En el presente estudio, mediante el uso de resinas de adsorcién SPATT®, se obtuvo una fraccion
claramente téxica para Neuro-2a presente tanto en el extracto de microalgas como en el
extracto de las resinas. Esta fraccidn tdxica no parece coincidir con un perfil de Km-Txs, puesto
gue en estudios anteriores la obtencidn de las Karlotoxinas se producia en las fracciones entre
60%-80% MeOH acuoso (Van Wagoner et al., 2010, 2008) mientras que en el fraccionamiento

realizado en este estudio la fraccién 1 se corresponde con un 20:80 (MeOH:H,0).

Las KmT-1 y KmT-2 son muy similares a Amphidinoles con féormula molecular de CggH126024
(Van Wagoner et al., 2008) y Ce7H121Cl Oy4 (Peng et al., 2008) respectivamente (figura 39). El
fraccionamiento realizado con el mismo protocolo en ambas microalgas revela fracciones
toxicas aproximadamente en el mismo rango de dilucién (fracciones 9-11), a excepcion del
caso del Karlodinium donde se revel6 la presencia del compuesto polar en la fraccién 1 que

aparece tanto en la microalga como en el medio.

En cuanto al potencial toxico, se sabe que el Karlodinium en cultivo presenta menor toxicidad
gue en las muestras naturales, como pudo ser también comprobado en este estudio

(Bachvaroff et al., 2009; Deeds et al., 2002).

Los tipos celulares que se utilizaron en estos experimentos, tanto las Neuro-2a como las MCF-7
mostraron idéntica sensibilidad a los extractos crudos que se evaluaron. Este hecho también
parece indicar que las muestras contenian compuestos poco especificos, que afectan a muy
diferentes tipos celulares de vertebrados, tal y como se comprobd también en el estudio de

Deeds y col. (2015).

Conclusion

De los resultados obtenidos podemos concluir que la cepa de la microalga A. carterae
estudiada produce al menos un compuesto con actividad y rango de m/z similar a los

amphidinoles, que muestra toxicidad en células Neuro-2a y CGC, no dependiente de canales

114



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETECCION DE TOXINAS MARINAS Y CARACTERIZACION DE SU MECANISMO DE ACCION MEDIANTE ENSAYOS CELULARES.
APLICACIONES A LA IDENTIFICACION DE RIESGOS ALIMENTARIOS
Lucia Solifio Alonso

idnicos. Estos efectos son coincidentes con los que aparecen en los compuestos de Karlodinium,

por lo que seria muy probable que se tratasen de derivados de karlotoxinas.

Figura 39. Estructuras de las karlotoxinas y amphidinol 3: 1) KmTx1; 2) KmTx2; 3) amphidinol 3.
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2.2. Potencial inflamatorio y tumoral de extractos de Ostreopsis cf. ovata y efectos sobre

canales idnicos de las ovatoxinas a y b aisladas de una cepa de del Mediterraneo

Parte de los resultados expuestos en este apartado han dado lugar a la publicacién: Semi-
purified Ovatoxins a and b from a Ostreopsis cf. ovata exhibit similar toxicity to palytoxin on rat
cerebella granule cells. Lucia Solifio, Maria Garcia-Altares, Patrizia Ciminiello, Jorge Diogene and

Francesc X. Sureda. Toxicon (en revision).

Las OVTXs, al igual que las PLTXs, interfieren en el equilibrio idnico e inducen la sintesis de
proteinas de respuesta inflamatoria que estan implicadas en la formacidon de tumores. El
descubrimiento de una cepa altamente productora de OVTXs en aguas de la costa catalana
permitio obtener y evaluar el mecanismo de accién de estas toxinas. El objetivo de este estudio
era la caracterizacion de su toxicidad en diferentes tipos celulares de tejidos humanos y de sus

efectos sobre canales idnicos de las membranas celulares.

La cepa de O. cf. ovata fue aislada a partir de muestras tomadas de la macroalga Jania rubens
en una localidad situada al sur del delta del Ebro, en Catalufia (40° 33' 15.7176" N; 0° 31'
58.242" E). El cultivo se realizé de acuerdo con lo establecido en el apartado 1 (cultivo y
captacion de toxinas del medio) de material y métodos. Una vez cosechado, el medio se
sometio a resinas de adsorcién durante 96 horas y las microalgas se mantuvieron en MeOH a -
202C hasta su extraccion. Una parte del extracto crudo metandlico se utilizé para evaluar la
respuesta inflamatoria en diferentes tipos celulares durante una estancia realizada en el ANSES
(Francia). Otra parte del extracto crudo se fracciond para la identificacion y recuperacion de las

OVTXs y su posterior evaluacién sobre la homeostasis del Ca®* en CGC de rata.
2.2.1. Cuantificacion de toxinas del extracto crudo de O. cf. Ovata

Esta cepa (a la que nombraremos como OSTR-21) presenta un complejo perfil de PLTXs y
analogos donde estdn presentes las OVTXs a, b, ¢, d, e, g ademads de la iPLTX. El principal
compuesto es la OVTX-a, que contribuye con un 51,9% a la toxicidad total. De hecho, el 95% de

los compuestos que aparecen corresponden a las OVTXs (tabla 30).
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Tabla 30. Cuantificacion del extracto crudo de O. cf. ovata OSTR-21

Compuesto OSTR-21 (536.052 Microalgas Eq/mlL)

toxico Concentracién (ng/mL) %

iPLTX 67,98 0,4
OVTX-a 10162,70 54,2
OVTX-b 5641,92 30,1
OVTX-c 622,43 3,3
OVTX-d 1006,55 5,4
OVTX-e 1120,86 6,0
OVTX- g 134,89 0,7
total 18757,32 100

2.2.2. Efectos de PLTX y extracto crudo de la cepa OSTR-21 sobre la viabilidad celular

Para estos experimentos se utilizaron tres tipos celulares diferentes: Caco-2, A549 y HepaRG. La

exposicidon a las toxinas se realizd con el extracto crudo de la cepa OSTR-21y PLTX.

Los efectos de PLTX y del extracto crudo de OSTR-21 sobre la viabilidad celular se presentan en
la tabla 31. El EC5q para el extracto crudo se presenta tanto en microalgas Eq/mL como ng/mLy

corresponde a la cantidad total de compuestos toxicos en el extracto (iPLTX+OVTXs).

Tabla 31. Valores de ECsq obtenidos en las diferentes lineas celulares estudiadas cuando eran expuestas

24 horas a PLTX y a extracto crudo de OSTR-21. Las desviaciones estandar corresponden a tres

repeticiones del ensayo llevadas a cabo de forma independiente en diferentes dias.

Linea PLTX ECso (ng/mL) OSTR-21 ECsp
celular Toxicidad total (ng/mL) (Microalgas Eq/mL) ‘
A549 7,29+1,48 9,556 +1,17 189,83 £ 23,26
HepaRG 8,666 £ 0,13 9,346 + 3,26 185,86 + 64,84
CaCo-2 9,65+ 0,60 11,692 £ 1,90 232,26 + 37,87

2.2.3. Efecto sobre la inflamacién y promocién tumoral causado por PLTX y OSTR-21 en células

hepaticas y alveolares: Produccidn de interleucina 8, caspasa 3, NF-kf3, yH2ax y Ki67.

En células alveolares A459 la produccién de IL-8 era baja y no dependiente de la concentracién

de PLTX o del extracto de OSTR-21. La maxima respuesta obtenida fue 78,66 pg/mL de IL-8 para
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una concentracion de PLTX igual a 0,23 ng/mL y de 32,87 pg/mL de IL-8 para una concentracion
de 14,47 microalgas Eq/mL o 0,62 ng/mL de OSTR-21. En ninguno de los dos casos se

incrementaba la produccion de IL-8.

En las células hepdticas HepaRG, sin embargo, la IL-8 se incrementaba ligeramente con
concentraciones de PLTX de entre 0,03 a 15 ng/mL y concentraciones de extracto crudo de
OSTR-21 de entre 0,83 a 450 microalgas Eq/mL (o lo que es lo mismo 0,041-22,65 ng/mL de
toxinas). En este caso la maxima respuesta cuantificable con el estandar de IL-8 para estas
muestras era que 1 ng/mL de PLTX y 26,62 microalgas Eq/mL (1,34 ng/mL de toxinas) producian
125 pg/mL de IL-8.

En cuanto a la produccién de caspasa 3 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre OSTR-21 y PLTX, aunque si se mostraba un ligero incremento en la
produccidn de caspasa 3 a medida que aumentaba la concentracidon de PLTX. Este efecto era
apreciable tanto en A-549 como en HepaRG y era mas marcado en esta Ultima linea celular

(figura 40).

La producciéon de NF-kB no produjo diferencias estadisticamente significativas respecto al
control en ninguna de los dos tratamientos (PLTX o OSTR-21), aunque si se mostraba una ligera

correlacién entre el aumento de la dosis de las toxinas y NF-kB en células A-549.

En el caso de yH2ax se observaba un ligero aumento en ambas lineas celulares y para ambos
compuestos téxicos a medida que aumentaba la concentracién, especialmente notable en Ia
cepa HepaRG. A pesar de ello, no se encontraron diferencias significativas respecto al control ni

entre ambos tratamientos.

En el caso de la medida de Ki67, practicamente no habia diferencias respecto al control sin
toxinas. Es notable que, en estos controles la cantidad de Ki67 fuera mas elevada en A549 que
en HepaRG. Esto es debido, muy posiblemente, al hecho de que las A549 era una cepa no
diferenciada y por tanto conservaba su capacidad de divisién, mientras que en HepaRG, estas
células estaban diferenciadas y por tanto no conservaban esta capacidad. Este dato es

interesante porque demuestra la capacidad del ensayo para detectar este factor.
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Figura 40. La intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias) refleja el incremento de caspasa 3. Las
desviaciones estdndar corresponden a la media de tres experimentos realizados de forma

independiente, cada uno con tres réplicas de cada dosis.
2.2.4. Fraccionamiento del extracto de O. c¢f. Ovata y cuantificacion del extracto semi-purificado

Para lograr el aislamiento de las OVTXs se probaron diferentes métodos de fraccionamiento. En
un primer momento se usd un cromatégrafo Waters 996 Photodiode Array Detector con un
colector de fracciones. Se recogieron 60 y hasta 80 fracciones con un protocolo donde el rango
de solventes iban desde 95:5 hasta 2:98 (H,0+30mM a&cido acético): (95%Acetonitrilo+5%H,0
30mM 4cido acético), respectivamente. Con estos protocolos la OVTX-a eluia entre las
fracciones 47-49. Tras comprobar mediante CBA y cromatografia que las fracciones contenian

OVTXs a se intenté mejorar el proceso de depuracidon para evitar pérdidas. Para esto se utilizd
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un cromatdgrafo LC/MS Triple cuadrupolo Agilen 1200 LC System. Con este protocolo la OVTX-
a eluia a 8,6 minutos. Asi, esta técnica finalmente utilizada consistia en realizar un gran nimero
de pinchazos sucesivos de muestra (hasta 100) de pequeiio volumen (10 pL) de forma que al
pasar por la columna cromatografica se recuperaba el rango de muestra que eluia entre los 8,4-
9,2 minutos, en los cuales se encuentra la OVTX-a. Esta fraccidn se recogia en un tubo para su

posterior evaporacion y analisis.

Mientras que el perfil téxico de los extractos crudos de O. cf. Ovata era muy complejo e incluia
iPLTX ) y OVTX-a, -b, -c, -d, -e, -g (tabla 30) (Garcia-Altares et al., 2014), el analisis LC-HRMS" del
extracto semi-purificado (identificado a continuacion como OV-21) revelaba la presencia de
OVTX-a y OVTX-b (tabla 32 y figura 41). En ningln caso se encontraron trazas de iPLTX en la
fraccion aislada. Sin embargo, los extractos de las resinas expuestas al medio de cultivo no

mostraban toxinas de ningun tipo.

Tabla 32. Cuantificacion del contenido de ovatoxinas en OV- 21.

OVTX-a (hg/mL) OVTX- b (ng/mL) Total (ng/mL)

1583,81 797,53 2381,35
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Figura 41. Cromatograma de OV-21 mostrando los picos correspondientes a OVTX-ay b.
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2.2.5. Efecto téxico de PLTX y OV-21 sobre la viabilidad de CGC

Las ECso para el estdandar de PLTX y OV-21 obtenidas fueron de 4,2 y 4,7 ng/mlL,

respectivamente, por tanto, su efecto era similar (figura 42).

Efecto de las toxinas en CGC
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Figura 42. Viabilidad de CGC expuestas a PLTX o OV-21. Las desviaciones estandar corresponden a tres

réplicas.
2.2.6. Efecto sobre el flujo de calcio en CGC de rata, expuestas a PLTX y OV-21

Con la finalidad de establecer diferencias entre el mecanismo de accién de las OVTXs presentes

en OV21 y PLTX se realizaron los experimentos que se relacionan en la siguiente tabla (tabla

33).

Tabla 33. Experimentos llevados a cabo para la evaluacién de [Ca**]. en CGC expuestas a las toxinas.

Antagonista/agonista

Objetivo B (T
(concentracion final)
1 Reversibilidad -
2 Dependencia de Na* extracelular P-CTX-1 (0,15 ng/mL)

. 2
Dependencia de Ca“* extracelular

Efecto en el bloqueo de la Na*/K*-
ATPasa y VGSC

Ouabaina (1 mM)

Saxitoxina (100nM)

Efecto en el bloqueo de VGSCy VGCC
tipo L

Saxitoxina (100 nM)

Nifedipino (25 puM)
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Antagonista/agonista

. Objetivo s
experimento (concentracion final)
KB-R7943 (10 uM)
Efecto en el bloqueo de otras LaCls (75 uM)
6 proteinas que intervienen en la
homeostasis del calcio intracelular CPA (10 pM)
CGP (10 um)

2.2.6.1. Potencial toxico y reversibilidad

Las curvas concentracion-respuesta del efecto de los extractos sobre el incremento del calcio
intracelular se muestran en la figura 43. Los valores de ECso son la media de tres experimentos
llevados a cabo en diferentes lotes de cultivos. Se encontraron valores de ECsq de 6,35 1,4
para PLTX y 2,21 £0,8 para OV-21. En ninguno de los casos el efecto era reversible después de
reemplazar el medio toxico por un nuevo tampadn sin toxinas a concentraciones de mayores de

7 ng/mL de PLTX u OVTX-a+b.
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Figura 43. En la figura se representan las curvas dosis-respuesta donde se observa el incremento de
fluorescencia, Ratio (F340/F380), o incremento de [Ca“]C en células CGC expuestas a concentraciones

crecientes de PLTX y OV-21.
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2.2.6.2. Dependencia de Na* y Ca**

Los datos obtenidos sugieren que el incremento de [Ca?]. es dependiente de la presencia de
Na" en ambos casos (PLTX y OV-21) probados. Después de la adicién de PLTX u OV-21 a
concentraciones suficientes para provocar el influjo de Ca®* (de 1,25 a 5 ng/mL) en un tampén
donde el Na® era sustituido por Li*, la entrada de Ca** era completamente abolida. Este efecto

persistia incluso después de la adicién de 0,15 ng/mL de P-CTX-1 o 75 uM de LaCl; (figura 44).

2.24 W
2.0-
1.8+

1.6
1.4 ov-21

\
No sodium

10 A alreack A, ) " P bt s mnronce
. Lanad M dgns

Ratio (Fzao/F3s0)

0.8 1 1 1 1
0 50 100 150 200

Tiempo (s)

Figura 44. Incremento de Ca®* intracelular después de la adicién de OV-21 en un tampén completo en

comparacién con la ausencia total de respuesta cuando la adicidn se realizaba en un tampdn sin Na*.

Cuando los experimentos eran llevados a cabo en un medio libre de Ca®" la respuesta era
también similar en PLTX y OV-21. En este caso la entrada de Ca?* era mas lenta y fluctuante.
Cuando el Ca®* era repuesto a las concentraciones fisioldgicas normales éste se incrementaba
de forma rapida y acusada. Asi, la PLTX y OV-21 mostraban valores de 0,35 + 0,06 y 0,43 + 0,06
unidades de fluorescencia antes de la adicion de calcio, mientras que después de la adicion de
1,3 nM de solucidn de calcio el incremento intracelular de éste era de hasta 0,75 + 0,07 y 0,78+
0,26 unidades de fluorescencia en pocos segundos, sin llegar a alcanzar los niveles del control

(figura 45).
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Figura 45. Incremento de [Ca®*]. para la PLTX y OV-21 respecto al control, previamente y después de la

adicion del Ca®" extracelular. Los valores representados son la media de de tres experimentos * SD.

2.2.6.3. Efecto del bloqueo de la bomba Na'/K*-ATPasa y VGSC

Para evaluar el efecto en diferentes canales se llevaron a cabo una serie de experimentos con
farmacos inhibidores de canales de Na®. En una primera fase se intenté antagonizar la accién de
PLTX y OVTXs mediante la adicién directa de la ouabaina (que bloquea la bomba Na*/K’-
ATPasa) y STX (un inhibidor del canal de Na* dependiente de voltaje) a unas concentraciones
finales de 1 mM y 98 nM, respectivamente. Una vez que la toxina provocaba el influjo de Ca* el
efecto persistia incluso después de la adicién de los antagonistas. El efecto era ligeramente
contrarrestado por éstos pero desaparecia en pocos segundos. Entonces, evaluamos el efecto
de las toxinas cuando las células habian sido previamente incubadas con ouabaina durante 30
minutos y posteriormente la adicién de STX que se afiadié tanto antes como después de la
adicion de las toxinas (unos 400 segundos de diferencia en ambos casos). En este caso el
incremento de Ca®' intracelular se reducia y con la adicion de STX (en ambos casos antes y
después de la toxina) casi desaparecia. Esta inhibicion era dependiente de la concentracion de
toxinas. Por ejemplo, 1,3 ng/mL de PLTX era completamente inhibida por los farmacos mientras
que con 13 ng/mL de PLTX la reduccién del influjo de calcio era mas o menos 2/3 del efecto sin
inhibidores (figura 46). En el caso de la fraccién semi-purificada solo se probd a baja

concentracion (1,3 ng/ml) puesto que esta concentracidon es suficiente para observar los

efectos.
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Figura 46. Efecto de la ouabaina + STX sobre el incremento de [Ca*"]. inducido por la PLTX o OV-21
afiadidos después de la adicién de toxinas (O/S Direct) o antes (O/S incubacion). La STX se afiadia
después de la ouabaina. Los antagonistas y las toxinas eran afiadidos con una diferencia de 400
segundos, aproximadamente. Los valores representados son las medias de tres experimentos

independientes con su desviacidn estandar (+ SD).

2.2.6.4. Efecto del bloqueo de canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC) y canales de

calcio dependientes de voltaje tipo L (VGCC)

Dado que la PLTX convierte la bomba Na*/K*ATPasa en un poro permeable al Na* se probé el
efecto del bloqueo de canales voltaje-dependientes de Na* vy Ca®*. Por tanto, se examind el
efecto de 98 nM de STX y nifedipino (NIF) (30 uM) para prevenir la entrada de Ca** causada por
la PLTX y OVTXs.
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Figura 47. Efecto de la adicién de los antagonistas cuantitativo sobre el [Ca**] . cuando los antagonistas
STX y NIF se afiadian previamente (S/N Direct) o después (S/N incubation) de la adicion de las toxinas
(PLTX o OV-21). Las barras representan la media de tres experimentos realizados de forma

independiente y su respectiva desviacion estandar.
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Como en el anterior experimento, la adiciéon de STX y NIF después de la adicion de la toxina no
era capaz de evitar en su totalidad el aumento de [Ca®'].. Sin embargo, la adicion de los
antagonistas previamente a la adicion de toxinas inhibia el efecto de éstas (figura 47). Los

antagonistas eran afladidos cada 200 segundos, aproximadamente.

2.2.6.5. Efecto del blogueo de diferentes transportadores de membrana implicados en el flujo de

calcio

El objetivo de estos experimentos fue evaluar la funcion de los diferentes canales implicados en

el transporte de Ca’** en la entrada de éste en el citoplasma asi como descartar otras posibles

dianas.
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Figura 48. Efecto de diferentes moduladores de la homeostasis del calcio sobre el incremento de la
[Ca*]. inducido por a) PLTX o b) OV-21. Las toxinas y los antagonistas se afiadieron con una diferencia de

200 segundos, aproximadamente.
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Estos estudios ponen de manifiesto que las OVTXs de O cf. ovata producen similares efectos
gue el estandar de PLTX. Las toxinas estudiadas son muy potentes, lo que producia que
pequeiias concentraciones exhibieran una gran toxicidad en las células. La PLTX, ademas afecta
a las estructuras celulares como el citoesqueleto (Valverde et al., 2008a), lo que hace que las

células pierdan su capacidad de adherencia a pesar de ser viables (Valverde et al., 2008a).

Esta caracteristica dificulté en gran medida la manipulacidén en los experimentos en células de
tejidos humanos y este es, posiblemente, el principal motivo de la gran variabilidad en los
resultados. En ninguno de los casos las toxinas produjeron un importante incremento de las
proteinas implicadas en la inflamacion estudiadas. La produccién de caspasa 3 y de yH2ax eran
las que mas se incrementaban con la concentracidén de toxinas. En ambos casos la linea celular
gue mostraba una mejor respuesta era la HepaRG. Estas células diferenciadas tienen la
caracteristica de actuar como hepatocitos y por tanto poseen capacidad de detoxificacion y de
produccién de metabolitos secundarios (Zanelli et al., 2012). No asi la produccién de NF-kB y
Ki67 era mas clara en A-549, aunque en el caso de Ki67 no resultaba en un incremento respecto

al control.

Se sabe que la PLTX actia en la estimulacion de &acido araquidénico, produccién de
prostaglandinas y estimulacién de factores de crecimiento (GF) y de proteinas cinasas (MAPK),
como la c-jun N-terminal cinasa (JNK) y p38 (Wattenberg, 2011). Estos factores de estrés en la
célula provocan la respuesta inmune (NF-kf) y procesos de apoptosis. Si los procesos
inflamatorios son intensos o prolongados se producen roturas en la cadena del DNA, lo que
induce a una elevada sintesis de proteinas reparadoras de histonas como la yH2ax. Es por ello

gue esta proteina se utiliza como marcador de la agresion al DNA.

La inflamacidn e irritacién de las vias respiratorias son también sintomas relacionados con las
floraciones de Ostreopsis spp. (posiblemente provocados por las PLTXs y andlogos o otras
substancias presentes en Ostreopsis spp.) La produccién de interleucinas y activacion del NF-
kB, muy importantes en el control de los procesos inflamatorios, también se han visto
afectados por estas toxinas (Crinelli et al., 2012). En nuestro estudio, las células alveolares A549
mostraron un pequefo incremento de esta proteina después de ser tratada con la PLTX y el

extracto de O. cf ovata.
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Existen pocos estudios relacionados con el efecto inflamatorio de extractos de Ostreopsis y
PLTX a niveles subletales. Valverde et al. (2008) estudiaron los efectos de la PLTX en células de
neuroblastoma. Como en los experimentos aqui presentados, en este estudio tampoco se
encontrd una gran produccién de caspasa 3, al menos en comparaciéon con la que producen

otras toxinas como el OA en células CaCo2 (Ferron et al., 2014).

Crinelli et al. (2012) estudiaron el efecto de la PLTX y un extracto de Ostreopsis sobre la
produccion de proteinas implicadas en la inflamacién. En este caso se buscaba el mRNA que
codificaba para proteinas en macréfagos. Al igual que en nuestro estudio sus resultados
mostraban un comportamiento similar entre la PLTX y el extracto semi-purificado de Ostreopsis
ovata. Es interesante resaltar que la cepa que los autores usaron contenia mayoritariamente
OVTX-f, mientras que la nuestra tenia un mayor contenido de OVTX-a. A pesar de que no se ha
realizado ningun estudio sobre el efecto aislado de cada OVTX, esto parece indicar que todas

ellas se comportan de forma muy parecida e igualmente similar al de la PLTX.

En el estudio de Crinelli et al. (2012) encontraron mRNA de IL-8, sin embargo, sus intentos de
demostrar la expresion de ésta fueron infructuosos, ya que no detectaron esta proteina ni en
células ni en el medio extracelular. Esto es coincidente también con nuestros resultados, donde
el test ELISA de IL-8 mostraba niveles mucho mas bajos de lo esperado. En cuanto al NF-kp,
Crinelli (2012) encontré indicios de que las toxinas podrian inducir la produccién de esta

proteina a través de la reduccién de su proteina de inhibicién Ik-Bo.

Otro de los aspectos a tener en cuenta son los altos tiempos de exposicidn a las toxinas en
nuestro estudio (24 horas), en comparaciéon con los usados en otras publicaciones (Crinelli
et al., 2012; Valverde et al., 2008a) donde los tiempos son de aproximadamente 6 horas. Esto
podria haber afectado negativamente a nuestros resultados, ya que las toxinas de tipo PLTXs
ejercen rapidamente su toxicidad. Se ha visto que después de una hora de exposicidén ya se

muestra sintesis de proteinas implicadas en la inflamacién (Bellocci et al., 2011).

En cuanto a la potencia de las toxinas, mientras que en el mencionado estudio de Crinelli et al.
se necesitaban aproximadamente 10 veces mas cantidad de extracto que de PLTX para producir
el mismo efecto (tanto a nivel de potencial inflamatorio como de reduccién de viabilidad en
macréfagos) nuestro extracto muestra practicamente la misma potencia en ambos casos. El

extracto usado en nuestros experimentos contiene mayoritariamente OVTX-a y b, las cuales se
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ha demostrado que pueden exhibir el mismo efecto y potencia que el estandar de PLTX (Solifio
et al., en revision). En estos momentos se estan llevando a cabo similares experimentos a los
realizados en este estudio con el extracto semi-purificado de OVTX-a+b (OV-21). Estos estudios
ayudardn a elucidar el comportamiento aislado de las OVTXs, algo que no ha sido publicado

hasta el momento.

En cuanto a los estudios sobre canales idnicos, estos resultados muestran importantes
descubrimientos respecto a esta nueva cepa de O. cf. ovata mediterranea y al mecanismo de
accién de las OVTXs. Durante el curso de esta investigacion, el grupo de Brissard (Brissard et al.,
2014) publicdé un interesante articulo donde se estudiaba una cepa de O. c¢f. ovata
mediterranea con un perfil téxico practicamente igual al de nuestro estudio. Esto podria indicar
gue esta nueva cepa altamente productora de OVTXs se esta expandiendo a lo largo del
Mediterrdneo y no esta restringida a una pequefia area de Catalufia, como inicialmente se
creyé al comenzar este estudio. Este hecho hace mas urgente la investigacidon del potencial
toxico real y los efectos de las OVTX- a and -b, que son los mayores componentes de estas
microalgas. Para ello, llevamos a cabo una serie de estrategias de fraccionamiento hasta que
encontramos la mas apropiada para recuperar la mayor cantidad de toxina posible. Debido a la
alta reactividad de estas toxinas solo el 15% del contenido inicial en el extracto crudo
(aproximadamente) pudo ser obtenido. Ademas nuestro método de aislamiento no pudo evitar
completamente la OVTX-b en el extracto por lo que el método de aislamiento deberia ser

optimizado.

No se encontraron toxinas en las resinas, lo cual sugiere que o bien la microalga no expulsa
toxinas al medio o las resinas utilizadas no son apropiadas para este tipo de toxinas. Otros
estudios encontraron alrededor de un 25% de toxinas en el medio de cultivo extrayendo el
agua directamente recogida de los cultivos cosechados (Pezzolesi et al., 2012). Brissard et al.
(2014) encontré mucha menos cantidad de toxina en el medio, alrededor de un 5% (Brissard

et al,, 2014).

El perfil toxinico publicado en el estudio de Brissard et al (2014) es similar al de nuestra cepa.
Previamente Amzil et al (2012) habia encontrado prevalencia de OVTX-a en cepas recogidas
durante blooms ocurridos entre 2007 y 2008 en la misma localidad (Amzil et al., 2012; Brissard

et al.,, 2014). También el grupo de Ciminiello encontré predominancia de OVTX-a en el perfil
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téxico de una cepa de O. c¢f. Ovata aislada en el mar Tirreno en las costas de Italia en 2005
(Ciminiello et al., 2008). Curiosamente, una cepa aislada en la zona del Adriatico (Ancona, Italia)
mostré mayor porcentaje de OVTX-f (46,6%) que de OVTX-a (21,7%) y -b (19,5%) (Pistocchi
et al., 2012). Esta cepa presentaba también baja cantidad de toxinas comparado con las cepas
de nuestro estudio y el del grupo de Brissard. Esto significaria, por tanto, que las cepas
presentes en el Mediterraneo oriental y occidental son diferentes en cuanto a perfil y potencial
téxico. Esto es un dato importante a tener en cuenta cuando se realizan regulaciones y planes

de monitoreo y control.

Otro de los elementos a tener en cuenta, como se ha dicho anteriormente, es la toxicidad real
de los derivados de PLTX. Las ultimas publicaciones de Ciminiello y del Favero muestran que
estos derivados pueden ser tan tdéxicos como la PLTX. Los estudios realizados con el
esteroisdmero 42-hydroxi-palytoxin (42-OH-PLTX) mostraban una actividad similar a la de la
PLTX (Ciminiello et al., 2009; Del Favero et al., 2014). Este estereoisémero difiere de la PLTX por
la presencia de un grupo OH en posicion 42, compartiendo esta caracteristica con otros
congéneres como la OVTX-a (Ciminiello etal.,, 2009, 2008). Sin embargo, otros estudios
recientes revelaron que el diastereoisémero de esas toxinas (42-S-hydroxy-50S-palytoxin y 42-
S-hydroxy-50R-palytoxin) presentaba diferencias en la potencia tdxica en queratinocitos.
Ademas, los estudios de SPR (surface plasmon resonance) y de ELISA indirecto revelaban
diferencias en la afinidad por el anticuerpo entre cada estereocisémero probado y la PLTX
(Ciminiello et al., 2014a). Estos estudios sugieren que pequeiias diferencias en la estructura
molecular pueden llevar a una diferencia en el potencial tdxico o incluso en el mecanismo de

accion.

Los datos encontrados respecto al efecto sobre la concentracién de Ca” intracelular en CGC
estan de acuerdo con los estudios del grupo de Vale (Vale etal., 2006). En este estudio
encontraron que la concentracién de PLTX que producia la respuesta maxima era 10 nM, lo que

en el presente trabajo resultaba en 24,75 ng/mL o 11,72 nM.

Los datos obtenidos respecto a la reversibilidad de la toxina también estan de acuerdo con
otros estudios realizados con PLTX y derivados de ésta en CGC y otros tipos celulares (Del

Favero et al., 2014; Frelin y Van Renterghem, 1995; Vale et al., 2006).
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Estos resultados también muestran que la incubacidn previa de los antagonistas es necesaria
para eliminar el incremento de [Ca**].. La incubacién con ouabaina ha sido ampliamente usada
por otros autores. Por otro lado, el efecto protector de la ouabaina no se ejerce siempre del
mismo modo en las mismas células ya que este glicdsido presenta diferentes afinidades segun
la isoforma de la bomba Na*/K'-ATPasa (Hauck et al., 2009). En nuestro caso el efecto de la
ouabaina era mas efectivo cuando el influjo de Na* era reducido por la presencia de STX. La
misma situacidén se observaba cuando se bloqueaban las principales entradas de sodio y calcio

(VGNC y VGCC).

Otros autores han sugerido que la reversion del intercambiador de ca® y Na* NCX es el
responsable del gran incremento de [Ca®']. y posterior muerte celular (Satoh et al., 2003;
Shimahara y Molgd, 1990). Los experimentos con inhibidores de canales voltaje-dependientes
de Ca®* y Na* pretendian eliminar este efecto reduciendo la entrada de Na* v, por ende, la

reversion del transportador NCX.

Por ultimo, en el experimento con diferentes transportadores de Caz+, estos tuvieron efecto
nulo o muy reducido, aunque no puede descartarse algun efecto si se hubieran incubado antes

de la adicion de las toxinas.

Conclusion

Este estudio aporta datos adicionales sobre los mecanismos de accién de PLTX y OVTXs. A pesar
de que nuestros resultados son todavia preliminares, esta es la primera vez que un extracto de
Ostreopsis cf. ovata que sintetiza practicamente todas las OVTXs conocidas hasta el momento
(incluida la recientemente publicada OVTX-g) y en cantidades importantes es utilizado para
elucidar el efecto de éste sobre proteinas implicadas en inflamacion y dafio celular. Ademas,
este trabajo muestra por primera vez que un extracto con tan solo OVTX-a y b es tan tdxico
como el estandar comercial de PLTX y que sus efectos inmediatos en la despolarizacion celular
son también similares. Debido a esto y a las grandes cantidades de toxinas que produce esta

cepa tiene un gran interés comercial como fuente de estandares y fadrmacos.
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DISCUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS

Modelos celulares como técnicas para la deteccion y evaluacion de la toxicidad

La reciente disminucion del uso de bioensayos con ratones (MBA) como métodos de rutina para
deteccion de toxinas alimentarias en Europa, debido a la legislacién vigente, ha sido un
importante promotor de la investigacién de nuevos métodos de deteccién. Aunque la
tendencia parece ser la consolidacién de técnicas cromatograficas como métodos oficiales de
control, existen hoy en dia multiples ensayos basados en sustratos bioldgicos (CBA) o
bioquimicos (PPIA) que ofrecen gran fiabilidad con menor coste y mayor simplicidad (Reverté
etal., 2014). En la mayoria de los casos cada uno de estos ensayos presenta mejores
caracteristicas para detectar un grupo concreto de toxinas. No obstante, a pesar de todos los
esfuerzos realizados por diferentes grupos de investigacion, es casi imposible el desarrollo de
una sola técnica ideal para el analisis de todas las toxinas. Lo mas apropiado seria, en realidad,
una combinacidn de técnicas basadas en biosensores (celulares, inmunoensayos, etc.) como
cribado y métodos analiticos para la identificacién de la toxina y confirmacion de su existencia

en la muestra (Solifio et al., 2014).

En este sentido los CBA presentan tres grandes ventajas que los hacen idéneos para ser usados

como primera criba en muestras sospechosas de contener este tipo de sustancias nocivas:

1. Los ensayos celulares, al estar basados en sistemas vivos, pueden detectar toxinas no

conocidas, de forma inespecifica (Solifio et al., 2015a).

2. Los ensayos celulares pueden ser usados también de forma especifica en base a la respuesta
celular en presencia de la toxina estudiada con agonistas o antagonistas. Con la ayuda de
estdndares de la toxina, los ensayos celulares nos permiten incluso obtener un resultado

cuantitativo (Caillaud et al., 2012, 2011; Cafete y Diogéne, 2010, 2008).

3. Los ensayos celulares estdn basados en un sistema vivo y dinamico en el que las células
intentan contrarrestar el efecto de las toxinas. Cuando se realizan exposiciones a niveles
subletales podemos describir el modo de accién de estas sustancias. En este sentido, los
modelos celulares ayudan a caracterizar la toxicidad ademds de detectarla (Ferron et al., 2014,

Le Hégarat et al., 2006; Vale et al., 2006; Vale-Gonzalez et al., 2007).
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Por todo ello, los modelos celulares aportan informaciones muy interesantes que
complementan a la obtenida a través de los métodos analiticos. El mantenimiento de un cultivo
celular inmortalizado no supondria una gran inversién para los laboratorios de referencia y
ofreceria informacion de los efectos sobre un sistema vivo, sin necesidad de la instalacién de un
animalario. El uso de células provenientes de tejidos humanos podria incluso mejorar la
descripcién de los efectos reales de la toxina en humanos (Fessard y Le Hégarat, 2010; Takakura
et al., 2013). De este modo, un ensayo celular, aun no siendo especifico, tiene capacidad para
indicar la presencia de alguna sustancia que afecta a las células. Este dato habria que tomarlo
con cautela puesto que ciertas sustancias de la matriz de la muestra pueden producir
interferencias en el cultivo celular, dando lugar a un falso positivo. En este caso, este problema
podria solventarse mediante los procesos de fraccionamiento cromatografico (Caillaud et al.,
2009; Canete et al., 2010; Fraga et al., 2011). Como se ha demostrado en este y otros trabajos,
el fraccionamiento permitiria la separaciéon de estos elementos por su tiempo de retencién y
propiedades hidrofilicas y permitiria la discriminacion entre ellos (Abraham et al., 2012; Solifio

et al., en revision).

El desarrollo de CBAs especificos para cada toxina mediante la adicion de activadores y/o
inhibidores, nos proporciona, ademas, informaciéon del mecanismo de accién de la toxina, lo
gue nos permite un acercamiento a su identificacion, para posterior confirmacion mediante
técnicas analiticas. Un ejemplo seria utilizar un mismo cultivo celular de Neuro-2a para realizar
ensayos en presencia/ausencia de O/V para detectar actividad de tipo CTX o STX, o en
ausencia/presencia de KB-R7943 o SK&F 96365 para detectar actividad de tipo PLTXs o MTX,
respectivamente (Caillaud et al., 2011; Cafiete and Diogéne, 2008; Ledreux et al., 2009; Manger

et al., 2014, Solifio et al., en revisién).

En algunos casos, el CBA por si solo o en combinacion con otras técnicas bioguimicas puede
aportar suficiente capacidad de deteccidon y bajos limites de cuantificacién como para aportar
datos fiables de la toxicidad de la muestra. Una prueba de esto es el CBA-Neuro-2a para
deteccion de CTXs, como ha sido demostrado en este y otros estudios (Robertson et al., 2014;
Solifio et al., 2015b). A pesar de que la PbTx presenta el mismo efecto que la CTX, raramente
coexisten en la misma muestra por lo que es dificil que provoque interferencias en los
resultados. En caso de duda la confirmacion podria ser realizada por LC/MS. De este modo sdlo

se necesitaria la confirmacion en aquellas muestras que hubieran presentado actividad de tipo
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CTX y se ahorraria tiempo y recursos en la emision de los resultados (Abraham et al., 2012; A

Caillaud et al., 2010; R., 2008; Robertson et al., 2014; Solifno et al., 2014).

La extraccién de las CTXs en muestras de pescado es un proceso lento debido a la interferencia
de los lipidos del musculo. Sin embargo, el CBA no requiere de una depuraciéon tan exhaustiva
como los métodos cromatograficos, lo que también ahorra tiempo de analisis. Dadas las
ventajas que supone el uso del CBA en el analisis de un gran nimero de muestras, el uso de
este método ha contribuido a conocer y a caracterizar mejor los riesgos en el consumo de
pescado y ha aportado nuevos datos sobre los niveles de toxina que pueden exhibir
intoxicacidon en humanos, como se ha podido corroborar en esta tesis (Resultados y discusion:

1.1y1.2).

No obstante, antes de la instauracion de un CBA (o cualquier otra técnica) como método oficial
de referencia o cribado es necesaria la realizacién de ejercicios comparativos intra e inter
laboratorios. Se debe asumir que las células, como sistema vivo, presentan cierta variabilidad,
incluso dentro del mismo cultivo. Esto puede originar una variabilidad significativa entre los
resultados de diferentes laboratorios y el retraso en la armonizacién de la técnica (Ledreux
et al., 2012; Sérandour et al., 2012). Por todo ello, seria necesaria la inminente puesta en
marcha de este tipo de evaluaciones, en vista de la aparente expansion de Gambierdiscus en
Europa y en sus territorios fuera del continente (Aligizaki y Nikolaidis, 2008; Gouveia et al.,
2009; Hossen et al., 2013; Laza-Martinez et al., 2013; Nufez et al.,, 2012; Otero et al., 2010;

Pérez-Arellano et al., 2005).

Otro de los retos en la identificacidon de toxinas marinas es la gran cantidad de familias de
toxinas que existen con sus numerosos analogos. Normalmente estos analogos se cuantifican
dentro de un total (por ejemplo las dinofisistoxinas y sus hidrolizados), pero en la mayoria de
los casos no se tienen datos de la toxicidad real que estos andlogos presentan ni de su
mecanismo de accion (Ciminiello et al.,, 2011; Otero et al., 2011; Pistocchi et al., 2012; Place
et al.,, 2012). Otro de los retos que entrafia la aparicion de estas toxinas y sus derivados es la
presencia simultdnea de varias de ellas en un mismo organismo. Son escasos los estudios
dirigidos a investigar el posible efecto potenciador o aditivo en humanos producido por el
consumo de éstas (Pérez-Gémez et al., 2010; Sosa et al., 2013). Tampoco se dispone de datos

suficientes para evaluar el riesgo que supondria una repetida exposicion a toxinas por debajo
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de los limites establecidos por la ley y sus posibles efectos crénicos en humanos (Gorbi et al.,
2013; Ramsdell y Gulland, 2014; Ryan et al., 2015; Zaias et al., 2011; Zepeda et al., 2014). Seria
necesario invertir muchos mas esfuerzos en investigar los mecanismos de accién y potencial
toxicos de estos derivados para tener una mejor nocidon del riesgo que suponen para el
consumidor. No obstante, en muchos casos estos estudios son inviables. Esto se debe a la falta
de material de referencia, dadas a las dificultades que entraia su sintesis o su obtencién a

partir del organismo productor o del vector en cantidades suficientes y en la pureza adecuada.

Teniendo en cuenta todos estos factores, una de las mds importantes contribuciones de esta
tesis es la demostracién de la aptitud de los cultivos celulares en la resoluciéon de dichos
problemas. Los cultivos in vitro utilizados en esta tesis han permitido caracterizar mejor el
riesgo alimentario (Resultados y discusion: 1.1,1.2,1.3,2.2) vy la relativa toxicidad de las toxinas
y sus derivados (Resultados y discusion: 1.3 y 2.2), evaluar la posible la toxicidad crdnica
(Resultados y discusion: 2.2), el estudio del mecanismo de accién de derivados de toxinas poco
conocidas hasta el momento (Resultados y discusion: 2.1, 2.2), la posibilidad de obtener
estandares a partir de cepas de microalgas altamente productivas (Resultados y discusion: 2.2)

y la identificacidon de bioactivos con posibles usos farmacéuticos (Resultados y discusion: 2.1).

Riesgo asociado a la ciguatera en Europa

Es dificil calcular el porcentaje de poblacién que se ve afectada por la ciguatera, ya que muchos
casos no se registran o se confunden con otro tipo de intoxicacién. Algunos estudios han
realizado una estimacion de que entre 10.000 y 50.000 personas se ven afectadas cada afio por
este tipo de intoxicacion, aunque otros autores sitluan esta cifra en 500.000, teniendo en
cuenta la cantidad de casos no detectados o no registrados (Dickey y Plakas, 2010; Pearn,
2001). El organismo productor aparece actualmente en los tres grandes océanos: Pacifico
(Australia, islas de la Polinesia, Microneisa, Japdn, Vietnam, Hawaii, Cook, Tokelau, Fiji,
Marshall, entre otras), Atlantico (Golfo de México, Islas del Caribe, Florida, Brasil, Islas Canarias
y Madeira) e indico (Australia, Sri Lanka, Islas Maldivas, Madagascar y La Reunién) y se ha
notificado ya su aparicion en aguas del Mediterrdneo oriental (Grecia) y occidental (Islas

Baleares) (Aligizaki y Nikolaidis, 2008; Laza-Martinez et al., 2013; Reverté et al., 2014).

No se saben los motivos exactos de esta aparente expansién de Gambierdiscus. Sin embargo si

es evidente la imperativa necesidad de ajustar las actuales regulaciones eropeas en materia de
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toxinas marinas a esta nueva situacién. La Regulacion EC 854/2004 13 en su Anexo Il (European
Union Commission, 2004) indica que ningun producto marino que contenga toxinas, incluidas
CTXs y sus derivados, puede ser comercializado. Sin embargo no establece limites de referencia
en los niveles de toxinas ni métodos de deteccidn especificos. Se han propuesto los limites de
0,01 ppb para P-CTX y 0,1 ppb para C-CTX en base a los trabajos de diferentes centros de
investigacion (Dickey y Plakas, 2010; EFSA, 2010). La limitacién en la disponibilidad de muestras
implicadas en intoxicaciones es un gran handicap a la hora de establecer limites legales. Es
sorprendente que a pesar de la amplia incidencia mundial de este sindrome no se disponga de

datos claros referente a las ARfD y LOAEL exhibidos por estas toxinas.

Durante la realizacién de esta tesis se calcularon los ARfD y LOAEL gracias a los datos de
intoxicaciones por CFP recogidas por los organismos oficiales en materia de salud publica de
Guadeloupe (Resultados y discusion: 1.1). Esta es una importante contribucion que no solo
muestra valiosa informacidn relativa al tipo de sintomatologia de la C-CTX en relacién a la
cantidad de toxina consumida, sino que aporta datos necesarios para mejorar las legislaciones

existentes en materia de salud publica.

Los sintomas exhibidos por la C-CTX en dicho trabajo eran tanto de tipo diarreico como
neurotoxico. Sin embargo la severidad de los sintomas no estaba relacionada directamente con
la cantidad de toxina consumida, confirmando la variabilidad individual observada en otros
estudios (Bagnis et al., 1980; Dickey y Plakas, 2010; Lehane y Lewis, 2000). Estos resultados
tienen una gran importancia médica que permitira un mejor diagnostico y tratamiento y por

tanto mayor calidad de vida de las personas afectadas.

Otra de las particularidades de la CFP es que el vector de las CTXs son peces y no moluscos
sésiles como es el caso de otros sindromes que afectan a productos marinos (DSP, PSP, ASP).
Esto significa que el control es mas complejo y mas costoso e implica conocer los habitos, no
solo alimentarios, sino también territoriales de cada especie de pez, para conocer las zonas

donde éstos podrian presentar mayor riesgo de acumular CTXs.

En esta tesis se ha puesto de manifiesto cdmo los habitos alimentarios Pterois sp. estan
relacionados con la acumulacion de CTXs. Los resultados de este trabajo sugieren que la

fidelidad territorial del pez ledn puede estar relacionada con la relativa localizacion de las

137



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DETECCION DE TOXINAS MARINAS Y CARACTERIZACION DE SU MECANISMO DE ACCION MEDIANTE ENSAYOS CELULARES.
APLICACIONES A LA IDENTIFICACION DE RIESGOS ALIMENTARIOS

Lucia Solifio Alonso

muestras tdxicas. Estos datos seran de gran importancia para el disefio de sistemas de

muestreo y control de pesquerias en las Islas Guadeloupe.

Se ha observado, en diversos estudios, que el nivel que ocupa el pez en las redes trdéficas y el
tamafio de éste no siempre esta ligada a una mayor capacidad de acumulaciéon de toxinas
(Gaboriau et al., 2014; Yogi et al., 2011). Esto significa que todas la investigaciones relativas a la
biotransformacion a través de redes troficas deberian ser estudiadas de forma individual para
cada especie de pez. Teniedo en cuenta que se ha calculado que mas de 400 especies podrian
ser vectores de CTX (Lehane y Lewis, 2000) queda un largo camino por recorrer. Otro de los
campos por explorar es la biotransformacién de las toxinas a través del metabolismo de los

peces o incluso después del cocinado.

El estudio realizado en peces ledn en esta tesis (Resultados y discusion: 1.2) ha contribuido a
identificar inequivocamente una nueva especie vector de C-CTX, siendo la C-CTX-1 la principal
toxina identificada. El estudio confirma ademas la inexistencia de relacion de tamafo vy
cantidad de toxina para esta especie y la relacidn entre acumulacion de toxinas y el
comportamiento territorial y tréfico. Debido al incipiente aumento del consumo de pez leén en
las regiones del Caribe este estudio junto con el de Robertson et al. (2014) serdn cruciales para

evitar riesgos en el consumo de esta nueva especie.

Los trabajos realizados en Guadeloupe (Resultados y discusion: 1.1y 1.2) no solo han aportado
importantes hallazgos para la ciencia tales como relacién individual de sintomas con la cantidad
de C-CTX consumida vy las relacion entre comportamiento y ecologia de los peces leén con la
capacidad de acumular CTX. También aporta importantes datos practicos que ayudaran a
mejorar el control sobre toxinas. Esto se traduce directamente en una mayor proteccién de la

salud publica y menor riesgo para el consumidor.

Riesgo a sociado a intoxicacion por ovatoxinas en Europa

La PLTX y sus derivados tales como las OVTXs son otras de las toxinas consideradas emergentes
en Europa debido a su presencia en aguas del Mediterraneo (Reverté etal., 2014). Las
floraciones masivas del dinoflagelado O. cf. ovata, principal productor de OVTXs, estan
implicadas en intoxicaciones por inhalacidn de aerosoles en las costas mediterraneas italianas,
francesas, espafolas y croatas (Ciminiello etal.,, 2014b, 2008; Pfannkuchen etal.,, 2012;

Tichadou et al., 2010). El cuadro clinico que presenta este tipo de intoxicacién se caracteriza
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por sintomas febriles, irritacién del tracto respirario, irritacién de los ojos, jaquecas y fatiga que
pueden prolongarse durante varios dias y en muchos casos se requiere la hospitalizacion de las
personas afectadas. Estas floraciones masivas se presentan de forma estacional durante el
verano, con lo que en muchos casos ha implicado a un gran nimero de afectados (hasta 200

personas) (Tubaro et al., 2011).

A pesar de que los derivados de PLTXs presentan menor toxicidad oral, se ha observado
grandes acumulaciones de OVTXs en organismos marinos y son claros los efectos negativos

sobre éstos (Carella et al., 2015; Faimali et al., 2012).

Sin embargo, no existen datos de la toxicidad o efectos in vivo de las OVTXs de forma aislada y
hasta el momento de la realizacién de esta tesis tampoco existian estudios in vitro realizados
con estos derivados. El trabajo desarrollado en esta tesis (Resultados y discusion: 2.2) muestra
por primera vez la relativa toxicidad de las principales OVTXs presentes en el Mediterraneo, lo
gue supone una gran contribucion para el analisis de los riesgos asociados a O. cf. ovata en
Europa. Este estudio demuestra que estos extractos pueden llegar a presentar una toxicidad y
mecanismo de accidén equivalentes a los de la PLTX. Son conocidos los riesgos que entrana el
consumo PLTX, que pueden producir graves intoxicaciones y, en casos extremos, la muerte
(Aligizaki et al., 2008; Yasumoto et al., 1986). Por lo tanto, estudios como el presentado en este
trabajo son necesarios de forma urgente para evitar los riesgos que pudiera entrafiar la
exposicion o consumo de OVTXs. Para ello serd necesaria la obtencion de estandares a través
del cultivo y purificacion de éstas. Por una parte estos estandares permitirian realizar estudios
mas profundos sobre los efectos de las OVTXs en humanos; por otra parte porque las OVTXs
son las toxinas que mayoritariamente aparecen en el Mediterraneo, por lo que sus niveles en

alimentos deberian ser controlados y limitados legalmente.

Los métodos de deteccidn de estas toxinas serian otro importante elemento a regular. En el
contexto de esta tesis se realizaron varias pruebas para conseguir un CBA especifico para PLTX y
derivados. Los resultados obtenidos, a pesar de ser preliminares, mostraron una buena

respuesta al aplicar el KB-R7943 como inhibidor especifico de los efectos de la PLTX.

Los estudios con PLTX y OVTXs fruto de esta tesis contribuyen a dar el primer paso para la
identificacion del riesgo de OVTXs en Europa y pone de manifiesto la necesidad de regulaciones

especificas para estas toxinas.
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Toxinas marinas como productoras de compuestos bioldgicos activos

La obtenciéon de bioactivos producidos por dinoflagelados para su uso en la industria
farmacéutica es un campo en pleno auge y muy prometedor. Algunas empresas farmacéuticas
ya han puesto la mirada en el mar como fuente de compuestos con utilidad en biomedicina (ej.

Pharmamar-Zeltia).

En esta tesis se han estudiado dos de las especies de dinoflagelados piscicidas (A. carterae y
K.veneficum) que son importantes productores de compuestos activos (Deeds y Place, 2006;
Kobayashi y Kubota, 2007). Los estudios realizados respecto al efecto de estas toxinas sobre la
homeostasis del Ca**, a pesar de mostrar resultados preliminares, han permitido descartar
algunas de las hipdtesis que se postulaban sobre estas microalgas. Algunos estudios han
sugerido que dichas microalgas podrian sintetizar compuestos de tipo neurotéxico (Da Costa
et al., 2005; Rhodes et al., 2010). Esta hipdtesis estd basada en sintomas observados in vivo en
ratén después de la administracion de un extracto por via intraperitoneal. Los resultados de
esta tesis (Resultados y discusion 2.1), indican que ninguna de las fracciones de los extractos
purficados a partir de las cepas de A. carterae y K.veneficum cultivados en el laboratorio
presenta un efecto de tipo especifico sobre canales idnicos que pudiera afectar a la
homeostasis del Ca®*. Por tanto, es muy poco probable que los efectos observados en ratdn
sean debido a una neurotoxicidad directa, causada por la unidon de estos compuestos a candles

idnicos.

Como ya se ha mencionado, otra de las interesantes aplicaciones de los dinoflagelados es su

utilidad para desarrollar estandares de sus toxinas.

La escasez de estos estandares y las dificultades de su obtencién son un problema actual ahora
mismo en el mundo. Por ejemplo hoy en dia existen pocos proveedores de PLTX comercial, que

se obtiene mayoritariamente de Palythoa toxica o P. turberculata.

Para ilustrar la dificultad de la obtencidn de estos estandares, tan necesarios para elucidar
estructuras moleculares y realizar estudios de toxicidad, podemos citar los trabajos del grupo
de Scheurer. Estos investigadores necesitaron 750 g P. toxica para llegar a aislar la molécula de
PLTX (Moore y Scheuer, 1971). Aiflos mas tarde, fueron necesarios 62 kg de viscera de morena

para obtener 1,3 mg de P-CTX depurada (Tachibana, 1980).
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Mejorar los protocolos de extraccidn y recuperacion de toxinas o identificar cepas que
produzcan en gran cantidad de estos derivados, serian estrategias adecuadas para solventar
este problema. La cepa de O. c¢f. ovata utilizada en esta tesis tiene potencial interesante como
productora de estdndares debido a su rapido crecimiento y facilidad de cultivo, las altas
densidades que alcanza y la gran cantidad de toxina que produce, que incluye OVTX-a, b, ¢, d, e,
g y iPLTX (Carnicer, 2014; Garcia-Altares et al., 2014). En este trabajo, gracias a la combinacién
de diferentes técnicas y estudios se pudo identificar esta cepa con capacidad de producir una
importante cantidad de OVTXs y se consiguié un extracto suficientemente purificado para la
realizacién de pruebas de mecanismos de accion tanto a nivel agudo como crénico. Este
estudio es un ejemplo de la importancia de la multidisciplinaridad y combinacidn de esfuerzos
para mejorar el conociemiento en esta area, desarrollar protocolos y legislaciones mas fiables y
proporcionar mayor proteccion al consumidor. Ademas, estos estudios permiten identificar, no
solo las microalgas con gran potencial para la produccidon de estandares de referencia sino de
otros bioactivos que podrian tener importancia en la industria farmacéutica o en investigacidn
médica. En este campo convergen diferentes ramas como: el estudio de la ecologia y cultivo de
diferentes cepas de microalgas, la descripcion quimica dos compuestos bioactivos, su

purificacidn, sintesis y actividad a nivel celular, sus efectos agudos y crdnicos, etc.

Por lo tanto, el futuro de la investigacion en microalgas téxicas / productoras de bioactivos
implica la cooperacién de muchos grupos con diferentes capacidades técnicas. A pesar de que
en este campo se han realizado importanisimos avances en las ultimas décadas, sigue siendo un
campo de estudio relativamente nuevo y en el que queda todavia mucho camino por recorrer.
En lo que se refiere a los ensayos celulares este camino deberia dirigirse hacia la realizacién de
ejercicios de validacion de los CBAs como métodos oficiales de cribado y a su aplicacion en el
estudio de mecanismos de accion de los compuestos bioactivos producidos por estas

microalgas.
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CONCLUSIONES GENERALES

De los diferentes estudios realizados en este trabajo pueden obtenerse las siguientes

conclusiones de cada uno de ellos:

- Estudios sobre el uso de CBAs para la deteccién de C-CTX en muestras de pescado:

1.

El ensayo celular CBA-Neuro-2a desarrollado para detectar toxinas con actividad sobre
canales VGSCs permite detectar CTXs con limites de deteccion muy por debajo de los
niveles de seguridad recomendados de la EFSA. Por lo tanto, los CBAs son una
herramienta de cribado util para la deteccién de estas toxinas marinas, previa a la
confirmacidn por técnicas analiticas.

El CBA-Neuro-2a permite el analisis de un gran numero de muestras, aporta
informacién cualitativa y cuantitativa fiable respecto a las toxinas presentes en las
muestras y permite valorar los riesgos que supone el consumo de pescado y la
incidencia de la ciguatera en un area determinada.

El pez invasor Pterois sp. es un vector de C-CTX y la mayor presencia de estos tdxicos en
el estudio desarrollado en el archipiélago de Guadeloupe se encuentra confinada a la
isa de St. Barthelemy.

No existe relacidn directa entre tamafio de pez y cantidad de toxina acumulada en el
caso de la especie de Pterois sp. estudiada en el presente trabajo.

El analisis de la informacion recogida de varias intoxicaciones por ciguatera en
Guadeloupe, junto con los resultados de los andlisis por MBA y CBA sugieren que los
niveles maximos de C-CTXs recomendados por la EFSA de 0,1 ppb son adecuados para la
proteccion del consumidor. Sin embargo, la variabilidad individual es un factor
importante a tener en cuenta en este tipo de intoxicaciones y son necesarios mas
estudios epidemioldgicos para establecer niveles de seguridad de C-CTXs en alimentos

fiables.

- Estudios de la estimacion de los TEFs de tres toxinas diarreicas en tres modelos celulares:

6.

Los ensayos celulares (CBAs) aportan informacion complementaria a los métodos

analiticos como son la toxicidad in vitro de los derivados del OA y DTX -1y -2.
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7.

La DTX-1 presenta mayor toxicidad que el OA y la DTX-2 en cuanto a la viabilidad celular
en tres modelos celulares: Neuro-2a, MCF-7 y NG108-15.

En ensayos in vitro de tipo inespecificos los modelos celulares Neuro-2a y NG108-15
presentan resultados de viabilidad equivalentes por lo que ambos modelos podrian ser
usados con resultados comparables. No obstante, el modelo MCF-7 presenta menor
sensibilidad a las toxinas y un comportamiento, en cuanto a los resultados viabilidad

celular, “todo o nada”.

- Estudios relacionados con la caracterizacidon de la toxicidad y efectos sobre homeostasis

de Ca®* de las toxinas en CGC:

9.

10.

11.

12.

Dado que los cultivos primarios presentan mayor numero de dianas que las células
inmortalizadas, resultan muy adecuadas para el estudio de los efectos de toxinas en
canales idnicos o receptores de glutamato.

Mediante el estudio de la concentracidon de Ca”* intracelular en cultivos primarios de
CGC es posible conocer el efecto de los productos extraidos de microalgas sobre canales
idnicos y sobre la concentracidn de otros iones y a nivel celular. Gracias a la aplicacién
de estas técnicas se ha podido descartar la implicacién sobre canales i6nicos de
compuestos aislados de Amphidinium carterae y Karlodinium veneficum.

Mediante la aplicacion de cultivos primarios de CGC y medida de Ca®" intracelular se ha
podido verificar, por primera vez, la toxicidad y modo de acciéon de las OVTXs
procedentes de Ostreopsis cf. ovata.

La fraccidon de la cepa de O. c¢f. ovata aislada de las costas catalanas que contenia
Unicamente OVTX-a y b producia efectos muy similares, sobre la homeostasis del ca®

en CGC de rata, que el estandar de PLTX evaluado.

- Estudios sobre potencial téxico a nivel subletal del extracto crudo de O. cf. ovata:

13.

El uso de diferentes modelos celulares procedentes de tejidos humanos, como HepaRG
y A549 aportan valiosa informacion respecto los efectos intracelulares de la PLTX y de
sus analogos, lo que permite una aproximacidén al conocimiento de su toxicidad a nivel

subletal, como son su potecial para producir inflamacion y la formacién de tumores.
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14. El extracto obtenido a partir de la cepa O. cf. Ovata produce efectos similares en cuanto

a citotoxicidad, inflamacién y potencial tumoral a los del estandar de PLTX evaluado en

los cultivos de células de tejido humano HepaRG y A549.
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