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Resumen

Resumen

La tesis doctoral “Mecanismo de accién de las toxinas marinas: rutas
intracelulares implicadas y su aplicacion en métodos de deteccion” pone de
relevancia la utilidad y necesidad del conocimiento del mecanismo de accién de las
toxinas de origen marino. Para ello, se realiza un estudio a fondo sobre las rutas
intracelulares que activa la yesotoxina (YTX), un compuesto poco toxico pero con
una actividad muy util para estudios del metabolismo celular y descubrimiento de
nuevas rutas o dianas con posibles fines terapéuticos. Se profundiza en el estudio
de las rutas de muerte celular que activa la YTX, y se observa como este efecto es
exclusivo de una linea celular tumoral, mientras que en otras células con o sin
capacidad de division, este compuesto no resulta toxico. Una vez se conoce bien el
mecanismo de accion de las toxinas marinas, se pueden desarrollar métodos para
detectarlas basados en su funcién. Asi en el caso de la palitoxina (PLTX), cuya
diana esta perfectamente descrita, se disefilan métodos de deteccién funcionales
para prevenir posibles intoxicaciones, ya que esta toxina es muy potente. Los
métodos que se desarrollan en esta tesis se basan en la afinidad que existe entre la
PLTX y su diana, la bomba Na'/K*-ATPasa, y esta unién se cuantifica mediante un
biosensor de afinidad, o a través de la polarizacién de la fluorescencia (FP) del
complejo PLTX-intercambiador. Ademas los organismos del género Ostreopsis sp.
gue producen analogos de la PLTX, son especies emergentes que estan
aumentando su incidencia por todo el planeta. Por ello se estudia el crecimiento y la
produccion de toxina bajo diferentes parametros para determinar las condiciones
Optimas de temperatura, salinidad y ciclos de luz:oscuridad para estos
dinoflagelados. La toxina se cuantifica usando el método de FP disefiado

previamente.

Palabras clave

Yesotoxina, palitoxina, mecanismo de accion, método de deteccién, rutas

celulares.

Resumo

A tese doutoral “Mecanismo de accidon das toxinas marifias: camifios
intracelulares implicados e a sua aplicacién en métodos de deteccion” manifesta a
utilidade e necesidade do cofiecemento do mecanismo de accion das toxinas de
orixe marifia. Realizase un estudo a fondo sobre os camifios intracelulares que

activa a yesotoxina (YTX), un composto pouco téxico pero cunha actividade moi (til
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para estudar o metabolismo celular e descubrir novos camifios ou albos con
posibles fins terapéuticos. Profiindase no estudo dos camifios de morte celular que
activa a YTX e obsérvase como este efecto € exclusivo dunha lifia celular tumoral,
mentres que noutras células con ou sen capacidade de division, o composto non
resulta toxico. Unha vez ben cofiecido o mecanismo de accion das toxinas marifas,
pédense desenvolver métodos para detectalas baseados na sua funcién. Asi, no
caso da palitoxina (PLTX), cun albo perfectamente descrito, deséfianse métodos de
deteccion funcionais para previr posibles intoxicacions, xa que esta toxina é moi
potente. Os métodos desenvolvidos nesta tese baséanse na afinidade que existe
entre a PLTX e o seu albo, a bomba Na'/K*-ATPasa, e esta unién cuantificase
mediante un biosensor de afinidade ou a través da mediciéon da polarizacion da
fluorescencia (FP) do complexo PLTX-intercambiador. Ademais, 0os organismos do
xénero Ostreopsis sp. que producen andlogos da PLTX son especies emerxentes
gque estdn aumentando a suUa incidencia por todo o planeta. Por iso, estidase o
crecemento e producion da toxina baixo diferentes parametros para determinar as
condiciéns éptimas de temperatura, salinidade e ciclos de luz: escuridade para
estas microalgas. A toxina cuantificase usando o método de FP desefado

previamente.

Palabras chave

Yesotoxina, palitoxina, mecanismo de accién, método de deteccion, camifios

celulares.

Summary

The thesis “Mechanism of action of marine toxins: intracellular pathways
involved and its application in detection methods” shows the importance of the
knowledge of the marine toxins mechanism of action. In this sense, a thorough
study over intracellular pathways activated by Yessotoxin (YTX) is performed. This
compound has a low toxicity but it is very interesting to study the metabolism of cells
or new targets and intracellular pathways with therapeutic purposes. The study of
cell death pathways activated by YTX are developed, and it was found an effect that
exclusively targets on tumor K-562 line, while other cells with or without mitotic
division ability, the compound is not toxic. Once the mechanism of action of marine
toxins is known, detection methods based on the toxin function can be developed. In
this sense, since the palytoxin (PLTX) target is known, functional detection methods
are developed to prevent intoxications by this toxin, since it exhibits high toxicity.

The methods designed in this work are based on the affinity between PLTX and its
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target, the Na'/K*-ATPase pump, and this junction is quantified by a SPR biosensor
or by fluorescence polarization (FP) measurements from the PLTX-exchanger
complex. Moreover, the producers of PLTX, Ostreopsis sp., are emerging species
that are increasing the episodes around the world. Therefore, the growth and toxin
production by these organisms under different parameters of temperature, salinity
and light:dark cycles are studied to elucidate the optimal conditions for these
dinoflagellates. The toxin production was quantified by using the FP technique
designed previously.

Key words

Yessotoxin, palytoxin, mechanism of action, detection method, cellular

pahtways.
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El mar puede ser una fuente de vida o de muerte, dar riquezas o destruir
ciudades enteras. En cualquier caso, las regiones costeras, encuentran en el
mar, la base econémica para abastecer a gran parte de su poblacion [1, 2].
Galicia es una region que limita con el mar a lo largo de una gran superficie
debido a la forma caracteristica de su litoral, que dibuja entrantes hacia el
interior de la tierra, formando una cuenca fluvial donde desembocan
diferentes rios. Esta particular forma de la costa, se denomina Ria, y genera
en su interior unas condiciones que permiten que Galicia sea el principal
productor de mejillon en Europa [3]. Uno de los pardmetro més importantes
que favorece la produccién y crecimiento de estos moluscos en las Rias, es
el afloramiento de aguas profundas hacia la superficie [4, 5]. Este fendmeno,
denominado en inglés upwelling, hace que las aguas frias del fondo marino,
ricas en sales y nutrientes, suban hacia la superficie favoreciendo asi el
cultivo de la especie Mytillus galloprovincialis [4, 6].

Sin embargo el sector productivo de estos moluscos es muy fragil, pues
frecuentemente los poligonos de cultivo de mejillon se ven obligados a cerrar
temporalmente la recogida del producto [7]. Esto se debe a la eclosion de lo
que se conoce como “mareas rojas”’, denominadas asi porque la mayoria
provocan una coloracién roja en el agua, pero también pueden ocasionar
coloraciones verdes, amarillas 0 marrones segun la pigmentacion del alga en
cuestion [8]. En inglés se denominan harmful algal blooms (HABs), y
consisten en el crecimiento exponencial de microalgas del fitoplancton
productoras de compuestos altamente téxicos [9]. Los mejillones son
moluscos filtradores que se alimentan de estos organismos y acumulan en
sus tejidos las toxinas que producen, sin sufrir ningin dafio [10-12]. Asi,
estas moléculas toxicas pueden incorporarse facilmente a la cadena tréfica
y ser ingeridas por los seres humanos, tanto a través del consumo de
mejillén como de otros productos del mar que las acumulan del mismo modo

[13-16], suponiendo un gran riesgo para la salud publica.
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Intoxicacion

Cultivo de moluscos
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Anelidos

Figura 1: Diagrama de la distribucién de las toxinas marinas y su llegada al

ser humano através de la cadena trofica.

Para evitar intoxicaciones debidas a la ingesta de productos del mar
contaminados, se ponen en marcha sistemas de monitoreo que evitan que
estos productos lleguen al consumidor. Asi cuando un episodio téxico es
detectado, se procede al cierre del poligono durante el tiempo que dure la

HAB ocasionando importantes pérdidas econémicas en el sector [7, 17].
1.1 FITOPLANCTON

El fitoplancton engloba a un conjunto de algas unicelulares fotosintéticas
entre las que se encuentran los dinoflagelados, las diatomeas y las algas
verde-azuladas o cianobacterias, entre otros microorganismos [18]. Las
especies que componen el fitoplancton, desempefian un papel fundamental
en la regulacion del CO, atmosférico, fijando el carbono para llevar a cabo la
fotosintesis y liberando oxigeno al exterior [19-22]. Estas algas unicelulares

habitan tanto en aguas dulces como marinas y producen metabolitos



Introduceidn

secundarios de gran relevancia por sus efectos beneficiosos o perjudiciales
para la salud [13, 23]. Las especies de microalgas que generan compuestos
no toxicos, poseen un gran potencial para la industria farmacéutica y
alimentaria, que repercute en una mejora de la salud publica ademas de ser
una fuente importante de ingresos econdémicos si se explotan
adecuadamente [23]. Por otro lado, hay especies dentro de los
microorganismos fitoplanctonicos que son perjudiciales para muchos seres
vivos. En ocasiones, los dafios que producen estas especies, pueden ser
debidos a formas puntiagudas o espinosas en su estructura, que rasgan
fisicamente los tejidos de organismo superiores [8]. Otras veces, la toxicidad
de las especies fitoplanctonicas, es debida a la produccién de toxinas
marinas que pueden ser almacenadas en organismos superiores que actian

como bioacumuladores de estos compuestos [13].

Las causas o factores que determinan la aparicién de las HABs son
variadas y aun desconocidas en su totalidad. Se sabe que las aguas
estancadas, como estuarios o lagos, favorecen la acumulacion de nutrientes,
gue junto con una baja tasa de movimiento de los dinoflagelados, puede
incrementar la formacién de las mareas rojas [24]. En este sentido, el
movimiento del agua altera la disposicion de los nutrientes, de la
temperatura y de la luz para los microorganismos, por lo tanto las corrientes
del agua son un parametro que determina la dinamica de las poblaciones
fitoplancténicas [25, 26]. La disponibilidad de nutrientes también influye en el
grado de proliferacion de los microorganismos del fitoplancton, a pesar de
qgue también en medios pobres en nutrientes pueden acumularse los
dinoflagelados y dividirse exponencialmente [24]. No obstante, la
eutrofizacion, o aumento de nutrientes en los ecosistemas en los que habitan
las microalgas, siempre unido a otros parametros, contribuye al crecimiento
de estos microorganismos planctonicos dando lugar a las HABs [24, 27].
Ademas, la temperatura también es determinante en la eclosion de las
mareas rojas, puesto que se han descrito en su mayoria en épocas de
verano o mas calidas, coincidiendo con una mayor estratificacion de la

columna de agua [24].
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Las especies de microalgas fitoplanctonicas que sintetizan toxinas
marinas, constituyen un grupo muy amplio y variado. Ademas del riesgo que
conlleva la aparicion de HABs por la facilidad con la que las toxinas pueden
llegar a los consumidores, el aumento en el nimero de eclosiones de
mareas rojas, y en zonas donde nunca antes se detectaran, incrementan el
riesgo que éstas suponen para la salud publica [8, 28, 29]. Asi, especies del
género Prorocentrum sp. que producen la toxina acido okadaico (OA) han
variado su distribucién geografica desde las costas de China, hacia regiones
como el mar Béltico, el mar Egeo, el mar Adriatico y el mar Negro en los
altimos 20 afos [30]. Mientras que los productores de los azaspiracidos
(AZAs), las especies del género Azadinium sp. [31], son originarios del mar
del Norte, pero estan ampliamente distribuidos por el océano Pacifico, y han
sido encontrados ejemplares en el mar del Sur en China [32]. Dentro del
género Dinophysis sp. se encuentra la especie D. fortii que produce OA,
dinofisistoxinas (DTXs) y pectenotoxinas (PTXs). Este género se encuentra
ampliamente distribuido, pues hay registros de su presencia por todo el
planeta [33, 34]. Por otro lado Gambierdiscus toxicus es el principal
productor de ciguatoxinas (CTXs), gambierol y maitotoxinas (MTXs) [35, 36].
La distribucion de esta especie confiere particularidades quimicas a los
compuestos que genera, pudiendo diferenciar entre CTXs del Pacifico, del
indico, o del Caribe [37]. El grupo de las iminas ciclicas (Cls) se divide en
varios subgrupos, de los cuales el género Gymnodinium sp. produce la
gymnodimina A, mientras que las pinnatoxinas y pteriatoxinas son
producidas por el género Pinna sp. y las espiro-prorocentriminas por
especies del género Prorocentrum sp. [15, 38-41]. El género Alexandrium sp.
produce saxitoxinas (STXs) y espirélidos, estos ultimos pertenecen al grupo
de las Cls [38, 39, 42, 43]. Cabe destacar la versatilidad y la capacidad de
adaptacion de las especies del género Alexandrium sp. cuya distribucion
geografica determina el tipo de toxina que producen, e incluso algunas
regiones, las especies no son toxicas [44]. En este contexto, se ha descrito
A. ostenfeldii que produce los espirélidos por zonas del mar Baltico, Nueva

Zelanda y la Costa del norte de Escocia. Mientras que A. tamarense, el
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principal productor de saxitoxinas, se distribuye mayormente por las costas
de América del norte, Europa del este y zonas tropicales y templadas de
Asia y Tasmania [44]. Las STXs desarrollan el sindrome de la intoxicacion
paralizante por consumo de molusco (paralytic shellfish poisoning, PSPSs).
Los microorganismos que poducen estas toxinas han variado su distribucion
desde la costa oeste de América en 1970 a diferentes localizaciones por
todo el planeta en 2006 (Figura 2) [42, 43].

A

PN = 4
TSN >

2006

Figura 2: Cambio del patron de distribucion de PSPs entre el 1970y 2006 [45].

La diatomea Pseudo-nitzschia multiseries se encontraba tipicamente en
el hemisferio norte, sin embargo se identific6 también en las costas
australianas [46]. Esta especie junto con el género Nitzschia sp. produce el
acido domoico (DA) [47-49]. Finalmente, el género Ostreopsis sp. que
produce las palitoxinas (PLTXs), se distribuye ampliamente por zonas
tropicales y subtropicales, pero en los ultimos afios ha incrementado su
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incidencia en regiones de aguas mas frias aumentando su distribucion por
diferentes zonas del planeta [50-52]. El estudio de la ecologia y desarrollo de
las especies de este género, es fundamental para intentar dilucidar las
causas y parametros que regulan sus floraciones [53, 54]. Este grupo de
dinoflagelados son especies bentdnicas, que crecen adheridas a las rocas, a
macroalgas y a invertebrados, entre otras superficies [53, 55, 56]. Es comun
realizar un monitoreo de microorganismos del género Ostreopsis sp. usando
el nimero de células por litro como parametro para estimar su concentracion
en la columna de agua [57]. Sin embargo, debido a que estos dinoflagelados
son bentdnicos y crecen en agregados unidos por sustancias mucilaginosas,
el contaje de células no es un parametro fiable para estimar la densidad de
poblaciéon en el agua [58, 59]. Por ello, la muestra recogida no es
representativa de la cantidad real de células, quedando muchas de ellas
adheridas en diferentes superficies.

En la tabla 1 se recogen los géneros y especies mas importantes de
microalgas y los principales grupos de toxinas que producen.
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Organismo productor

Toxina

Dinophysis sp.y Prorocentrum sp.

Acido ocadico (OA) y Dinofisistoxinas (DTXs)

Azadinium sp.

Azaspiracidos (AZAs)

Gymnodinium breve

Brevetoxinas (BTXs)

Protoceratium reticulatum, Lingulodinium
polyedrum y Gonyaulax spinifera

Yesotoxinas(YTXs)

Dinophysis sp.

Pectenotoxinas (PTXs)

Gambierdiscus toxicus

Ciguatoxinas (CTXs) y Gambierol

Gymnodinium sp.

Iminas ciclicas: Gymnodimina A

Alexandrium ostenfeldii

Iminasciclicas: Espirdlidos

Pinna sp.

Iminas ciclicas: Pinnatoxinasy Pteriatoxinas

Prorocentrum sp.

Iminas ciclicas: espiro-prorocentriminas

Pseudo-nitzschia multiseriesy Nitzschia sp.

Acido domoico (DA)

Alexandrium tamarense

Saxitoxinas (STXs)

G. toxicus

Maitotoxinas (MTXs)

Ostreopsis sp.: O. siamensis

Palitoxinas (PLTXs)

Tabla 1: Clasificacién de las principales especies 0 géneros de microalgas

productores de los diferentes grupos de toxinas marinas.

En este contexto, el control del fitoplancton asi como el de los
organismos bioacumuladores de las toxinas es muy importante para la
prevencion de intoxicaciones. Por lo tanto, optimizar las técnicas de
deteccién y monitorizacion de estos episodios téxicos es crucial para la

proteccion de la salud publica.

1.2 CLASIFICACION DE LAS TOXINAS MARINAS

Las toxinas marinas se pueden clasificar en base a su mecanismo de
accion [60], a su estructura quimica [18], al vector a través del cual se
transmiten [61] o a los sintomas que provocan en humanos tras una
intoxicacién [62]. Segun la sintomatologia observada tras la intoxicacién por

consumo de moluscos contaminados, se han descrito cinco sindromes
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asociados a diferentes grupos de toxinas marinas: intoxicacion paralizante
(paralytic shellfish poisoning, PSP), intoxicacion diarreica (diarrhetic shellfish
poisoning, DSP), intoxicacion amnésica (amnesic shellfish poisoning, ASP),
intoxicacion neurotdxica (neurotoxic shellfish poisoning, NSP) e intoxicacion
ciguatérica (ciguateric fish poisoning, CFP) [62, 63]. Sin embargo, debido a
la aparicion de nuevas toxinas como gimnodiminas, espirdlidos o AZAs, una
clasificacion basada en las propiedades quimicas o estructura quimica,
engloba mejor a todos los grupos de toxinas marinas descritos hasta el
momento. En este sentido, se diferencian tres grandes grupos segun el
grado de solubilidad de las toxinas marinas en compuestos organicos:
hidrofilicas, lipofilicas y anfifilicas [64]. Estos tres grupos albergan los
siguientes subgrupos segun su estructura quimica. Las toxinas hidrofilicas
agrupan el DA y las STXs. Las toxinas lipofilicas estdn compuestas por el
OAy las DTXs, los AZAs, las BTXs, las YTXs, las PTXs, las CTXs y las Cls.

Y en las toxinas con caracter anfifilico se agrupan las MTXs y las PLTXs.

Toxinas hidrofilicas Toxinas lipofilicas Toxinas anfifilicas

OAvy DTXs (DSP)

DA (ASPs) AZAs MTXs
BTXs (NSP)
YTXs
PTXs
CTXs (CFP)
STXs (PSP) PLTXs

Cls: gimnodiminas,
espirolidos, pinnatoxinasy
pteriatoxinas, espiro-
prorocentriminas.

Tabla 2: Clasificacién de los principales grupos de toxinas marinas. Entre

paréntesis estan indicados los sindromes que producen.
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1.2.1 Toxinas hidrofilicas

1.2.1.1  Acido domoico (DA)

El DA es un acido tricarboxilico hidrosoluble que actia igual que la
toxina acido kainico (kainate acid, KA) [65, 66]. Ambos compuesto son
analogos del glutamato, que es un neurotransmisor fundamental del sistema
nervioso central [67, 68]. El mecanismo de accion del DA es a través de los
receptores de glutamato, en concreto el receptor KA [69, 70]. Se han
descrito hasta nueve isémeros geométricos del DA: el acido 5 -epidomoico, y
ocho acidos isodomoicos A-H [71-73]. Algunos de los analogos, ademas de
ser producidos por las diatomeas Pseudo-nitzschia multiseries y especies
del género Nitzschia sp. también han sido aislados del alga roja Chondria
armata [47-49, 71].

El DA ocasiond graves intoxicaciones debido a la ingesta de mejillon
contaminado en 1987 en Canada [74-76]. Hubo 107 victimas con sintomas
que afectaban multitud de 6rganos. Se registraron dafios en el sistema
gastrointestinal, en el sistema nervioso central y en el cardiovascular, y tres
personas llegaron a perder la vida [70]. Sin embargo el sintoma mas
especifico y peculiar de esta intoxicacion es la pérdida de memoria, por ello
el DA se denominé toxina amnésica [77]. Los sintomas aparecen entre 24 y
48 horas después de la intoxicacion, y en el caso de Canada se observaron
asociados a dolor de cabeza, convulsiones, paralisis oculares y de
extremidades, pudiendo llegar al coma en la fase aguda. Meses después, los
pacientes aun sufrian problemas de memoria asi como otros problemas
cognitivos [78]. La dosis letal 50 (LDsp) del DA esta en torno a los 4 mg/Kg
peso corporal y la dosis de referencia aguda (acute reference dose, ARfD)
es de 100 ug/Kg peso corporal para un adulto de 60 Kg. No se ha descrito el
factor de equivalencia toxica (Toxic Equivalence Factor, TEF) de los
diferentes analogos [79].

Para detectar y cuantificar DA, se ha validado un método quimico de
cromatografia liquida de alta presion con deteccion por ultraviloleta, HPLC-
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UV, y un método basado en enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
[79]. También se ha puesto a punto la deteccion por cromatografia liquida
con deteccion por espectrometria de masas (Liquid chromatography-mass
spectometry) LC-MS, pero este método no ha sido validado en Europa [79].
El limite reglamentario segun la legislacion europea vigente para esta toxina
es de 20 mg DA/Kg [80].

1.2.1.2  Saxitoxinas (STXs)

El grupo de las STXs dan lugar al sindrome de las PSPs. Y su
compuesto mas activo, la STX, se aisldé por primera vez en 1975 [81, 82].
Hasta ese momento, se sucedieron diferentes episodios de contaminacion
desde los afios 20. No fue hasta 1984, que se asoci6 esta intoxicacidon
paralizante con el consumo de mejillébn contaminado, coincidiendo con una
elevada concentracion del dinoflagelado Gonyaulax catenella (o Alexandrium
catenella) en el mar [42, 43]. Ademas del dinoflagelado A. tamarense, el
grupo de las toxinas PSPs también es producido por otras especies de
Alexandrium sp. y por las especies Pyrodinium bahamense o Gymnodinium
catenatum [81, 83-85]. El compuesto mas representativo de este grupo de
toxinas es la STX, de la que se diferencian el resto de analogos por
variaciones en cuatro radicales de la estructura central [86]. Entre los
anélogos descritos se encuentran seis Gonyautoxinas (GTX1-6), y las N-
sulfocarbamoil-11-hidroxisulfatotoxinas (Cs) entre otras [81]. Las PSPs
sufren biotransformacion en organismos superiores tras su ingesta [81, 87].
Este proceso ocurre principalmente en bivalvos [88, 89], pero también se
observa en otros organismos como la oreja de mar [14, 90] o algunas
especies de cangrejo [16, 91]. La biotransformacion de las PSPs, consiste
en reacciones de reduccion, oxidacion o hidrélisis de la molécula original en
el organismo que la incorpora [81]. Han sido descritos, en este contexto, mas

de 30 compuestos [87].

Las STXs poseen elevada afinidad por el sitio 1 de los canales de sodio
(Na") dependientes de voltaje (Voltage-gated sodium channel, VGSC) [92].

Estas toxinas bloguean los VGSC inhibiendo temporalmente Ila
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permeabilidad al i6n Na®, evitando asi la despolarizacion de la membrana, lo
que produce una constante relajacion que conduce a paralisis [92]. Debido a
ello, los sintomas tras su ingesta se caracterizan por hormigueo y
entumecimiento alrededor de los labios, que se extiende hacia cara y cuello,
pinchazos en los dedos de pies y manos, nauseas, mareos y dolor de
cabeza. Ademés de debilidad y dificultad al respirar que puede llevar a la
muerte por parada respiratoria [62]. La LDsy para la STX es de 10 pg/Kg
peso corporal via intraperitoneal (ip) en ratones, mientras que para un adulto
de 60 Kg, la ARfD es de 0.7 pug/Kg peso corporal. En base a los bioensayos
de toxicidad, los TEF respecto a la STX de los diferentes analogos son: 1
para la STX, NeoSTX, GTX1 y dc-STX, mientras que el resto de analogos
poseen TEF<1 [93, 94].

Los métodos de deteccion validados para la STX, son el bioensayo en
ratbn (MBA) y HPLC con deteccion por fluorescencia (HPLC-FL), con un
limite de toxicidad maximo permitido en Europa de 0.8 mg equivalente (eq)
STX/Kg [80, 93]. También hay métodos para detectar estas toxinas mediante
el uso de anticuerpos, tipo ELISA, radioinmunoensayo o biosensor de

afinidad SPR (Surface plasmon Resonance) [81, 93].
1.2.2 Toxinas lipofilicas

1.2.2.1  Acido okadaico (OA)

El OA y las DTX-1, DTX-2 y DTX-3, son los compuestos principales de
este grupo que provocan el sindrome DSP, y son producidas por las
especies D. fortii y P. lima entre otras muchas [63, 95-97]. Ademas de este
grupo de toxinas, también se han descrito otros analogos del OA como son
el acido belizeanico (belizeanic acid, BA) y el 19-epi-okadaico [98, 99]. El
mecanismo de accion de las toxinas DSPs se basa en la inhibicion de las
fosfatasas de proteina serina/treonina (PPs) tipo 1y 2A (PP1 y PP2A) [100].
Todos los analogos del OA comparten la misma diana a excepcion de la
DTX-3 para la que no se detecta actividad inhibitoria sobre las PPs [101]. La
DTX-1 muestra una mayor afinidad e inhibicion sobre la PP2A que el OA

12



Introduceidn

[102]. Por otro lado, la DTX-2 muestra menos toxicidad asi como menos
afinidad por la PP2A que el OA [103]. Ademas, el BA inhibe las PP1, a pesar
de tener una menor capacidad de inhibicién de las PPs en general [98]. EI
acido 19-epi-okadaico también es menos potente en la inhibicion de PPs que
el OA, pero en este caso, inhibe sobre todo la PP2A [99]. Como
consecuencia, estas toxinas producen dafios gastrointestinales, entre los
que se encuentran diarrea, nauseas, vomitos y dolor abdominal, tras la
ingesta de la misma [104, 105]. Ademas de estos sintomas, las DSPs son
potentes promotores tumorales [106-108]. La LDsy obtenida via ip en MBA
con ratén es de 200 ug/Kg de peso corporal, a partir del que se calculan los
siguientes TEF: OA=1, DTX1=1, DTX2=0.6 [94]. La ARfD para un adulto de
60 Kg es de 0.3 ng/Kg de peso corporal [109].

El método oficial de deteccion de las DSPs es el LC-MS/MS que fue
validado recientemente por la comision europea con un limite de toxicidad
maximo de 0.16 mg eq OA/Kg [80, 110]. También se han disefiado ensayos
basados en la funcion especifica de las DSPs. Puesto que son inhibidores
de las PPs, se ha utilizado esta capacidad para desarrollar métodos de
deteccion colorimétricos y de fluorescencia [109, 111, 112]. Ademas las
DSPs también se pueden detectar por inmunoensayo tipo ELISA [109, 113,
114].

1.2.2.2 Azaspiracidos (AZAS)

Los AZAs deben su nombre a su estructura, que consta de un
ensamblaje en espiral y un grupo azaspiro fusionado con un anillo 2,9-
dioxobiciclononano [12, 115]. El principal representante del grupo de los
AZAs, se aisl6 por primera vez en el 1998 a partir de mejillones
contaminados [12]. Se sabe que el dinoflagelado A. spinosum produce los
analogos AZA1, AZA2, AZA33 y AZA34 [31, 116, 117]. Ademas, también se
aislaron nuevos analogos, AZA36 y AZA37 de diferentes cepas de otra
especie, A. poporum [117]. Se han descrito hasta 30 analogos de AZA,
aunque se desconoce la estructura quimica y el microorganismo productor

de algunos de ellos.

[5)
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El mecanismo de accion de los AZAs se desconoce, a pesar de que se
apuntan varios candidatos como posible diana de estas toxinas [118]. Los
AZAs modifican la expresion de receptores de membrana, como el receptor
lipoproteico de baja densidad (LDLR) en linfocitos T [119]. Por otro lado,
alteran la monocapa que forman las células de cancer de colon, Caco-2,
cuando crecen, apuntando a las proteinas de adhesion celular como posible
diana de los AZAs [120]. Modulan el calcio (Ca®"), el pH y el nucleétido
ciclico adenosina monofosfato (AMPc) intracelular en linfocitos T [121-124].
A nivel neuronal, los AZAs también modulan el Ca** intracelular, ademés de
producir citotoxicidad en cultivo de neuronas neocorticales a través de la
activacion de apoptosis y necrosis [125, 126]. Recientemente, se ha
observado la capacidad de algunos analogos de los AZAs para unirse y
bloquear el canal de potasio (K*) hERG en la linea embrionaria de rifién
humano 293 (HEK-293) [127].

Se han detectado numerosas intoxicaciones por AZAs, siendo el primer
caso documentado en 1995 [118]. Los efectos por intoxicacién con AZAs son
muy parecidos a los que provocan las DSPs, con nauseas, diarrea y dolor
abdominal, lo que dificulta diferenciar los episodios [115]. Ademas, también
se han descrito dafios neurolégicos tras la administracion de AZAs via ip en
ratones, caracterizados por lentitud, dificultad respiratoria, espasmos y
muerte [115, 128]. La LDs, para los AZAs via ip en ratbn es de
aproximadamente 100-200 pg/Kg peso corporal para los que se obtiene un
TEF respecto al AZAl de: AZA2=1.8, AZA3=1.4, AZA4=0.4, AZA5=0.2 [94].
La ARfD para un adulto de 60 Kg de media es de 0.04 ug/Kg peso corporal
[129].

El método oficial de deteccibn de AZAs es el LC-MS/MS validado en
2011 por la Comision Europea y su limite permitido es de 0.16 mg eq
AZA/Kg [80, 110, 117, 129].
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1.2.2.3 Brevetoxinas (BTXs)

Las BTXs son compuestos poliéter ciclicos metilados que causan el
sindrome NSP [130]. Se suelen detectar en HABs de la zona de Mégjico y
Florida, dando lugar a la denominada “Marea roja de Florida”, por su elevada
ocurrencia en esa region [131, 132]. La primera floracion de los
microorganismos productores de NSPs descrita en Florida data del 1844,
dafiando gravemente la economia de esta region [133]. El primer caso bien
documentado por intoxicacion con NSPs se registra en Estados Unidos en
1987 [134], coincidiendo con el aislamiento por primera vez de uno de los
analogos de las BTXs [135]. El grupo de las NSPs contiene mas de 10
analogos [133, 136]. Hay dos moléculas principales, la BTX A cuya
estructura es una columna flexible formada por 10 anillos poliéter, y la BTX
B, que conforma una escalera rigida de 11 anillos [136]. Muchos de los
analogos fueron aislados de mariscos, siendo algunos de ellos
modificaciones metabdlicas de las BTXs que se producen en animales [135,
136]. El andlogo mayoritario es la BTX B en la que se engloban la BTX-1y
BTX-2 [136, 137]. Mientras que los compuestos mas toxicos son la BTX-2 y
BTX-3 [13].

El mecanismo de accion de las toxinas NSPs se basa en su union al sitio
5 de los canales VGSC [136, 138]. Ademas, su caracter liposoluble les
permite atravesar la barrera hematoencefalica y distribuirse rapidamente por
todo el cuerpo [133]. Los sintomas asociados a su intoxicaciéon, varian desde
nauseas, diarrea y vomitos, pasando por entumecimiento de extremidades y
labios asi como hormigueo, ataxia, pérdida de coordinacion, paralisis y
sensacion de frio-calor; hasta dificultad para hablar, dolor de cabeza y fatiga,
entre otros [133]. Mientras que las floraciones de algas productoras de BTXs
generan elevada mortalidad de organismos marinos [139], las victimas
humanas se recuperan, en su mayoria, a los 2-3 dias de la intoxicacion [131,
133]. El envenenamiento por NSPs se debe mayormente al consumo de
marisco, sobre todo almejas, ostras y mejilléon, contaminado con las BTXs,

aunque también hay dafios por inhalacion de la misma [133, 140, 141]. Se
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han calculado muchas LDsy para las BTXs y dependiendo del analogo
estudiado, los valores oscilan entre 200-400 pg/Kg peso corporal tras la
administracion del compuesto ip. Sin embargo, no se han podido establecer
ARfD [142].

El MBA no se considera un buen método de deteccion para las BTXs, ya
que son dificiles de purificar ademas de las inespecificidades propias de la
técnica. Por lo tanto hay otros métodos en desarrollo para mejorar la
deteccién y cuantificacion de las BTXs. Estos métodos son LC-MS, asi como
inmunoensayos tipo ELISA y métodos funcionales basados en la afinidad de
la toxina por su diana [113, 142, 143].

1.2.2.4  Yessotoxinas (YTXSs)

Las YTXs son compuestos poliéter sulfatados que deben su nombre a la
estrella de mar Patinopecten yessoensis, de donde se aislé la YTX por
primera vez [144]. Ademas, posteriormente también se obtuvo este
compuesto a partir de otros organismos, como mejillones, peces o
cangrejos, que también la acumulan en sus tejidos [145-148]. Se han
descrito mas de 90 andlogos de la YTX, que poseen una gran variabilidad de
LDso lo que dificulta establecer TEF para los diferentes analogos [148, 149].
Sin embargo, se han determinado TEF para los analogos 1a-homoYTX y 45-
hydroxyYTX = 1 y para 45-hydroxy-la-homoYTX = 0.5, respecto a la YTX
[94]. Algunos analogos se muestran en la tabla 3, donde se observan las
diferencias estructurales entre ellas. La mayoria de variaciones estructurales
se encuentran en el radical 3, excepto el analogo 1-desulfoYTX que también

se diferencia en el radical 1 [148, 150].
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Tabla 3: Diferencias estructurales entre la YTX y algunos de sus analogos
[151].

La principal diana de las YTXs son las fosfodiesterasas (PDES) que se
encargan de hidrolizar el AMPc a AMP [152]. Se observa un incremento de
la actividad PDE al tratar linfocitos T humanos con la toxina [153]. Ademas
se estudié la afinidad de la YTX por las PDEs y se observl que se une con
gran afinidad a las PDE1, PDE3 y PDE4, mientras que no muestra afinidad
por la isoforma PDE2 [154-156]. Tras la administracién in vivo de diferentes
analogos de la YTX, se observa pérdida de movilidad, cianosis, disnea y
espasmos [157]. Ademas también se describen efectos cardiotéxicos de la

YTX en ratones [158], con una LDsy de entre 80 a 750 pg/Kg de peso
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corporal via ip [149, 159]. No hay una ARfD definida, pero se calcula
extrapolando los datos de toxicidad obtenidos en ensayos in vivo de raton, y
se obtiene una ARfD para un adulto medio de 60 Kg de 50 ug de eq de
YTX/Kg de peso corporal [149].

El método validado actualmente para la deteccién de las YTXs es el LC-
MS/MS vy el limite de toxicidad es de 3.75 mg eq YTX/Kg [80, 160]. También
se han desarrollado técnicas cromatograficas LC-UV y LC-FL [151].
Finalmente se han descrito también ensayos funcionales in vitro, como la
citotoxicidad celular, acumulacién de fragmentos de E-cadherina y niveles de
AMPc para detectar las YTXs [148, 153, 161]. También la afinidad toxina-
diana (PDE-YTX) se puede utilizar para cuantificar y detectar el compuesto
de forma especifica, asi se desarrollaron métodos de deteccion de la unién
PDE-YTX mediante biosensor de afinidad o por la técnica de la polarizacién
de la fluorescencia (FP) [155, 156, 162]. Ademés se ha disefiado un ELISA

con anticuerpos gue reconocen especificamente la YTX [148].

1.2.2.5 Pectenotoxinas (PTXs)

Las PTXs son un grupo de toxinas del tipo poliéter ciclico que se aislaron
por vez primera, al igual que las YTXs, de una estrella de mar japonesa, P.
yessoensis, de donde se obtuvieron los analogos PTX-1 y PTX-2, a pesar de
que hay unos 14 analogos descritos [151, 159, 163]. También comparten
origen con las DSPs, ya que muchos de sus analogos son producidos por
especies del género Dinophysis sp. [34, 164, 165]. Asi el principal analogo
de este grupo, la PTX-2 se encontré en los cultivos de D. fortii, D. acuminata,
D. norvegica, D. rotundata, D. acuta y D. infundibulus [151]. Ademas, la PTX-
2 sirve como precursor de los anédlogos PTX-1, PTX-3, PTX-6 y PTX-2 seco
acid (PTX-2sa), que se metabolizan, al igual que las BTXs y las STXs, en el
tejido de los mariscos que acumulan PTX-2 dando lugar a nuevas variantes
[151, 166, 167]. No obstante, PTX-1 se encontré no hace mucho por primera
vez en el dinoflagelado D. acuminata [168]. Las PTX-11, PTX-12, PTX-13 y
PTX-14 se aislaron de la especie D. acuta [169-171]. Mientras que las PTX-4

y PTX-7 también fueron aisladas a partir de P. yessoensis y son
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respectivamente, estereoisémeros de las PTX-1 y PTX-6. Por otro lado,
PTX-8 y PTX-9 son modificaciones artificiales mediante un proceso de
acidificacion de los analogos PTX-4 y PTX-7, respectivamente [159, 172].

Las PTXs actian a través de la actina, por la que muestran afinidad,
afectando como consecuencia a multitud de funciones de la célula que
dependen del citoesqueleto [173]. Las PTXs son altamente tdxicas via ip
causando dificultad para respirar, descordinacibn muscular y cianosis a los
ratones tratados. Mientras que esta toxicidad desaparece tras su
administracion oral, siendo necesarias elevadas concentraciones para
causar dafio [159, 174]. En este sentido no se observd diarrea ni dafos
gastrointestinales tras la administracion de PTX en ratones o ratas [175,
176]. Las LDsg via ip para la PTX-1, PTX-2 y PTX-6, son 250, 260 y 500
Mg/Kg peso corporal, respectivamente [159]. El valor de TEF es 1 para los
analogos PTX-1, PTX-2, PTX-3, PTX-4, PTX-5, PTX-6 y PTX-11, mientras
que el resto de analogos muestran una toxicidad menor sin tener un TEF
asociado [94]. Tampoco se ha determinado aun un valor de ARfD para las
PTXs [177].

Los métodos de deteccion validados para las PTXs son el MBA y LC-
MS/MS [110, 177]. Se han desarrollado también otros métodos de
cromatografia liquida: LC-UV y LC-FL, mientras que no han sido descritos
métodos funcionales o estructurales [151, 177]. El limite de toxicidad

permitido en Europa es de 0.16 mg eq OA/Kg [80].

1.2.2.6  Ciguatoxinas (CTXs)

Las CTXs son compuestos poliéter ciclicos liposolubles, que desarrollan
el sindrome de CFP [36]. Las CTXs son producidas principalmente por el
dinoflagelado G. toxicus, pero también por G. polynesiensis, G. belizeanus,
G.australes y G. caribbaeus [178]. El primer analogo se aislé por primera vez
en 1967 tanto de cultivos naturales de G. toxicus como de tejidos de peces

gue lo almacenaban [36, 179, 180]. Hay diferentes variantes de CTXs segun
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el origen o regién en la que se producen, diferenciando entre las P-CTX, I-
CTX y C-CTX del Pacifico, del indico y del Caribe, respectivamente [36].

Las CTXs comparten diana con las BTXs, pues tienen gran afinidad por
el sitio 5 de los VGSC [36, 181]. También se ha descrito su capacidad de
bloqueo de canales de K* dependientes de voltaje (Voltage-gated potasium
channels, VGPCs) en células neuronales [182]. Por otro lado, se sabe que
alteran los niveles de Ca*" intracelular [183]. En este contexto, los sintomas
asociados a las CTXs son muy abundantes y variados, con numerosos
registros de HABs de las especies productoras de CTXs, ademas de ser
también las causantes de importantes dafios econémicos [36]. Se producen
mas de 50.000 intoxicaciones al afio en todo el mundo [184]. Los sintomas
que provocan difieren segun la variante, asi las P-CTXs son las mas téxicas
dando lugar a sintomas neurolégicos, y junto con las I-CTXs pueden producir
alucinaciones, veértigo, ataxia y coma. En general se les atribuyen dafos
gastrointestinales, con nauseas, diarrea, dolor abdominal y vomitos para
mas tarde dar paso a sintomas neurolégicos como cambios sensoriales que
invierten la sensacion de frio y calor, prurito, adormecimiento alrededor de la

boca, debilidad y fatiga y visién borrosa [36].

Dentro del grupo de las CTXs y produciendo sintomas semejantes, se
encuentra el gambierol, que se aislé por primera vez en 1993 [185]. Debido a
la escasez de esta toxina en la naturaleza, algunos laboratorios han
focalizado su objetivo en sintetizar esta molécula [186]. ElI gambierol
comparte mecanismo de accion con las CTXs pues actua sobre los VGSC y
los VGPC [187, 188].

Al igual que las BTX, en el caso de las CTXs, se han determinado
diferentes LDso segun el analogo. Las CTXs mas toxicas son la P-CTX-1y
51-hydroxyP-CTX-3C con una LDsy de 0.25 pg/Kg peso corporal via ip
aproximadamente para los dos analogos y la menos téxica es la P-CTX-4B
con la LDsy de 4 upg/Kg peso corporal via ip. Sin embargo no se ha

establecido ARfD para este grupo de toxinas [189].
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La deteccibn de las CTXs por MBA est4d dando paso a métodos
novedosos que salvaguarden el bienestar animal y aumenten la sensibilidad
y especificidad [189]. Sin embargo no hay otro método validado a nivel
europeo pues la deteccion por LC-MS/MS necesita estandares de los
compuestos que aun no se han desarrollado [113, 184, 189]. Ademas
también se utilizan métodos in vivo con insectos, como el mosquito; ensayos
funcionales a través de su efecto sobre los VGSC cuantificable mediante su
capacidad citotdéxica, cambios del potencial de membrana mitocondrial o
actividad metabdlica; o inmunoensayos tipo ELISA [36]. No hay un limite de
toxicidad para este grupo, pues esta prohibido comercializar pescado que
contenga CTXs, por lo que el limite se establece en 0 ug CTXs/Kg [189].

1.2.2.7 Iminas ciclicas (Cyclic imines, CI)

Las Cls son moléculas macrociclicas formadas por grupos imina y
grupos éter con uniones tipo espiro [190]. Dentro de este grupo se
encuentran diferentes subtipos de toxinas, las gymnodiminas, espirélidos,
pinnatoxinas y pteriatoxinas y por ultimo, las espiro-prorocentriminas vy

prorocentrélidos.

La gymnodimina A se aislé por primera vez en el 1995 a partir de ostras
de Nueva Zelanda asi como de los dinoflagelados del género G. mikimotoi o
G. nagasakiense, que constituye el productor primario [15]. Los analogos B y

C se aislaron posteriormente de las especie G. selliformis [191, 192].

En el grupo de los espirdlidos se han descrito varios analogos. Los
espirdlido B y D se aislaron de la glandula digestiva de mejillones y vieiras
de Canada en el 1995 [193]. Mientras que los analogos A y C se aislaron en
el 2001 de vieiras contaminadas y de cultivos del organismo fitoplancténico
Alexandrium ostenfeldii de la misma region [194]. También el espirdlido G

fue aislado de mejillones contaminados de Noruega [38].

El tercer grupo dentro de las Cls esta formado por las pinnatoxinas y
pteriatoxinas. El dinoflagelado Pinna attenuate y P. muriata se ha descrito

como el productor primario de las pinnatoxinas de donde se aislaron en 1990
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por primera vez [41]. En las pteriatoxinas se agrupan tres analogos aislados

de un molusco bivalvo que les da nombre: Pteria penguin [195].

Finalmente se aislaron espiro-prorocentriminas de cultivos de laboratorio
de Prorocentrum sp. en Taiwan [40], mientras los prorocentrélidos se
extrajeron por primera vez en 1988 de P. lima y agrupan distintos derivados
ademas del prorocentrolido A [41, 196]. El prorocentrolido B se aislo sin

embargo de P. maculosum [197].

En general, estas toxinas actian a través de los receptores nicotinicos
de acetilcolina de musculo y neurona [198-200]. Las Cls son altamente
toxicas y actian muy rapido, desarrollando sintomas neuroldgicos, cuando
se administra via ip en ratones [41, 201]. Los sintomas engloban
hiperactividad, erizamiento del pelo, hiperextension de la espalda, rigidez y
arqueado de la cola hacia la cabeza, espasmos y dificultad respiratoria
llegando a la muerte antes de una hora [41]. No obstante, estos sintomas no
son extrapolables a la sintomatologia o toxicidad en humanos, pues el
material consumido por via oral difiere mucho en pureza del administrado a
los ratones, ademas de la distribucion por el cuerpo, ya que la administracion
en los bioensayos es via ip [202]. La LDsy para un extracto crudo de
espirélidos en ratén es de 40 ug/Kg peso corporal, variando segun los
diferentes andlogos, para un extracto crudo de gimnodiminas es de 450
Hg/Kg peso corporal variando también entre analogos, mientras que para el
resto de Cls se indican valores de LDgg en algunos casos [203]. No hay
datos sobre TEF ni ARfD para las Cls [203].

El MBA es el método utilizado para detectar las Cls [41, 203]. No
obstante, LC-MS/MS es el mejor candidato para identificar y cuantificar
también a las Cls pero aun no esta validado. Ademas se han descrito otros
meétodos basados en la cromatografia liguida como LC-UV, asi como
ensayos funcionales mediante el uso de la membrana de Torpedo, rica en
receptores de acetilcolina. La union Cl-receptor de acetilcolina se puede

detectar mediante marcaje y emision de FP, quimioluminiscencia o
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colorimetria [41, 204-207]. Este grupo de toxinas no estd regulado en

Europa.

1.2.3 Toxinas anfifilicas

1.2.3.1  Palitoxina (PLTX)

La PLTX es una molécula no peptidica de gran tamafio y polar con un
esqueleto formado por una cadena de mas de 100 carbonos, y debido a su

complejidad, posee un gran numero de isémeros.

Figura 3: Estructura de la PLTX.

La PLTX se aislo por primera vez en el 1971 a partir del coral Palythoa
toxica. Antiguas leyendas hawaianas ya describian un fenémeno venenoso
al que llamaron “alga que mata”, que se encontraba en estanques de la
region de Hana, Hawai [208]. Ademas, se ha descrito la produccién de esta
toxina en otras especies del género Palythoa sp., como P. tuberculosa, P.

vestirus, P. mammilosa y P. caribaeorum [209-211]. En 1981 se describio
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por primera vez la estructura de la PLTX [212, 213]. Pero ademas del coral,
los dinoflagelados del género Ostreopsis sp. también producen analogos de
la PLTX o compuestos “tipo-PLTX” [214].

La principal especie que sintetiza el analogo de la PLTX llamado
ostreocina, es O. siamensis [215, 216]. Este microorganismo fue aislado por
Schmidt en 1901 a partir de muestras recogidas en sus expediciones [56,
209], mientras que la estructura de la ostreocina no fué descrita hasta 1995
[217]. Las ostreocinas, son los anélogos de la PLTX més potentes, su LDsg
es la mas baja de todas, siendo la ostreocina D la mas toxica, después de la
PLTX [218]. La O. mascarenensis es la siguiente especie que produce los
compuestos mas toxicos después de O. siamensis [209]. Fue aislada en
1994 y su toxicidad se estudié mediante ensayos in vivo [214, 219, 220]. Se
conocen al menos dos analogos producidos por O. mascarenensis, la
mascarenotoxina-1 (McTX-1) y McTX-2 [219]. Se sabe que ambos analogos
poseen diferentes estructuras, pues se observan distintos tiempos de
retencion al analizarlos por HPLC, en cualquier caso, son muy parecidos
estructuralmente a la PLTX [219, 221]. O. ovata, es la mas pequefia y menos
toxica de las especies del género Ostreopsis sp. conocidas hasta el
momento y fué descubierta en 1981 [222, 223]. El analogo de PLTX que
sintetizan se denomina ovatoxina (OVTX), la primera identificada fue la
OVTX-a [224], y posteriormente fueron caracterizados el resto de analogos
conocidos hasta el momento: la OVTX-b, -c, -d, -e y —f [225, 226]. De O.
lenticularis y O. heptagona se sabe muy poco [209]. O. lenticularis sintetiza
las ostreotoxinas, tdxicas en raton via ip con una LDsp de 32,1mg/Kg, sin
embargo no esta demostrado que sean analogos de la PLTX [227]. Y O.
heptagona solo mostr6 una sutil toxicidad en bioensayos al inocular a
ratones un extracto del cultivo en metanol [228]. La ARfD para el total de
PLTX y sus analogos es de 0.2 ug/Kg peso corporal para un adulto medio de

60 Kg mientras que no hay descritos TEF para este grupo [229].
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Especies productoras Toxina Andlogode PLTX LDso en raton (ip)
0. siamensis Sin nombre
Ostreocin-D Si 0.75 ug/kg
Ostreocin-B
0. mascarenensis Sin nombre
Mascarenotoxina-Ay Si 0.9 pg/kg
Mascarenotoxina-B Si
0. ovata Sin nombre Si No detectada
Palitoxina putativa Si
Ovatoxina-a Si <7 pg/kg
Ovatoxina-b Si
Ovatoxina-c Si
Ovatoxina-d+e Si
Ovatoxina-f Si
0. lenticularis Ostreotoxina No se sabe 32.1 pg/kg

Ostreotoxina l

Ostreotoxina 3

0. heptagona Sin nombre No se sabe No detectada

Tabla 4: Especies toxicas del género Ostreopsis sp.

La diana de la PLTX es la bomba Na*/K*-ATPasa que se encuentra en la
membrana plasmatica de las células [230]. La actividad de la PLTX y sus
analogos se inhibe por la ouabaina, un glucésido cardiotonico cuya diana es
la Na'/K*-ATPasa [56, 231-234]. Esta bomba mantiene los niveles de Na* y
K" en las fibras cardiacas, y controla de forma indirecta la contraccion del
corazén, por ello la intoxicacion por PLTX o sus analogos producidos por el
género Ostreopsis sp. son altamente letales [235]. Los sintomas descritos
para estas toxinas varian segun el tipo de contacto. En este sentido, se
diferencian sintomas por ingestion de la toxina, de aquellos por contacto,
inhalacion o exposicion ocular [236, 237]. La intoxicacion por ingesta ocurre
tras el consumo de mariscos u otros organismos del mar contaminados con
la toxina [238-240]. Produce dafos gastrointestinales como nauseas,
diarreas y vomitos, ademas también se producen mialgias y espasmos, asi
como convulsiones, delirios y finalmente la muerte [236, 241]. La intoxicacién
por contacto se debe a que la PLTX es absorbida por la piel, y se observan

edemas en la zona de contacto, eritema y también mialgia, escalofrios y
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debilidad [236, 242, 243]. En los casos de intoxicacidén por inhalacion de la
toxina se observan rinorrea severa, tos, dolor de garganta ademas de los
sintomas gastrointestinales previamente mencionados, y un caso mas grave
donde se detectaron taquicardias tras episodios de vomitos [236, 244].
Finalmente también se observaron irritacion ocular y conjuntivitis [236, 245,
246]. Se han descrito multitud de episodios en relacion a la PLTX y sus
analogos, siendo bastante comdn en las costas europeas, pues se han
aislado microalgas del género Ostreopsis sp. en el mar Mediterraneo en
diferentes ocasiones [236, 247, 248]. También se han detectado estas
microalgas en el océano Atlantico [249], y en el mar Adriatico [53].

El método de deteccion usado para las PLTXs es el MBA [229]. No
obstante, se estan poniendo a punto técnicas cromatograficas con deteccion
por MS o UV [209]. Sin embargo, estos métodos requieren personal
especializado, se necesitan estandares de toxina, y algunos son muy poco
sensibles y es dificil eliminar el efecto matriz [229]. Ademas también se
utilizan métodos de deteccion funcionales, como es el caso del ensayo
hemolitico basado en la capacidad citotoxica de la PLTX sobre eritrocitos,
pero no son muy especificos ademas de que se observan interferencias de
otros compuestos de las muestras [229, 236]. Finalmente también se han
desarrollado inmunoensayos, basados en la emision de sefial tras la union
de la PLTX y sus analogos a un anticuerpo, aunque se desconocen las
posibles reacciones cruzadas [229, 236, 250, 251]. En este sentido, ha de
avanzarse mas en las técnicas de deteccion para conseguir el método mas

Optimo para este grupo de toxinas emergente en Europa.

1.2.3.2  Maitotoxinas (MTXs)

Las MTXs forman parte del grupo de toxinas que producen ciguatera [35,
252]. Y al igual que la ciguatoxina, son sintetizadas por G. toxicus [35, 253,
254]. La MTX se aisl6 en 1976 del pez cirujano Ctenochaetus striatus
recolectado en Tahiti [255], y en 1988 de cultivos de G. toxicus [256].
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Hay diferentes efectos descritos tras la incubacién con MTX en distintas
lineas celulares, a pesar de que su mecanismo de accién se desconoce [35,
62]. El efecto mas claro y mejor descrito del grupo de las MTXs es la
activacion de la entrada de Ca*" extracelular, asumiendo que activa los
canales de Ca* dependientes de voltaje (voltage-gated calcium channel,
VGCC) [257-260]. Ademas las MTXs también modulan los niveles de inositol
fosfato independientes del Ca** intracelular [261, 262]. Como resultado, los
sintomas observados tras la intoxicaciéon por MTXs, son muy parecidos a los
que provocan las CTXs, con dafios gastrointestinales y neurologicos.
Estudios in vivo han demostrado que las MTXs son menos téxicas que las
CTXs via oral, pero esta toxicidad se eleva hasta ser practicamente igual
cuando se administra via ip. Cuando las MTXs se inoculan en altas
concentraciones se observa muerte a tiempos cortos tras jadeos y
convulsiones [35, 62, 253, 263]. La MTX no esta regulada todavia a nivel
europeo, sin embargo via ip es altamente toxica y se ha calculado una LDsg

de 0.05 pg/Kg peso corporal [264].

Para detectar la MTX aun no se ha validado ningin método, pero si se
han desarrollado técnicas basadas en inmunodeteccion, tipo ELISA o

radioinmunoensayos [35].

1.3 RUTAS INTRACELULARES IMPLICADAS EN EL MECANISMO
DE ACCION DE LAS TOXINAS MARINAS

Las sefiales de transduccion comienzan tras la llegada de un estimulo
extracelular a receptores de la membrana plasmatica, que a continuacion
activan una serie de rutas intracelulares que ofrecen una respuesta al
estimulo inicial. En este contexto, los receptores de la sefial pueden ser un
canal i6nico que altera el transito de iones a su través o un receptor de
ligando que se acopla a proteinas G y activan la sintesis de AMPc, ademas
de otros tipos de receptores [265, 266]. Tras la llegada del estimulo externo,

el receptor transmite esta informacion al interior celular a través de
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moléculas llamadas “segundos mensajeros” entre los que destacan el AMPc
y el Ca®* [267, 268]. La diseminacién de estas moléculas por el citosol a
diferentes localizaciones celulares, es la que amplifica y transduce la sefal,
activando diferentes enzimas efectoras que catalizan reacciones de
fosforilacion y desfosforilacibon de otras proteinas, activandolas o
inhibiéndolas. Las proteinas kinasa (PKs) se encargan de fosforilar a otras
enzimas, y se pueden activar tanto por AMPc, la PKA, como por Ca*, la
PKC. El efecto de las proteinas kinasa es contrarrestado por las PPs, que
hidrolizan los enlaces fosfato ejerciendo el efecto opuesto sobre la actividad
de la enzima diana, y suelen ser las que ponen fin al proceso global de

transduccion de la sefial [268].

Traduccion

Enzima
activa

Amplificacion

Finde la
transduccion
de la sefal

Activacion

Regiones activa

reguladoras

liberan a las
regiones
cataliticas

PP

Enzima
Inactiva

Figura 4: Esquema general de las sefiales de transduccion.

Las toxinas marinas que producen los microorganismos del fitoplancton,
activan rutas intracelulares muy complejas. Segun el mecanismo de accién

se pueden diferenciar dos grupos de toxinas: las toxinas que activan canales
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ibnicos a nivel de membrana plasmatica, o las toxinas que tienen dianas

intracelulares.

Los grupos de toxinas que activan receptores de membrana, afectan
principalmente a células excitables con canales idénicos en su membrana
plasmatica que regulan los niveles de iones celulares o modulan

neurotransmisores.

El DA actia a través del receptor de glutamato [66]. Hay tres tipos de
receptores que conforman la familia de receptores del glutamato: N-methyl-
D-aspartate (NMDA), alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic
acid (AMPA) y el receptor de KA [269]. EI DA posee mayor afinidad por los
receptores de KA. Tras la union DA-receptor KA se activa la exocitosis
sinaptica de glutamato, que activa a su vez los receptores NMDA. Como
consecuencia hay un aumento del Ca** intracelular desencadenandose asi

toda la cadena metabdlica toxica que conduce a la apoptosis [69, 70].

Los canales de Na*, K* y Ca*" dependientes de voltaje (VGSC, VGPC y
VGCC, respectivamente), sirven de diana para varios grupos de toxinas. Asi
las STXs, BTXs y CTXs tienen afinidad por los VGSC [36, 92, 136, 181]. Las
STXs bloquean el canal inhibiendo temporalmente la permeabilidad al i6n
Na®, alterando el potencial de membrana de células excitables [92]. Por otro
lado, las BTXs y CTXs comparten sitio de unién en el canal de Na* y
provocan la apertura del VGSC de forma que se activa la entrada de Na™ al
interior celular despolarizando la membrana plasmatica [36, 136, 181]. Las
CTXs también bloquean los VGPCs, con lo cual, el efecto de despolarizacion
que estas toxinas provocan en la membrana debido a la interaccién con los
VGSCs, es potenciado [182]. Por otro lado, las MTXs inducen la entrada de
Ca’" extracelular, seguramente a través de la activacion de los VGCCs [257-
260]. El incremento del Ca®" intracelular se relaciona con la activacién de la
exocitosis [270], ademas de que el aumento del Ca®" en el citosol esta
ampliamente relacionado con la activacion de diferentes tipos de muerte
celular [271].
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La PLTX actiia sobre la bomba Na*/K*-ATPasa [230]. Esta bomba libera
al medio extracelular tres moléculas de Na* e introduce dos moléculas de K*
al citosol, hidrolizando una molécula de ATP. Tras la hidrdlisis del ATP, la
bomba queda fosforilada, con las tres moléculas de Na* en su interior. En
este estado, la Na'/K*-ATPasa libera el Na® que intercambia por dos
moléculas de K*, que permiten que el receptor pierda el grupo fosfato,
quedando desfosforilado. Estas dos moléculas de K* son liberadas al interior
celular tras la union del ATP al receptor. Seguidamente la bomba se dispone
a hidrolizar ATP para comenzar de nuevo el ciclo. La PLTX tiene mas
afinidad por el receptor Na'/K*-ATPasa cuando éste se encuentra en estado
fosforilado. Cuando la toxina se une a la bomba, ésta se transforma en un
canal inespecifico donde hay un libre transito de iones, lo que conlleva a una
despolarizacién de la membrana plasmatica, que provoca graves dafios
celulares [234, 236, 272-274]. Tras un tiempo, el canal con la PLTX puede
llegar a desfosforilarse recuperando la conformacién normal. Sin embargo,
tras la unién de la toxina, la bomba puede quedar dafiada, ademas de los
efectos negativos ya generados en la célula tras la desestabilizacion de
iones [275].
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Figura 5: Modelo de interaccion de la PLTX y su diana, la bomba Na'/K*-
ATPasa [236].
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El otro bloque de toxinas, tiene un mecanismo de accion que afecta a
rutas intracelulares a través de enzimas que ejecutan actividades béasicas y
generales, provocando alteraciones metabdlicas de un modo muy complejo,

gue pueden conducir a la muerte celular.

El OA y sus anélogos, mediante la inhibicion de las PP1 y PP2A pueden
inhibir la liberacion de histamina [276], provocar toxicidad en neuronas [99],
inhibir la proliferacion celular [277] o desarrollar dafios a nivel de
citoesqueleto, mediante la disrupcion de filamentos de actina, que terminan
siendo toéxicos para muchos tipos celulares [100, 104, 278, 279]. Las PPs
desarrollan un papel fundamental en el metabolismo celular, por ello los
efectos del OA afectan a un espectro muy amplio de funciones celulares
[280, 281]. Por otro lado, la YTX incrementa el Ca** intracelular en linfocitos
T, por la activacién de los canales de Ca** dependientes de nifedipina y SKF
96365. Ademas su efecto potencia el incremento en el Ca** intracelular que
produce la MTX [282-284]. Esta toxina afecta también a las proteinas de
adhesion celular, rompiendo la E-cadherina y alterando el sistema E-
cadherina-catenina [285, 286]. Ademas la YTX modula los niveles de AMPc,
disminuyéndolos en linfocitos T, e incrementandolos en la linea tumoral K-
562. Este efecto ocurre tras la union de la YTX a las PDEs, y es dependiente
de Ca®* [153, 287]. También se observan efectos de la YTX sobre la
mitocondria. En este sentido se ha descrito la apertura del poro mitocondrial
tras la incubacion con este compuesto en mitocondrias aisladas, asi como
cambios en la morfologia de estos organulos tras la administracion oral de
YTX en ratones, ademas en numerosos estudios se ha observado un cambio
del potencial de membrana mitocondrial en presencia de la toxina [150, 288,
289]. Por otro lado, las proteinas de anclaje de la kinasa A (AKAPS) son
proteinas estructurales que unen diferentes componentes celulares como las
PKAs o las PDEs [290]. EI complejo formado por la AKAP-PKA-PDE se
desplaza por diferentes localizaciones celulares en funcion de los gradientes
de AMPc, dirigiendose a la zonas donde hay mayor concentracion de este
segundo mensajero, regulando asi su distribucion espacio-temporal [291,
292]. En este contexto, la AKAP149 ancla la PDE4A y la PKA a la membrana
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mitocondrial externa [293]. El AMPc se puede unir a las dos subunidades
reguladoras de la PKA, liberando dos subunidades cataliticas que quedan
activas y pueden fosforilar proteinas en esta zona [294]. El complejo
AKAP149-PKA-PDE4A en esta localizacion cataliza diversas reacciones,
entre las que destaca la fosforilacién de proteinas que evitan la apertura del
poro mitocondrial, y por lo tanto de cualquier proceso celular relacionado con
esta estructura, como por ejemplo la apoptosis. Por ello, la translocacion de
este complejo a otras localizaciones puede desencadenar apoptosis
mediada por la mitocondria [293]. El complejo AKAP-PKA-PDE se puede
encontrar localizado en la membrana plasmatica y en la envuelta nuclear,
afectando a otros procesos celulares caracteristicos de esas zonas [295,
296].

Mitochondria

Figura 6: Esquema de los diferentes tipos de proteina estructural AKAP segln
su localizacion. La AKAP 149 ancla a la PDE4A y PKA a la membrana

mitocondrial externa [297].

La YTX reduce los niveles de AKAP149 en el citosol y la viabilidad en la
linea celular K-562, mientras que en los linfocitos humanos, la toxina

aumenta la expresion de la proteina en el citosol y no afecta a la viabilidad
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de las células [287]. La modulacion de la AKAP149 puede estar relacionada
con la disminucion de la viabilidad celular inducida por la YTX [293].

1.4 MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Lejos de ser un término negativo, la muerte celular programada, es un
mecanismo de “suicidio” celular que beneficia al organismo en su conjunto.
Este proceso se activa cuando una célula est4 dafiada, evitando asi que
realice mal su funcion. Hay diferentes tipos de muerte celular programada:
tipo | o apoptosis, tipo Il 0 autofagocitosis y tipo Il 0 necrosis programada
[298].

La apoptosis, 0 muerte celular programada tipo I, es un proceso
complejo del que se han descrito muchas rutas celulares que intervienen en
su activacion [298-300]. El proceso apoptético, se puede activar por via
intrinseca o mitocondrial, o por via extrinseca o de receptor de muerte [301].
La apoptosis intrinseca se activa tras diferentes estimulos que llegan a la
mitocondria en cuya membrana se abre el poro mitocondrial. Una de las
proteinas que regula su apertura, es la proteina anti-apoptética Bcl-2. Esta
proteina esta anclada en la membrana mitocondrial externa y evita la
apertura del poro mitocondrial. De tal forma que los estimulos apoptéticos
disminuyen los niveles de la Bcl-2 en la membrana externa de la mitocondria
y provoca que se abra el poro mitocondrial [293]. Seguidamente, comienza
la liberacion de factores inductores de apoptosis (Apoptotic Inductor Factor,
AIF) como son el citocromo c, la smac/DIABLO y la endonucleasa G, entre
otros desde el interior mitocondrial. Tras la liberacion al citosol, el citocromo
c se une a la proteina citosOlica Apaf-1(factor activador de proteasa)
formando el “apoptosoma” que activa a la caspasa 9 y ésta a su vez activa a
la caspasa 3. Por otro lado la smac/DIABLO bloquea los inhibidores
apoptoticos, desencadenandose asi toda la ruta que conduce a la muerte
celular [302]. Ademas, la endonucleasa G y los factores inductores de
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apoptosis se dirigen al nucleo donde promueven la fragmentacién del ADN y
condensacion de la cromatina [303].

/ Cytocromo ¢
/ APAF1

endonucleasa 6 Caspasa 3
AIF

Fragmentaciéon ADN

smac/DIABLO

l

Bloqueode
inhibidores
apoptéticos

Figura 7: Ruta de activacion de la apoptosis intrinseca o mitocondrial. PM:

poro mitocondrial.

La otra via de activacion, la apoptosis extrinseca, comienza tras la union
de un ligando a receptores de muerte localizados en la membrana
plasmética (Death Receptor, DR). El DR pertenece a la familia de
receptores de factor de necrosis tumoral (Tumour Necrosis Factor Receptor,
TNFR) [303]. Tras la union del ligando, este receptor de transmembrana,
forma un complejo en la cara interna de la membrana plasmética llamado
DISC (Death Inducing Signaling Complex), que cataliza la activacion de las
caspasas 8 y 10. La caspasa 8 activa a la caspasa 3 continuando asi toda la

cadena apoptotica [158].
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Procaspasa10 Caspasa 10
Procaspasa 8 Caspasa 8

v

Y

Procaspasa 3 Caspasa 3 t NO CLEO

Figura 8: Ruta de activacion de la apoptosis extrinseca o por receptor de
muerte. DR: Receptor de muerte, L: Ligando.

La autofagocitosis o muerte celular programada tipo Il se activa como un
mecanismo de supervivencia cuando la célula tiene déficit de nutrientes. En
este estado, la célula comienza a degradar partes de si misma como
mitocondrias dafiadas, citosol y otras organelas, que le ayudan a tener los
elementos esenciales para sintetizar nuevas proteinas y energia. Sin
embargo, este proceso puede degenerar en la autofagocitosis de la célula
entera, constituyendo un modelo de muerte celular programada diferente a la
apoptosis [304]. La principal proteina envuelta en el proceso autofagico es la
MTOR (mechanistic Target Of Rapamycin), que se encarga de inhibir la
autofagia cuando esta activa, mientras que cuando se bloquea, se
desencadena este tipo de muerte. La rapamicina, ademas del déficit de
nutrientes, ejerce esta accion de bloqueo de la mTOR [305]. Tras su
inhibicion, comienzan a formarse las vesiculas de digestion, llamadas

autofagosomas, caracterizadas por la presencia de LC3 (Light Chain 3) en
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su envuelta [306]. Ademas la autofagocitosis es independiente de caspasas,
a diferencia de la apoptosis que requiere su activacion [307].

Déficit de nutrientes

\

/Formocién de autofagosomas

Digestion de partes de la célula

Figura 9: Ruta de activacion de la autofagia. mTOR-p: forma activa de la
MTOR, fosforilada, LC3-l: forma citosdlica de LC3, LC3-ll: forma unida a la

envuelta de los autofagosomas.

El tipo 1l de muerte celular programada es la necrosis programada y se
puede activar por dafios en el ADN o por la activacion de DR. Ademas suele
ocurrir con las caspasas, particularmente la caspasa 8, inhibidas, mientras
que las proteinas RIP1 y RIP3 (receptor-interacting protein kinase) estan
activas [308].

1.4.1 Muerte celular inducida por toxinas

Tras la activacion de diferentes mecanismos de accion, las toxinas
pueden inducir diversos tipos de muerte celular. Se ha descrito que el DA
aumenta el Ca®" citosélico en las neuronas granulares cerebelares [69]. En

estas ceélulas, junto con los cardiomiocitos, se acompafa el incremento de
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Ca?* por una activacion de la apoptosis, que se manifiesta con un aumento
en el estrés oxidativo, alteracion del potencial de membrana mitocondrial,
liberacion de citocromo c, activacion de caspasa 3 y rotura de PARP [309,
310]. EI tratamiento de células Caco-2 con esta toxina, provoca una
disminucién de la viabilidad celular y dafios en el ADN [311]. Por lo que en
general, el DA parece estar activando la apoptosis a través de la mitocondria

y no a través de DR.

Tras el tratamiento in vitro con OA también se observan marcadores
apoptoéticos como: descenso de la actividad mitocondrial, activacién de
caspasas, liberacion de citocromo c, fragmentacibn de ADN asi como
liberaciébn de especies reactivas de oxigeno [312-316]. También provocan
disminucién de la Bcl-2, activacién de las caspasas 3 y 9, cambios en el
potencial de membrana mitocondrial y liberacion de lactato deshidrogenasa
(LDH), que se libera al medio extracelular tras la lisis de la membrana
plasmética [317, 318]. Ademéas el OA disminuye la viabilidad debido a la
inhibicién de la proliferacién celular [319]. Sin embargo, la activacion de la
autofagocitosis por OA esta poco estudiada. En este contexto, se demostré
qgue la toxina aumenta los niveles de LC3 y autofagosomas, pero también
incrementa los de mTOR activada, que bloquea la autofagia. Esto quiere
decir que el OA puede estar activando la autofagocitosis por otra via
independiente a la mMTOR [320]. Las DTXs, en concreto la DTX-2 también
activa la apoptosis en cultivo primario de hepatocitos de rata, incrementa la

caspasa 3 y detiene el ciclo celular, en menor grado que el OA [277].

Los AZAs tienen propiedades neurotoxicas y se obsevan marcadores
apoptoticos tras la incubacién con AZA1L, tanto en neuroblastoma humano
como en cultivo primario de neuronas neocorticales de ratébn. En estas
células, la toxina activa diferentes caspasas y provoca condensacion nuclear
[126, 321]. También en linfocitos T y células intestinales Caco-2 activa las
caspasas 1y 9, libera citocromo c al medio citosoélico y fragmenta el ADN
[322].
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La YTX activa diferentes tipos de muerte celular programada, como la
apoptosis y la paraptosis en multitud de lineas celulares [158, 323-326]. En
neuronas cerebelares y en células de mioblastoma se observa contraccion
del ndcleo y condensacion de la cromatina, activacion de las caspasas 3y 9,
liberacion de citocromo ¢ y smac/DIABLO, rotura de la poly(ADP)-ribosa
polimerasa (PARP) (una diana tipica de las caspasas), apertura del poro
mitocondrial y rotura del citoesqueleto de F-actina [326-328]. También en
células de hepatoma humano, la YTX provoca la condensacion de
cromatina, fragmentacién de ADN ademas de la activacion de caspasa 3,
todo ello asociado a una disminucion del potencial de membrana
mitocondrial [324, 325]. Ademas, los niveles de Ca?* que modula la YTX
tienen un papel crucial en la activacion de la apoptosis, pues las
endonucleasas necesitan el i6n Ca?" para cortar el ADN, ademas, el Ca*
también es necesario para la apertura de poro mitocondrial [288, 329]. Se
puede concluir que la YTX activa apoptosis de una gran cantidad de lineas
celulares, sin embargo, las rutas activadas son muy variadas segun los
casos, aunque todos relacionados con la via intrinseca o mitocondrial. La
activacion de la autofagocitosis por parte de la YTX, se desconoce, a pesar
de que posiblemente, también esté envuelta en este tipo de muerte celular

programada [330].

Del grupo de las PTXs, el compuesto principal, la PTX-2 es altamente
toxica para diferentes tipos de lineas tumorales, disminuyendo proteinas
anti-apoptéticas asi como su expresion génica [331]. Esta toxina activa la
apoptosis intrinseca en células tumorales deficientes en el gen p53, un gen
pro-apoptético inactivado o defectuoso en estas lineas [332, 333]. Ademas
se observan marcadores de apoptosis intrinseca tras el tratamiento de PTX-
2 en células de carcinoma humano hepatocelular, donde ademas parece
estar actuando a través de los receptores de muerte DR4 y DR5 con la
consecuente activacion de la caspasa 8 [334]. Por lo tanto, este analogo
estd activando ambas vias de apoptosis. También la PTX-1 activa la
apoptosis en hepatocitos de salmon donde se observé condensacion de la

cromatina y cambios en la forma de la célula [335]. Ademas la PTX-1y 9 son

38



Introduceidn

citotbxicas en hepatocitos de raton, que sufren modificaciones de su
morfologia y de los filamentos de actina, mientras que la PTX-6 no muestra

ninguno de estos efectos [336].

Las BTXs provocan fragmentacion de ADN en linfocitos humanos, pero
no se observaron mas marcadores apoptoticos [337]. Sin embargo en la
linea celular humana Jukart, diferentes analogos de BTX activan la apoptosis
intrinseca, siendo la BTX-2 y 6 méas potentes que la BTX-3 [338]. También
se demostré que junto a los andlogos anteriores, la BTX-9 inhibe la
proliferacion y produce dafios en el ADN [339]. Por lo tanto las BTXs activan

muerte celular a través de la apoptosis intrinseca o extrinseca [340].

Los grupos de las STXs y las PLTXs muestran citotoxicidad en
diferentes tipos de células [214, 341-343], pero no se observan los
marcadores tipicos de apoptosis tras la incubacion con ambas toxinas [341,
344, 345]. Lo mismo sucede con las MTXs que poseen propiedades téxicas
pero no activan completamente la apoptosis. En la linea de neuroblastoma,
la MTX estimula la liberacién de citocromo c al citosol pero no se llega a
observar una activacion de la caspasa 3 [346]. No hay descritos efectos

sobre la apoptosis ni sobre la autofagocitosis por parte de las CTXs ni Cls.

En resumen, las toxinas marinas activan gran cantidad de rutas
intracelulares, lo que las convierte en una herramienta farmacoldgica con un
gran potencial para el estudio de diferentes procesos metabdlicos. Con ello,
se contribuye al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas asi como la
posibilidad de desarrollar farmacos especificos y efectivos, ademéas de

descubrir nuevas rutas de activacion.
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Obijetivo

El conocimiento del mecanismo de accion de las toxinas marinas facilita
desarrollar métodos de deteccion especificos y ademas, permite que estos
compuestos se puedan utilizar como herramientas para explorar rutas
intracelulares con posibles aplicaciones terapéuticas. En este sentido, la
YTX, un compuesto con una baja toxicidad, tiene un gran potencial ya que
posee efectos antialérgicos, inhibe la proliferacion tumoral, y parece ser
eficaz en enfermedades neurodegenerativas, aunque las rutas implicadas
en estos procesos no estan claras. El otro compuesto sujeto de este trabajo
es la PLTX, que es un compuesto muy toxico, con un mecanismo de accion
perfectamente definido, pero cuya monitorizacibn analitica para evitar

intoxicaciones es muy dificil debido a su extrema complejidad molecular.
En este contexto, los objetivos de la presente tesis doctoral son:
- Estudiar las rutas intracelulares implicadas en el mecanismo de accion

de la YTX, profundizando en los efectos derivados de la modulacion de
las PDEs.

- Determinar las condiciones éptimas de crecimiento y de produccion de
PLTX de especies del género Ostreopsis sp., y desarrollar métodos de

deteccidn de la toxina basados en su diana, la bomba Na*/K*-ATPasa.
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3.1 PRESENTACION

En este apartado se presentan los resultados de la tesis doctoral que
han sido publicados en revistas internacionales. Cada articulo describe la
metodologia utilizada, asi como las conclusiones y la discusiéon de los
resultados obtenidos. Las 7 publicaciones que se presentan a continuacion
estan dividas en dos secciones. La primera seccion, que incluye 4 articulos,
se centra en las rutas intracelulares implicadas en el mecanismo de accion
de la YTX, a través del estudio de los niveles de las enzimas AKAP, PDE,
PKA y PKC y su implicacion en la activacion de la muerte celular. En la
segunda seccidon se describe la puesta a punto de métodos de deteccion
para las PLTXs, utilizando como herramienta su diana. Ademas, esta
seccion también incluye el estudio del crecimiento y del perfil toxico de varias
cepas de Ostreopsis sp. bajo diferentes condiciones de cultivo. Estos
dinoflagelados son especies emergentes en las costas europeas por lo que
conocer las condiciones favorables para su desarrollo contribuye a la
prevencion de HABs. Sin embargo, cabe destacar que estas microalgas
crecen en agregados adheridos a las superficies, siendo muy compleja su
disgregacion, debido a esto, la concentracion de células en la columna de
agua es un parametro cuestionable para determinar la cantidad de

dinoflagelados. En esta seccion se incluyen 3 publicaciones.

De este modo, los resultados obtenidos se agrupan en dos secciones,

resumidas a continuacion:

3.2 SECCION I: Estudio de las rutas intracelulares activadas por el
efecto de la YTX

El estudio y el conocimiento del mecanismo de accion de las toxinas
marinas es fundamental para descubrir a qué se debe su toxicidad, pero
ademas estos compuestos resultan Gtiles como herramientas para estudiar
rutas intracelulares, y descubrir nuevas dianas farmacologicas. En este
sentido la YTX es un compuesto que actua sobre las PDEs intracelulares y
por lo tanto modula los niveles del segundo mensajero AMPc, que a su vez
determina la actividad de la PKA. En este contexto se estudiaron los niveles

del complejo que la isoforma 4A de la familia de las PDEs forma con la PKA
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y con la AKAP149, el complejo AKAP149-PKA-PDE4A, en el citosol, en la
mitocondria, en la membrana plasmética y en el nucleo tras la incubacion
con la toxina. Ademas se examind la relacion entre este complejo y las rutas
de muerte celular activadas por la YTX. Por otro lado se estudio la relacion
de estos procesos con las distintas familias de PKCs. Finalmente se
comparo el efecto de la YTX en 3 modelos celulares con diferente capacidad
de divisién. Se estudiaron dos lineas celulares, la linea tumoral K-562, y la
linea linfoblastoide no tumoral, producida a partir de linfocitos B humanos
inmortalizados tras la inoculacién del virus Epstein Barr [347], y se compar6
el efecto de la toxina con linfocitos humanos purificados de sangre de
donantes sanos como modelo sin capacidad de dividirse.

Estos estudios se realizaron usando diferentes técnicas de ensayo. La
expresion proteica se midi6 mediante western blot. Los ensayos de co-
localizacion de proteinas en la mitocondria y en el nucleo, asi como la
cuantificacion de los niveles de receptores de la membrana plasmatica o la
actividad mitocondrial, se realizaron mediante citometria de flujo. Ademas se
usaron técnicas de absorbancia y fluorescencia en placa para cuantificar la
viabilidad celular. Para confirmar la participacion de las rutas celulares, se

puso a punto una técnica de silenciacion de ARN.

A esta seccion corresponden las siguientes publicaciones:

.1 Role of AKAP 149-PKA-PDE4A complex in cell survival and cell
differentiation processes.

I.2 Key role of phosphodiesterase 4A1 (PDE4AL1) in autophagy regulation.

I.3 Yessotoxin activates cell death pathways independent of Protein Kinase C
in K-562 human leukemic cell line.

.4 Comparative study between the tumor K-562 and non-tumor
lymphoblastoid cell lines: YTX toxicity resides in structural differences of
PDE4A.
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.1 Papel del complejo AKAP149-PKA-PDE4A en procesos de

supervivenciay diferenciacion celular

Resumen

La localizacion celular de las AKAPs, PKAs y PDEs es un punto clave
en la regulacion espacio-temporal del segundo mensajero AMPc. En este
articulo se estudia el papel de la distribucion celular del complejo
mitocondrial AKAP149-PKA-PDE4A y sus implicaciones en la muerte
celular inducida por el tratamiento con YTX, conocida como modulador de
las PDEs. La linea celular K-562 se incub6 con YTX durante 24 y 48
horas, y se estudiaron los niveles de AKAP149, de PKA y de PDE4A en el
citosol, en la membrana plasmatica y en el nlcleo. También se midieron
marcadores apoptoticos en las mismas condiciones. Ademas, se
comprobd el efecto de la YTX en la viabilidad celular tras silenciar la
AKAP149 y la PDE4A. Se observa una disminucion de los niveles del
complejo en el citosol tras el tratamiento con YTX. En las primeras 24
horas de incubacién con la toxina, el complejo aumentd en la membrana
plasmatica mientras que 48 horas después de la incubacion, los niveles
del complejo aumentaron en el dominio nuclear. Ademas, tras 24 horas de
tratamiento con YTX, los niveles de la Bcl-2 disminuyeron y la expresion
de la caspasa 3 junto con la actividad de la caspasa 8 se incrementaron.
Mientras que tras 48 horas de incubacion con la toxina, no se observo
ninguno de estos efectos. Estos resultados sugieren que a las 24 horas
de incubacion se activa la muerte celular apoptética mientras que
después de 48 horas se activa una muerte celular no-apoptética. Cuando
se silencian AKAP149 y la PDE4A, la YTX no induce muerte celular. En
resumen, la localizacion del complejo AKAP149-PKA-PDE4A esta
relacionada con el efecto de la YTX en la linea celular K-562. Cuando
este complejo se encuentra principalmente en la membrana plasmaética, la
apoptosis se activa, mientras que cuando se localiza en el nucleo, se
activan procesos de muerte celular no-apoptética o de diferenciacién
celular. Por lo tanto, la distribucién e integridad del complejo AKAP149-

PKA-PDE4A tiene un papel crucial en la supervivencia celular.

45



Publicaciongs

Role of AKAP 149-PKA-PDE4A complex in cell survival and cell

differentiation processes:

http://ac.els-cdn.com/S1357272514001435/1-s2.0-S1357272514001435-
main.pdf? tid=7ec6faf4-4f9a-11e4-94bd-
00000aab0f02&acdnat=1412848749 0907f97eba698e58169a4cch69884b29
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.2 La fosfodiesterasa 4A1 (PDE4Al) tiene una funcion clave en la

regulacion de la autofagia

Resumen

La YTX posee un gran potencial por sus efectos farmacolégicos en
procesos alérgicos, como inhibidor de la proliferacion tumoral, o en
enfermedades neurodegenerativas. Por ello conocer su mecanismo de
accion es muy importante. En este articulo, se estudio el tipo de muerte
celular no-apoptoética tras 48 horas de tratamiento con la YTX. La YTX
aumenta los niveles de AMPc, que activa a la PKA en el nlcleo y esta a su
vez fosforila el factor de transcripcibn CREB (CAMP response element
binding) que activa la sintesis de proteinas de diferenciacion celular [287,
348, 349]. Ademas, la YTX reduce la viabilidad sin activar la apoptosis
(apartado 1.1). Por ello se estudiaron marcadores de diferenciacion celular de
la linea K-562 tras la incubacion con la toxina. También se estudiaron
marcadores autofagicos tras el tratamiento con YTX. Se incubaron las
células de la linea K-562 con la YTX durante 24 y 48 horas. En estas
condiciones se comprobo la diferenciacion celular mediante el estudio de la
expresion de la proteina phospho-CREB vy el receptor de transferrina (TfR).
Por otro lado, también se midieron los niveles de la proteina mTOR y de la
LC3B para estudiar la activacién de la autofagia. Los resultados muestran
que tras 48 horas de incubacion con YTX no se activa la diferenciacion
celular, pero sin embargo si se pone en marcha la autofagia. Ademas a las
24 horas de tratamiento con la toxina, ninguno de estos procesos se activa,
corroborando que a este tiempo el mecanismo por el que las células
disminuyen su viabilidad es por la activacion de la apoptosis. También se
estudia el papel que desempefia el isotipo PDE4ALl en el efecto de la YTX.
Se observa que esta enzima es crucial para la activacion de la autofagia en
la linea celular K-562, mediante ensayos en los que la PDE4Al no estaba

silenciada.
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Abstract

Understanding the mechanism of action of the Yessotoxin (YTX) is crucial since
it has potential pharmacological effects in allergic processes, as tumor proliferation
inhibitor, or in neurodegenerative diseases. In this paper, the type of non-apoptotic
cell death was studied after 48 hours of treatment with the toxin. Differentiation
events were studied since it was described increment in cCAMP levels in K-562 cell
line and also decline of cell viability through a non-apoptotic cell death after YTX
incubation. In addition, autophagic hallmarks were studied after the toxin exposure.
K-562 cells were incubated with YTX for 24 and 48 hours. Under these conditions,
cell differentiation was studied through the cyclic nucleotide response element
binding (phospho-CREB) and the Transferrin Receptor (TfR) expression. On the
other hand, the mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) and Light Chain 3B
(LC3B) levels were measured to check autophagy activation. The results showed that
cell differentiation was not occurring after 48 hours of incubation with the toxin
while autophagy was triggered. Furthermore at 24 hours none of these processes
were activated, corroborating the apoptosis as the main cell death type at this time.
Moreover, the key role of the isotype PDE4Al in autophagy activation was
demonstrated by PDE4A1l-silencing of K-562 cells before Y TX incubations.

Keywords

Autophagy, YTX, mTOR, LC3, TfR.
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Introduction

Yessotoxins (YTX) group are marine toxins produced by the dinoflagellates
Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum and Gonyaulax spinifera [1].
These phycotoxins were originally isolated from the digestive gland of scallops
Patinopecten yessoensis [2]. Phosphodiesterases (PDES) are described as YTX target
[3, 4]. In K-562 cells, the mitochondrial complex A-Kinase Anchoring Protein 149
(AKAP 149)-Protein Kinase A (PKA)-type 4A PDE (PDE4A) migrates from the
mitochondria to plasma membrane and then to the nuclear envelope after the
treatment with YTX [5]. The localization of the complex is involved in the activation
of different cell death types, as apoptosis is triggered when the complex is located in
the plasma membrane. However, when the complex is located in the nuclear
envelope, a non-apoptotic cell death mechanism becomes activated [5]. YTX is also
related with other types of programmed cell death such as paraptosis or autophagy

[6, 7]. However non-differentiation events were described after YTX incubation.

The erythroleukemia K-562 cell line is an undifferentiated lineage that can be
differentiated to various blood cell types after several stimuli [8]. This cell line is
typically differentiated into megakaryocyte or erythrocyte lineage [9, 10]. After
short-term treatment with YTX, cAMP levels were increased in the K-562 cell line
[11]. It was described that the increment in CAMP levels are related with cellular
differentiation in different cell lines [12, 13]. Moreover, the decreased levels of K-
562 cells viability observed after 48 hours of YTX treatment [5], could be due to cell
differentiation and thus the cell proliferation rate could decrease with respect to
untreated cells [14, 15]. The catalytic (C) subunit of PKA diffuses into the nucleus
through the nuclear envelope after its activation and separation from the regulatory
(R) subunits [16], and in the nucleus, the catalytic portions of the protein kinases
such as PKA or mitogen-activated protein kinases (MAPK), can phosphorylate the
CAMP Response Element Binding (CREB) [17]. The active form of CREB, phospho-
CREB, is a transcription factor that begins to traduce new genes to cellular
differentiation [18, 19]. In the myeloid leukemia K-562 cell line, also called
erythroleudemia cell line, the transcription factor phospho-CREB activates the
erythroid differentiation [20]. In this sense, the Transferrin Receptor CD71 (TfR), is
described as the erythroid precursor marker, and its levels decrease in mature

erythrocytes [21]. The TfR is overexpressed in several types of tumor cell lines [22,
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23]. This transmembrane glycoprotein, CD71, is responsible for the iron uptake from
the extracellular medium into the cytosol playing a key role in K-562 metabolism
[24, 25]. Therefore, alterations in its internalization dynamics can also result in cell
death activation. In this sense, the CD71 can be related with the activation of
apoptotic cell death after its internalization inhibition independently of iron
availability [26]. The prolonged CD71 internalization inhibition, leads to a decrease
in cell iron uptake [27]. Under low iron availability, the cell activates the recycling
pathways to obtain the metal from iron-rich organelles and macromolecules through
the activation of autophagy [28]. This autophagic mechanism, is a survival strategy
to obtain basic elements when cells have deficit in nutrients. Also it is responsible for
the turnover and reutilization of damaged proteins and organelles, but can degenerate
into autophagic cell death [29, 30]. Autophagy involves the sequestration of damage
organelles and proteins in double-membrane vacuoles called autophagosomes. These
vacuoles fuse with lysosomes to form autolysosomes to degrade the material leaving
available nutrients to cell growth [29, 31]. Mechanistic Target of Rapamycin
(mTOR) has a key role in autophagy activation since under normal conditions this
protein is phosphorylated (phospho-mTOR) and inhibits the autophagy. However,
after nutrients deprivation or rapamycin treatment, the phosphorylation of mTOR is
inhibited and this protein turns in the inactive form, hence triggering autophagy [29,
31, 32]. Autophagosomes that sequestered different parts of the cells are covered by
the Light Chain 3 (LC3) protein [29, 31, 33]. There are 3 isoforms of LC3 protein in
mammals: LC3A, LC3B and LC3C [34]. LC3 is synthesized as the cytosolic form of
LC3-1 to then form the LC3-1I protein bound to the lipid membranes of the
autophagosomes [34]. So mTOR and LC3 proteins are essential in autophagic
processes. The cell viability decrease obtained in previous works after 48 hours of
treatment with YTX lead us to investigate which type of cell death was being
activated at this time. Furthermore the involvement of the mitochondrial AKAP 149-
PKA-PDE4A complex and its movement to different cellular localizations with the

cell death activation is also studied in this work.
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Materials and methods
Reagents and solutions

YTX was from CIFGA Laboratories (Lugo, Spain). Anti-p-tubulin I, Bovine
serum albumin (BSA), CaCl,, NaH,PO,4, Trizma hydrochloride, Triton X-100,
glycine, trizma base, SDS (sodium dodecyl sulphate), hemin and Tween®20 were
from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). NaCl, MgSO,, NaHCO3; and glucose were
from Panreac (Barcelona, Spain). Anti-LC3B (Light Chain 3), anti-PDE4A, anti-
VDACL1 (Voltage-dependent anion channel 1) and rapamycin were from ABCAM
(CA, USA). Anti-Histone 1, anti-p-Actin, anti-phospho-mTOR, Polyvinylidene
fluoride (PVDF) membrane and goat Anti-Rabbit IgG peroxidase conjugated were
from Millipore (Termecula, USA). Anti-phospho-CREBpSer133 was from
Immunostep (Salamanca, Spain). Anti-Mouse 1gG horseradish peroxidase-linked
species-specific whole antibody was from GE Healthcare (Barcelona, Spain). Anti-
CD71 phycoerythrin conjugated (anti-PE-CD71) and PDE4AL siRNA (human) were
from Santa Cruz Biotechnology (California, USA).

Polyacrylamide gels and molecular weight marker Precision Plus Protein™
Standards Kaleidoscope™ were purchased from BioRad® (Barcelona, Spain).
Protease Inhibitor Complete Tablets and Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets were
from Roche (Madrid, Spain). Free calcium and magnesium PBS used in flow

cytometry assays was purchased from Gibco, Life Technologies (Madrid, Spain).

Physiological saline solution composition was (in mM): Na* 142.3; K" 5.94;
Ca®* 1; Mg®* 1.2; CI" 126.2; HCO3 22.85; HPO,* 1.2, SO4* 1.2; glucose 1 g/L was
added to the medium giving an osmotic pressure of 290+10 mOsm/kg of H,O and
pH was adjusted to 7.2 with HCI 0.1 N from Panreac (Barcelona, Spain), and CO,.
PBS used to wash the western blotting membranes consisted of NaCl 137 mM;
Na;HPO, 10.14 mM; KH,PO,4 1.76 mM; KCI 2.68 mM; pH was adjusted to 7.2 with
NaOH.

Cell culture

K-562 cell line was from the National Cancer Institute (NCI's) and maintained in
the Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) medium supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) and 50 units/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin.
All these reagents were from Gibco, Life Technologies (Madrid, Spain). Cells were
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growing at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. Incubations with 30 nM YTX
were carried out under these conditions of temperature, humidity and percentage of
CO..

Subcellular fractionation

3.10° cells per condition were incubated 24 and 48 hours with and without 30

nM YTX and cytosolic and nuclear fractions were obtained as explained before [5].
Western blotting analysis

Bradford from BioRad® (Barcelona, Spain) assay and the Direct Detect
Spectrometer from Millipore (Termecula, USA) were used to know sample protein
concentration and BSA was used as protein standard. The different subcellular
fractions were blotted to PVDF membrane by reduced SDS-PAGE. To determine the
protein size and also to monitor the progress of electrophoretic runs, Precision Plus
ProteinTM Standards Kaleidoscope™ molecular weight marker was used. After
blockage with 0.5% BSA the membranes were incubated 10 minutes with anti-
phospho-CREB pSer133, anti-LC3B and anti-phospho-mTOR, then were washed
three times with PBS and 0.1% Tween®20 and incubated for 10 minutes with
secondary anti-mouse 1gG horseradish peroxidase-linked species-specific whole
antibody. After three washes, chemiluminescence was visualized with SuperSignal®
West Pico (low intensity) (ThermoScientific, 34080), with SuperSignal® West Femto
(high intensity) (ThermoScientific, 34095), or with ClarityTM western ECL substrate
(BioRad®). The chemiluminiscent signal was detected with the Diversity GeneSnap
software and analyzed by the Diversity 4 gel documentation and analysis system.
Relative protein expression was calculated in relation to [-actin expression for each
experiment in cytosolic fraction and with Histone 1 in nuclear fraction [35].
Experiments were carried out at least three times by duplicate. The subcellular
fraction purity was tested by measuring control proteins of each fraction:
VDAC1/porin protein is present in the mitochondrial membrane and in plasma
membrane. VDAC1 was positive in cytoplasm fraction that includes the
mitochondrial portion. Histone 1 was only present in the nuclear fraction. And -

tubulin is located in both cytosol and nuclear fraction [36, 37].
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Flow cytometry assay and K-562 differentiation

2 x 108 cells per condition were incubated for 24 and 48 hours with and without
30 nM YTX. Under the same conditions, cells were incubated with 40 uM hemin.
Then, cells were washed twice with saline solution and fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA) (Electron Microscopy Sciences) for 20 minutes at 4°C.
Cells were centrifuged and washed with 500uL of PBS with 1 mM CacCl,. Then, the
cells were centrifuged and permeabilized by incubating on ice for 10 minutes with
PBS-5% BSA-0.1% Triton X-100. The cells were then washed twice with PBS,
following by the incubation with anti-PE-CD71 in a 1:100 dilution for 30 minutes at
37°C in darkness. Finally, the cells were washed twice with PBS and resuspended in
a final volume of 100uL of PBS pH 7.2 and analyzed by flow cytometry technique.
The data obtained from the measurement of the fluorescence intensity were analyzed
by the IDEAS 4.0 Cell Image Analysis software.

Transfection by lipid-based method (Genlantis)

GeneSilencer® solutions form Genlantis (San Diego, USA) were prepared as
described before [38]. 1.2x10° cells were incubated in a total volume of 500 pl of
RPMI 1640 medium with GeneSilencer® solutions and after 5 hours of transfection
500 ul of RPMI 1640 was added and 19 hours later the cells were treated with 30 nM
YTX and 80 nM rapamycin in each case for 24 and 48 hours. Control siRNA from

Santa Cruz was used as negative control for evaluating RNAI off-target effects.
Statistical analysis

All the experiments were carried out at least three times by duplicate. Student’s
t-test and ANOVA were used to examine statistical significance, assumed for p <

0.05. Results were expressed as the means +/- SEM.

Results

Previous studies have shown the cytotoxic effect of YTX in K-562 cell line.
Cells treated with YTX for 24 and 48 hours decreased their viability [11]. After 24
hours of YTX treatment, the apoptotic programmed cell death was activated, while
after 48 hours apoptotic hallmarks were not detected. At this time, the complex
AKAP 149-PKA-PDE4A was located in the nuclear envelope [5]. There, C subunits
of PKA can diffuse through the nuclear envelope after its activation and

phosphorylate the transcription factor CREB [16, 39]. Therefore, in this context, the
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levels of phospho-CREB were checked. Figure 1 shows the phosphorylated CREB
levels after 48 hours in the presence of YTX. Under these conditions, the nuclear
expression of active CREB significantly increased a 15% (figure 1A), suggesting
some K-562 cell differentiation probably into erythrocytes [40]. Hemin has been
described as a potent K-562 cell line differentiation inductor into erythrocytes,
through the decrease of CD71 levels in the plasma membrane [41-43]. Therefore,
CD71 expression was measured in the K-562 cellular cover by flow cytometry after
YTX treatment and compared to hemin-treated cells. Figure 2 shows the CD71
expression in the K-562 plasma membrane after 24 and 48 hours of treatment with
YTX and hemin. Figures 2A to 2F show representative images of cells in brightfield
(channel 05) and phycoerythrin (PE) intensity channels (channel 04). The percentage
of phycoerythrin-CD71 (PE-CD71) intensity was obtained from histograms
generated by IDEAS 4.0 Cell Image Analysis software (figure 2A-2F). The diagrams
generated by the software represent in the X axis the PE intensity and in Y axis the
cellular population. The displacement of the histogram to the right implies higher PE
intensities and subsequent more levels of the CD71 in the cell membrane. Figures
2A, 2B and 2C show the cell images and histograms of PE-CD71 intensity in
untreated, hemin- and YTX-treated cells respectively after 24 hours while in figures
2D, 2E and 2F, 48 hours treatments are shown. In hemin-treated cells, a displacement
of the histograms towards the left with respect to untreated cells was observed,
however in YTX-treated cells higher percentage of PE-CD71 intensity was shown by
the displacement of the histogram towards the right. Figure 2G summarize in a graph
these results and opposite effects are observed after YTX or hemin exposition.
Hemin decreased 7% and 10% the CD71 expression after 24 and 48 hours
respectively, while its expression was 18% and 10% enhanced by YTX after 24 and
48 hours, respectively. Therefore, considering these results, K-562 cell
differentiation into erythrocytes was not activated by the treatment with the toxin.
Since differentiation was not occurring, other types of cell death were checked after
YTX exposure, in order to explain the results obtained in the Transferrin Receptor
(TfR). The CD71 receptor can be related with the iron uptake and autophagy
activation, therefore this type of cell death was studied [28]. Increased levels of the
TfR, CD71 in the cell plasma membrane could be related with a deficit trafficking of
CD71 towards the cytosol and as a consequence, autophagic cell death could be

triggered, stimulated through nutrients deprivation [32]. So, different autophagic
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hallmarks were checked after 24 and 48 hours of YTX incubation. As it was
mentioned, autophagy is activated by rapamycin through the inhibition of mTOR
from a phosphorylated to an unphosphorylated state, followed by the formation of
vacuoles covered with LC3 protein [29, 32, 44]. Therefore, figure 3 shows the
phospho-mTOR protein expression after 24 and 48 hours YTX incubation. No
differences were found in phospho-mTOR levels compared to untreated K-562 cell
line after 24 hours of YTX incubation (figure 3A). While the levels of the protein
were significantly decreased by 41% after rapamycin treatment, in a similar fashion
to co-incubation of YTX and rapamycin, that induced a 33% decrease of
phosphorylated mTOR expression (figure 3A). However, after 48 hours of the
treatment, YTX significantly decreased by 56% the phospho-mTOR expression
(figure 3C). In the same way protein levels were decreased significantly by 85% and
66% after rapamycin and YTX-rapamycin treatments, respectively (figure 3C).
Therefore, the results point to the activation of autophagy cell death only after 48
hours but not after 24 hours of the toxin incubation. In order to clarify if the whole
autophagic process was taking place, we checked the LC3B protein isotype. This
protein usually is located in the autophagosome envelope after autophagy activation
[45]. Figure 4 shows LC3B levels after incubation with YTX. Surprisingly, after 24
hours LC3B expression was significantly increased 47% respect to untreated cells,
this effect being an 88% increase after rapamycin treatment (figure 4A). After 48
hours of treatment with YTX and rapamycin, LC3B levels were highly increased
154% and 100% respectively (figure 4C). Moreover, it was observed that the protein
PDE4AL is crucial in those pathways activated by YTX in the K-562 cell line. After
YTX treatment, PDE4Al-silenced K-562 cells avoid the translocation of
mitochondrial complex AKAP 149-PKA-PDE4A from the cytosol and in
consequence K-562 cell death is inhibited [5]. Therefore, autophagy hallmarks were
studied after the exposition to the toxin in PDE4Al-silenced K-562 cell line. Figure
5 shows the effectiveness of lipid-based transfection method after PDE4Al-silencing
for 48 and 72 hours. As figure 5A represents, a decrease of 50% and 55% in PDE4A
expression was observed after 48 and 72 hours of transfection, respectively. Next the
autophagic hallmarks were checked in the PDE4A1l-silenced K-562 population. In
figure 6, phospho-mTOR expression is shown after 24 and 48 hours of YTX and
rapamycin treatment in untransfected and PDE4Al-silenced cells. As it was

described, no effect in mTOR phosphorylated expression was observed after 24
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hours of treatment with the toxin, while a significantly decrease of 41% was detected
in rapamycin-treated cells (figure 6A). In PDE4A1l-silenced cells no changes were
observed in phospho-mTOR expression after YTX exposure while a decrease of
60%, similar to untransfected cells, was detected in rapamycin treatment (figure 6A).
So, after 24 hours, PDE4A1 does not change the effect of the treatments on phospho-
mMTOR protein. Figure 6D shows the expression of mMTOR phosphorylated after 48
hours of YTX and rapamycin treatment in untransfected and PDE4Al-silenced cells.
Rapamycin incubation decrease significantly 85% the phospho-mTOR expression in
untransfected cells and 72% in PDE4ALl-silenced population. Therefore, 48 hours
after incubation, PDE4Al-silencing does not change the effect of rapamycin on
phospho-mTOR expression, as expected, since rapamycin directly acts on phospho-
mTOR. However the phosphorylated mTOR levels were different in untransfected
and PDE4A1-silenced cells after YTX treatment. YTX-treated untransfected cells
decreased significantly by 56% the phospho-mTOR expression, while after
PDE4Al-silencing, no changes in the phospho-mTOR levels were observed after
YTX treatment (figure 6D). In addition, LC3B expression was studied in PDE4A1-
silenced population (figures 7). The expression of this protein is significantly
increased after PDE4Al-silencing. LC3B levels are 179% higher in PDE4A1l-
sielenced control cells compared to untransfected control K-562 cells (figure 7A).
However, while in untransfected cells the LC3B expression increase after YTX or
rapamycin treatment, the levels of this protein are significantly decreased by 80%
and 120% after YTX and rapamycin exposure for 24 hours respectively in PDE4AL-
silenced population as compared to PDE4A1-silenced control cells (figure 7A). After
48 hours of treatment, LC3B expression is also significantly increased in PDE4AL-
silenced untreated population compared to untransfected control cells (figure 7D). In
this case, similar to the result after 24 hours incubation, LC3B levels are significantly
decreased after YTX and rapamycin treatment in PDE4Al-silenced cells, around

70% and 100% respectively, compared to untreated PDE4A1-silenced cells.

Therefore, our data show that no K-562 differentiation was occurring after YTX
treatment, since the protein receptor CD71 was increased after the incubation with
the toxin. Furthermore, 48 hours after YTX exposition, the autophagy hallmarks
phospho-mTOR and LC3B protein levels are modified, while after 24 hours only

LC3B but not phospho-mTOR was changed. Moreover, an important interaction
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between PDE4ALl and LC3B protein is shown after PDE4Al-silenced experiments
and a surprising synergism occurs between YTX and rapamycin treatment with this
silenced population of cells.

Discussion

Recent studies have shown in K-562 a decrease in cell viability through different
cell death types after long-term incubations with YTX. While after YTX treatment
for 24 hours apoptotic cell death was activated, a non-apoptotic cell death pathway
was taking over after 48 hours of toxin exposure. Different theories were pointed out
about the non-apoptotic cell death type after 48 hours. At this time, the mitochondrial
complex AKAP 149-PKA-PDE4A increases its levels in the nucleus [5]. There, the
catalytic subunits of PKA anchored to AKAP 149 could be translocated into the
nucleus through the nuclear envelope to phosphorylate CREB protein, and activate
K-562 cell line differentiation [16, 19, 20]. Phosphorylated CREB protein is involved
in the transcription of new genes leading K-562 cell differentiation to erythrocytes
[20, 46]. As a consequence of cell differentiation, cell viability could decrease
through the lost of cell proliferation [14]. However the results of the transferrin
membrane receptor, CD71, show no cell differentiation into erythrocytes. The
measurement of the CD71 after 24 and 48 hours of toxin treatment, has shown an
opposite effect to those observed in cells incubated with hemin, a K-562
differentiation inducer. The CD71 is overexpressed in cells with high proliferation
rate, in tumor cells and in erythroid precursors [21, 24]. Hemin activates K-562 cell
line differentiation into erythrocytes through the decrease of the Transferrin
Receptor, CD71 in the cell plasma membrane [21, 43]. However, YTX treatment
increased significantly the CD71 expression at 24 and 48 hours. The increment of the
CD71 in the plasma membrane can be due to the inhibition of the receptor
internalization [24]. This inhibition in the first 24 hours can be related with the
activation of apoptosis, as it was described after gambogic acid treatment of different
tumor cell lines [26]. But the effect of gambogic acid is also mediated by the
activation of mitochondrial apoptosis since the compound was detected also in the
cytoplasm, not only at transmembrane level [47]. So the mitochondrial apoptotic
pathway and the internalization inhibition of CD71 receptor can be connected
through several pathways [48, 49]. After 24 hours, the mitochondrial complex AKAP
149-PKA-PDE4A migrates to the plasma membrane and apoptosis was activated in
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K-562 cell line [5]. The inhibition of the CD71 internalization could be mediated by
the increased levels of PKA in this localization after YTX treatment, since this
protein is involved in endocytotic events [50]. In addition, the autophagic protein
phospho-mTOR did not decrease its levels, corroborating the activation of apoptosis
in the first 24 hours with YTX [5]. Moreover, the PDE4A1 enzyme and the AKAP
149-PKA-PDE4A complex do not interact with mTOR since the protein levels were
not changed, and this was also confirmed by the results shown with the PDE4A1-
silenced cells. After 24 hours, the levels of LC3B protein were significantly
increased. Although LC3B is intimately associated to autophagic processes [45], the
higher levels of this protein detected in the first 24 hours of the YTX treatment can
be related with apoptosis. LC3B protein is described in the activation of extrinsic
apoptotic cell death after its interaction with extrinsic apoptotic factor Fas through
the caveolin-1 (Cav-1) protein [51]. This result correlates with the caspase 8
activation observed only after 24 hours of YTX incubation previously described [5].
When the cells are treated with YTX, no external ligands activate death-inducing
signaling complex (DISC) that mediates the activation of procaspase 8 into caspase 8
after the binding of the ligand to the complex [52]. Therefore the activation of
caspase 8 seems to take place through the internal activation of Fas receptor and this
can happen after LC3B interaction with Cav-1 [51]. Moreover LC3 has a PKA
phosphorylation site and through this phosphorylation it leads to the inhibition of the
autophagy [53]. This interaction could be happening due to the high cytosolic levels
of PKA measured in the first 24 hours during YTX treatment [5]. Therefore after 24
hours of treatment, the LC3B is not involved in autophagic events but it can be
triggering apoptosis. Therefore, at this time, only apoptosis is being activating by
YTX treatment and no autophagy events were observed. Furthermore, after 24 hours
of treatment and 48 hours of transfection, PDE4Al-silencing triggers an increase of
LC3B levels in control cells higher than those observed after YTX or rapamycin
incubation in the untransfected population. Also, this high expression of LC3B
protein does not induce cell death, since viability assays do not show K-562 viability
decrease (data not shown). Surprisingly, when K-562 PDE4Al-silenced are treated
with YTX or rapamycin, LC3B expression are significantly decreased respect to
PDE4A1-silenced control cells. Therefore, the treatments with YTX or rapamycin
increased LC3B protein, and PDE4A1-silencing also increased its levels, although

the synergism of both PDE4Al-silencing and YTX or rapamycin incubation
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decreased LC3B expression after 24 hours to levels close to the untransfected
control. This effect was more evident after 48 hours of treatment and 72 hours of
PDE4ALl-silencing. At this time, PDE4Al-silenced control cells increased LC3B
expression, as well as YTX and rapamycin treatments in untransfected cells.
However, the protein returns to untransfected control levels after the incubation with
YTX or rapamycin in PDE4Al-silenced population. Little is known about the PDEs
implication in autophagic pathways. However, the PDE subtype 4A4 (PDE4A4) was
described and related to the autophagosomes formation through the interaction with
the scaffold protein p62 (sequestosomel SQSTML), involved in autophagosomes
formation [54-56]. PDE4A4 recruits p62 in a reversible way, after the PDE4
inhibition with rolipram, by the binding of the inhibitor to the catalytic pocket of the
PDE4A4. The authors focused on the fact that rapamycin inhibits the PDE4A-p62
aggregation by irreversibly secuestering the p62, lowering the amount of free p62 to
aggregate with PDE4A4, so PDEA4 is related with the autophagic p62 protein after
rolipram stimulation, but not after rapamycin incubation [56]. Other investigations
suggest that autophagy hallmarks present in extensor digitorum longus (EDL)
muscles of fasted rats are decreased after rolipram treatment [57]. But the PDE4AL
protein expression is reduced in our PDE4A1l-silenced population, not inhibited, so
we are showing a new involvement of the PDE4A1 protein in the conventional
rapamycin-induced autophagic pathway. Furthermore, the SIRNA used to silence the
PDE4A is recommended to PDE4AL1 silencing in human cells, so a different PDE4A
subtype is shown as modulator of these pathways. Another interesting observation
obtained pertains to the LC3B protein levels after 24 hours of YTX incubation.
These results could explain the activation of the death receptor and subsequent
caspase 8 activation detected after YTX treatment in recent studies [5]. Caspase 8
could be activated by LC3B interaction with the Fas receptor through Cav-1 [51].
This theory had never been described previously to explain a mechanism after YTX

exposure [58].

On the other hand, after 48 hours of YTX incubation have shown increase of
phospho-CREB levels in the nucleus. These results suggest K-562 differentiation
into erythrocytes, as it was explained above. However differentiation was not
occurring since the CD71 receptor increases its levels in the plasma membrane after
48 hours of YTX incubation. So by discarding K-562 differentiation at 48 hours of
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treatment with the toxin, other type of programmed cell death was postulated as an
alternative to explain the decrease in cell viability. A recent study demonstrated that
the treatment with YTX activates autophagy after endoplasmic reticulum stress [7].
Furthermore, our previous results shown that in the first 24 hours of YTX exposure,
caspase 8 was activated but after 48 hours this activation disappears [5]. In addition it
was described that autophagy is dependent on caspase 8 activity, when caspase 8 is
activated, the autophagy is blocked [59]. Therefore, after 24 hours of treatment,
autophagy cell death was not occurring, however after 48 hours, autophagic
hallmarks were observed. At this time of treatment, activation of CREB protein was
detected and the involvement of this protein with autophagy is not clear. Some
authors have described that formoterol activates CREB and acts on Akt-mTOR
pathway to finally increase the levels of LC3B, having a connection between
phospho-CREB and autophagy activation [60]. Other authors describe that the
antiapoptotic protein Bcl-2 inhibits Beclin-1 and autophagy is blocked. The Bcl-2 is
regulated by CREB so that downregulation of CREB decreases Bcl-2 and autophagy
is triggered [61, 62]. However our results suggest that 48 hours after YTX treatment
autophagy is activated and phospho-CREB levels increased, and previous works
have shown no effect in Bcl-2 expression after 48 hours of YTX treatment [5].
Therefore, the implication of the transcription factor, phospho-CREB, in autophagy
remains unclear. Since after 48 hours of YTX incubation phospho-mTOR and LC3B
expression demonstrate autophagy activation, the role of phospho-CREB in this
pathway should be studied. The activation of autophagy at this time but not before
could be explained by the prolonged deficient endocytosis of iron by the inhibition of
CD71 traffic to the cytoplasm. Since after iron deprivation, phospho-mTOR levels
are decreased in K-562, suggesting autophagy activation through nutrient deprivation
[63]. The PDE4ALl-silencing results in autophagic proteins levels are very intriguing.
In autophagic cells incubated with rapamycin, no interactions were observed between
PDE4A1 and phospho-mTOR proteins. However, after 48 hours YTX treatment in
PDE4Al-silenced population, phospho-mTOR protein levels return to untreated
levels. Therefore, autophagy activated by YTX is dependent on PDE4AL protein. So,
as our previous study shown, after 48 hours of YTX exposure, the AKAP 149-PKA-
PDE4A complex is increased in the nuclear envelope and after PDE4Al-silencing,
the complex was not translocated from the cytoplasm [5]. And the present results

show autophagy activation. In SH-SY5Y cells it was described a similar effect after
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rapamycin treatment. This compound triggers the type Ila Regulatory subunit of
PKA (RIla) phosphorylation through the mitogen-activated protein Kkinase
(MEK)/extracellular signal-regulated kinase (ERK), to then activate the nuclear
translocation of the C subunit of PKA [64]. So YTX effect in K-562 cell line after 48
hours can be activating autophagy through the complex AKAP 149-PKA-PDE4A
migration to the nucleus. Moreover, other studies point to PKA as a modulator of the
mTOR and autophagy [65]. The Rla of PKA is needed to autophagy induction, Rla-
silenced cells decreased autophagy and increased phospho-mTOR expression and
MTOR activity [65]. Our studies suggest that after 48 hours of YTX exposure,
cytosolic RIla of PKA was decreased but it was increased in the nucleus, and
autophagy was triggered, while after PDE4A-silencing, Rlla expression was not
changed in the cytosol and autophagy was avoided (figures 6 and 7) [5]. Therefore,
PKA could be having a key role in autophagy after its activation and translocation to

nucleus.

In summary, the results presented in this paper, elucidate the non-apoptotic
pathway activated in K-562 by YTX after 48 hours of incubation. It is also
demonstrated in this work that YTX can induce cross talks between apoptosis and
autophagy cell deaths. Moreover, new theoretical activation of extrinsic apoptotic
cell death was pointed out after YTX treatment through the cytosolic PKA, LC3B
and the interaction of this protein with Fas receptor activating the caspase 8. A model
proposing the suggested mechanisms is shown in figure 8. On the other hand,
autophagy activation by the toxin point the YTX as a potential pharmacological
compound against cancer disorders, since autophagy is becoming a therapy to tumor
cells because it is a pathway typically altered in this type of cells [66, 67].
Furthermore the involvement of PDE4Al in rapamycin-activated autophagic
pathway was demonstrated downstream of mTOR inhibition and upstream of LC3
production. Also the synergism between PDE4Al-silencing and YTX or rapamycin
treatment produce a decrease on LC3B expression levels while these two events

separately increased the protein levels.
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Figure legends

Figure 1: Effect of YTX on nuclear phospho-CREB expression in human K-562
cell line. (A): Percentage of nuclear phospho-CREB levels in K-562 cell line after the
incubation with 30 nM YTX for 48 hours (37°C, 5% CO, atmosphere). MeantSEM of three
experiments. Nuclear phospho-CREB values were calculated respect to Histone-1 band
intensity. 10.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition was
charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and YTX-
treated cells. (B): Representative experiment after 48 hours of incubation. (C):

Representative proteins as positive and negative controls of the nuclear fraction purity.

Figure 2: Effect of YTX on plasma membrane levels of CD71 receptor in K-562
cell line: Representative cellular images and histograms of the CD71 expression in control
cells, hemin- and YTX-treated cells after 24 hours (A, B, C respectively) and after 48 hours
(D, E, F respectively) of incubation. Brightfield images are represented in channel 05 and PE
intensity images are shown in channel 04. (G): Percentage of cells with CD71 expression in
plasma membrane after YTX treatment. Open bars: 40 uM hemin-treated cells after 24 (on
the left) and 48 hours (on the right). Black bars: 30 nM YTX-treated cells after 24 (on the
left) and 48 hours (on the right). Data referred to untreated cells. Mean+SEM of three
experiments (5000 cells were analyzed in each experiment). (*) Significant differences
between untreated and hemin- and Y TX-treated cells.

Figure 3: Effect of YTX on cytosolic phospho-mTOR expression in human K-562
cell line. (A) and (C): Percentage of cytosolic phospho-mTOR levels in K-562 cell line after
the incubation with 30 nM YTX, 80 nM rapamycin, and co-incubation of both for 24 and 48
hours, respectively (37°C, 5% CO, atmosphere). Mean+SEM of three experiments. Cytosolic
phospho-mTOR values were calculated respect to p-actin band intensity. 4.10° cells per
condition were lysed and 20 pg of total protein per condition was charged in the
electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and YTX- and rapamycin-
treated cells. (B) and (D): Representative experiments after 24 and 48 hours of incubation,
respectively. (E): Representative proteins as positive and negative controls of the cytosolic

fraction purity.

Figure 4: Effect of YTX on cytosolic LC3B expression in human K-562 cell line.
(A) and (C): Percentage of cytosolic LC3B levels in K-562 cell line after the incubation with
30 nM YTX and 80 nM rapamycin for 24 and 48 hours, respectively (37°C, 5% CO,
atmosphere). Mean+SEM of three experiments. Cytosolic LC3B values were calculated
respect to B-actin band intensity. 4.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total

protein per condition was charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences
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between untreated and YTX- and rapamycin-treated cells. (B) and (D): Representative
experiment after 24 and 48 hours of incubation, respectively. (E): Representative proteins as
positive and negative controls of the cytosolic fraction purity.

Figure 5: Determination of PDE4ALl silencing efficiency by western blotting
analysis in K-562 cell line. (A): Percentage of cytosolic PDE4A levels in K-562 cell line
after 48 and 72 hours of PDE4A1 siRNA transfection (37°C, 5% CO, atmosphere). Mean +
SEM of three experiments. Cytosolic PDE4A values were calculated respect to 3-actin band
intensity. 4.10° cells per condition were treated and 20 pg of total protein per condition was
charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untransfected and
siPDE4AL transfected K-562 cell line. (B) and (C): Representative experiment after 48 and
72 hours of PDE4A1l-silenced K-562 cell line respectively. (D): Representative proteins as

positive and negative controls of the cytosolic fraction purity.

Figure 6: Effect of YTX on cytosolic phospho-mTOR expression in PDE4A1-
silenced K-562 cell line. Cells were first incubated with the PDE4A1 siRNA for 24 hours
and then for 24 and 48 hours plus with 30 nM YTX and 80 nM rapamycin (37°C and 5%
CO, atmosphere). (A) and (D): Percentage of cytosolic phospho-mTOR levels in K-562 cell
line after 24 and 48 hours, respectively. Mean + SEM of three experiments. Cytosolic
phospho-mTOR values were calculated respect to B-actin band intensity. 4.10° cells per
condition were lysed and 20 pg of total protein per condition was charged in the
electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and YTX- and rapamycin-
treated cells. (B) and (C): Representative experiment of western blot band intensity of
cytosolic phospho-mTOR in untrasnfected and PDE4A1-silenced cells respectively after 24
hours of treatment. (E) and (F): Representative experiment of western blot band intensity of
cytosolic phospho-mTOR in untrasnfected and PDE4A1-silenced cells respectively after 48
hours of treatment. (G): Representative proteins as positive and negative controls of

cytosolic fraction purity.

Figure 7: Effect of YTX on cytosolic LC3B expression in PDE4A1-silenced K-562
cell line. Cells were first incubated with the PDE4A1 siRNA for 24 hours and then for 24
and 48 hours plus with 30 nM YTX and 80 nM rapamycin (37°C and 5% CO, atmosphere).
(A) and (D): Percentage of cytosolic LC3B levels in K-562 cell line. Mean + SEM of three
experiments. Cytosolic LC3B values were calculated respect to B-actin band intensity. 4.10°
cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition was charged in the
electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and YTX- and rapamycin-
treated cells. (#) Significant differences between untrransfected and PDE4Al-silenced cells.
(B) and (C): Representative experiment of western blot bands intensity of cytosolic LC3B in

untrasnfected and PDE4Al-silenced cells respectively after 24 hours of treatment. (E) and
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(F): Representative experiment of western blot bands intensity of cytosolic LC3B in
untrasnfected and PDE4A1l-silenced cells respectively after 48 hours of treatment. (D):
Representative proteins as positive and negative controls of cytosolic fraction purity.

Figure 8: Possible models activated after YTX incubation. Model of pathways
activated after incubation with YTX for 24 and 48 hours. YTX binds to PDE4A in the
AKAP 149-PKA-PDE4A complex in the outer mitochondrial membrane. Black arrows: In
the first 24 hours, the complex migrates from the mitochondria to the plasma membrane,
CD71 internalization is avoided by PKA in the plasma membrane and LC3B expression is
increased in the cytosol. PKA phosphorylates LC3B protein and the inactive form of LC3B
binds to DR through Cav-1 to trigger extrinsic apoptosis. Dotted arrows: After 48 hours of
toxin incubation, the complex migrates from the plasma membrane to the nuclear envelope
and CREB is phosphorylated by the catalytic subunit of PKA. CD71 internalization remains
avoided and as a consequence of prolonged iron deprivation, phopho-mTOR decreased and
LC3B increased leading to autophagy activation. White arrows: results of this paper. Grey
arrows: info of other papers. (?) The transcription factor phospho-CREB could activate the
synthesis of genes involved in autophagy. R and C are subunits of PKA. CD71: Transferrin
receptor CD71. DR: Death Receptor. Cav-1: Caveolin-1.
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.3 Las rutas de muerte celular activadas por la yesotoxina son

independientes de la proteina kinasa C en la linea celular K-562

Resumen

El grupo de las PKCs son enzimas involucradas en eventos de
supervivencia o muerte segun el modelo celular. La YTX modula la
expresion de estas proteinas ademas de activar diferentes rutas de muerte
celular. Esta toxina induce apoptosis y autofagia tras 24 y 48 horas de
incubacion, respectivamente, en la linea celular K-562. Ademas, la toxina
lleva a cabo su accion a través de la PDE4AL. Por lo tanto, se estudiaron los
niveles de dos subtipos de PKC, la clasicas (cPKCs) y dentro de las PKCs
nuevas, la PKC9, tras el tratamiento con la YTX durante 24 y 48 horas.
Ademas se comprobd la funcion de estas proteinas en las rutas de muerte
activadas por la YTX, asi como la relacion de los dos tipos de PKC con la
PDE4Al. Se midi6 la expresion de las cPKCs y de la PKCd en el citosol, en
la membrana plasmética y en el ndcleo, tanto en la linea celular K-562 como
cuando estas células tienen la PDE4ALl silenciada. También se estudi6 la
viabilidad con el ensayo lactato deshidrogenasa (LDH) tras el tratamiento
con la toxina en células normales, asi como en células con las cPKCs, la
PKC® o la PDE4A1 silenciada. Como resultado, la PKC® mostro tener un
papel fundamental para la supervivencia de las células K-562, ya que al
silenciarla, las células disminuyen su viabilidad. Ademas, se observo que la
YTX modula ambas formas de PKC, aunque los cambios en la expresion de
estas proteinas son independientes de la muerte celular que activa la toxina.
También se observéd que la modulacion de ambas PKCs es dependiente de
PDE41, ya que el patron de expresion de las PKCs varia tras la silenciacion

de esta proteina.
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Abstract

Protein Kinase C (PKC) is a group of enzymes involved in pro-survival or pro-
apoptotic events depending on the cellular model. Moreover, Yessotoxin (YTX)
modulates its expression and activates different cell death pathways. In K-562 tumor
cell line, YTX induces apoptosis and autophagy after 24 and 48 hours of incubation,
respectively, and the toxin carries out its action through the subtype Al
phosphodiesterase 4 (PDE4Al). Therefore, the levels of two subtypes of PKC,
conventional (cPKC) and 6 isotype of novel PKC (PKC6) were studied at these times
after YTX incubation. Also their involvement in the cell death activated by the toxin
and their relationship with PDE4A1 was checked. The expression of cPKC and
PKCS in cytosol, plasma membrane and nucleus was studied in normal and
PDE4A1-silenced cells. Furthermore, cell viability of normal cells, as well as cPKC-,
PKC3s- and PDE4Al-silenced cells was tested by Lactate Dehydrogenase (LDH)
assay. As a result, PKCS showed a key role in K-562 cell survive, since without this
protein, K-562 cell decreased their viability. Furthermore, modulation of PKCs by
YTX treatment was observed, however, the changes in the expression of these
proteins are independent of cell death activated by the toxin. In addition, the
modulation of PKCs detected is PDE4Al-dependent, since the silencing of this
protein change PKC expression pattern.

Keywords

CPKC, PKC delta, YTX, PDE4A, viability.
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Introduction

Yessotoxin (YTX) is a group of marine polyether toxins synthesized by the
dinoflagellates Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum and Gonyaulax
spinifera [1]. Its name is related with the isolation of the toxin for the first time from
the digestive gland of scallops Patinopecten yessoensis [2]. The main target at
cellular level of YTX are the phosphodiesterases (PDEs) [3-6]. As a result of the
interaction PDEs are activated and a decrease on cAMP levels was reported in
human lymphocytes [7, 8]. However opposite results were obtained on cAMP levels
after YTX incubation of human leukemic K-562 cell line [9]. While YTX does not
induce cell death of blood lymphocytes, different types of programmed cell death
were observed in the tumor K-562 cell line. Apoptotic programmed cell death was
described after 24 hours of YTX treatment, but after 48 hours an autophagic cell

death process took place [9-11].

Several subtypes of Protein Kinase C (PKC) were reported to be involved in
the metabolic pathways activated by YTX [12, 13]. The PKC family belongs to the
serine/threonine protein kinases group that widely mediates metabolic pathways in
cells related to proliferation, apoptosis and differentiation [14]. A total of 10 PKC
isoforms were described in mammalian cells, and PKCs are classified in three
groups: conventional, novel and atypical PKCs [14-16]. Conventional PKC (cPKC)
contains PKCa, the variants PKCBI and PKCBIIL, and PKCy. The catalytic domain of
these isozymes has a tandem C1 domain with a binding site to diacylglycerol (DAG)
and phosphatidylserine (PS), and a C2 domain that binds to Ca®*. Therefore cPKCs
are Ca?*- and DAG-dependent [17, 18]. The second group is the novel PKC (nPKC)
with PKCS, PKCe, PKCn and PKC8 isotypes. The nPKC group has the same Cl
tandem domain than cPKCs, that makes this group sensitive to DAG and PS, but the
C2 domain does not hind to Ca**, therefore this group is insensitive to Ca®*. The last
group is the atypical PKC (aPKC) with PKCt and PKCC isotypes. This group has an
atypical single copy of C1 domain and no C2 domain is present in its structure. In
this sense, aPKC group is only sensitive to PS since no Ca** or DAG binding sites
are available [15-18].

In the K-562 cell line, PKCs are involved in megakaryocytic differentiation
processes and cellular proliferation decrease after phorbol myristate acetate treatment
[19-21]. PKCPBII has been reported to mediate in K-562 cell proliferation, while
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PKCua is required for K-562 megakaryocytic differentiation [22]. On the other hand,
PKC5 has been described in this cell type in the mediation of cell growth arrest after
type I interferons o treatment [23]. Furthermore, PKCs are widely related with
apoptotic cell death activation or inhibition and PKCd activates apoptosis after its
migration to the nucleus or mitochondria [24-26]. Therefore, the aim of this work is
to elucidate the role of cPKC and the o isotype of nPKCs in the cell death activated
by YTX in K-562 tumor cell line.

Materials and methods
Reagents and solutions

YTX was obtained from CIFGA Laboratories (Lugo, Spain). Anti-p-tubulin I,
Bovine serum albumin (BSA), CaCl,, NaH,PQO,4, Trizma hydrochloride, Triton X-
100, glycine, trizma base, SDS and Tween®20 were from Sigma-Aldrich (Madrid,
Spain). NaCl, MgSO,, NaHCO;3 and glucose were from Panreac (Barcelona, Spain).
Anti-PDE4A was from ABCAM (CA, USA). Anti-Histone 1, anti-B-Actin, anti-
cPKC, Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane was from Millipore (Temecula,
USA). Anti-PKCo was from BD Biosciences (Madrid, Spain). Anti-Mouse 1gG
horseradish peroxidase-linked species-specific whole antibody was purchased from
GE Healthcare (Barcelona, Spain). PDE4A1, cPKC and PKCd siRNA (human), were
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (USA).

Polyacrylamide gels and molecular weight marker Precision Plus Protein™
Standards Kaleidoscope™ were purchased from BioRad® (Barcelona, Spain).
Protease Inhibitor Complete Tablets and Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets were

from Roche (Spain).

Physiological saline solution composition was (in mM): Na* 142.3; K 5.94;
Ca®* 1; Mg®* 1.2; CI" 126.2; HCO3 22.85; HPO,* 1.2, SO4* 1.2; glucose 1 g/L was
added to the medium giving an osmotic pressure of 290+10 mOsm/kg of H,O and
pH was adjusted to 7.2 with HCI 0.1 N and CO,. PBS used to wash the western
blotting membranes consisted of NaCl 137 mM; Na;HPO,4 10.14 mM; KH,PO, 1.76
mM; KCI 2.68 mM; pH was adjusted to 7.2 with NaOH.

97



Publicaciongs

Cell culture

K-562 cell line was purchased from the National Cancer Institute (NCI's) and
maintained in the Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 50 units/ml penicillin and 50
pg/ml streptomycin. All these reagents were from Gibco, Invitrogen (Spain). Cells
were growing at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. Incubations with 30 nM
YTX were carried out under these conditions of temperature, humidity and

percentage of CO..
Subcellular fractionation

3.10° cells per condition were incubated 24 and 48 hours with and without 30
nM YTX and then were centrifuged and washed with saline solution. Cells were
resuspended in lysis buffer with the following composition: 50 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1X Complete Protease Inhibitor and 1X
Phosphatase Inhibitor Cocktail. The extract was sonicated and centrifuged (9300 g,
10 minutes, 4°C). The supernatant with the cytosolic franction was transferred to a
new tube and stored at -20°C until protein quantification. The pellet was re-
suspended in the lysis buffer, vortexed, sonicated and kept 20 minutes on ice,
sonicated again and centrifuged, 13400 g, 20 minutes, 4°C. In these conditions, the
plasma membrane proteins were separated in the supernatant fraction [12].

Nuclear proteins were obtained by resuspending 10.10° cells in lysis buffer A
(in mM): HEPES 10, MgCl, 1.5, KCI 10, DTT 0.5, 0.05% Triton X-100, 1X
Complete Protease Inhibitor and 1X Phosphatase Inhibitor Cocktail, with pH 7.9 and
left them 10 minutes on ice. The homogenate was centrifuged (2000 g, 10 minutes,
4°C), resuspended in buffer B (in mM): HEPES 5, MgCl, 1.5, EDTA 0.2, DTT 0.5,
0.3 NaCl; with pH 7.9. The samples were sonicated in 4 cycles of 10 seconds, rested
30 minutes on ice, centrifuged (24000 g, 20 minutes, 4°C) and stored the supernatant
with the nuclear proteins at -20°C.

Western blotting analysis

Bradford assay and the Direct Detect Spectrometer from Millipore (Germany)
were used to know sample protein concentration and BSA was used as protein
standard. The different subcellular fractions were blotted to PVDF membrane by
reduced SDS-PAGE. To determine the protein size and also to monitor the progress
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of electrophoretic runs, Precision Plus ProteinTM Standards Kaleidoscope™
molecular weight marker was used. After blockage with 0.5% BSA the membranes
were incubated 10 minutes with anti-cPKC, anti- PKCs and anti-PDE4A, then were
washed three times with PBS and 0.1% Tween®20 and incubated for 10 minutes with
secondary anti-mouse 1gG horseradish peroxidase-linked species-specific whole
antibody. After three washes, chemiluminescence was visualized with SuperSignal®
West Pico (low intensity) or with SuperSignal® West Femto (high intensity) both
from Pierce (ThermoScientific, USA) also Clarity Western ECL substrate (medium
intensity) was used from BioRad®. The chemiluminiscent signal was detected with
the Diversity GeneSnap software and analized by the Diversity 4 gel documentation
and analysis system. Relative protein expression was calculated in relation to B-actin
expression for each experiment in cytosolic fraction and with Histone 1 in nuclear
fraction [27]. Experiments were carried out at least three times by duplicate. The
subcellular fraction purity was tested by measuring control proteins of each fraction:
VDAC1/porin protein is present in the mitochondrial membrane and in plasma
membrane. VDAC1 was positive in cytoplasm fraction that includes the
mitochondrial portion. Histone 1 was only present in the nuclear fraction. And -

tubulin is located in both cytosol and nuclear fraction [28, 29].
Transfection by lipid-based method (Genlantis)

GeneSilencer® (T500020) solutions from Genlantis (San Diego, USA) were
prepared as described before [30]. 1.2x10° cells were incubated in a total volume of
500 pl of RPMI 1640 medium with GeneSilencer® solutions and after 5 hours of
transfection 500 pl of RPMI 1640 was added and 19 hours later the cells were treated
with 30 nM YTX for 24 and 48 hours. YTX treatment of silenced cells for 24 and 48
hours occurs after 48 and 72 hours of silencing. Control siRNA (sc-37007) was used

as negative control for evaluating RNAI off-target effects.
Cell viability

K-562 cells were centrifuged (1500 r.p.m., 5 minutes, 4°C) after treatment. The
supernatant was used to measure LDH by using the in vitro Toxicology Assay Kit
(TOX7, Sigma) following the commercial protocol. The assays were carried on with

a cell number population per condition of 3.10° cells.
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Statistical analysis

All the experiments were carried out at least three times by duplicate. Student’s
t-test and ANOVA were used to examine statistical significance, assumed for p <

0.05. Results were expressed as the means +/- SEM.

Results

PKCs were described as enzymes with a relevant role in YTX effect [12, 13],
and it is well known the modulatory role of PKCs on apoptotic cell death [31]. The
PKCS subtype is closely related with the activation of apoptosis after its migration to
the nucleus or mitochondria [25, 32]. On the other hand, different types of cell death
were activated by YTX in K-562 erythroleukemia cell line. Previous work reported
that apoptosis was triggered after treatment of K-562 cells with YTX for 24 hours,
while at 48 hours autophagy was activated [10, 11]. We therefore studied the
expression of different PKC isotypes after YTX treatment for 24 and 48 hours of the

K-562 human cell line.

Figure 1 shows the levels of cPKC and PKC5 in the cytosol after exposure of
K-562 cells to YTX for 24 and 48 hours. Regarding the cytosolic cPKC expression
(figure 1A), no variations were observed after 24 hours of YTX incubation, while a
significant decrease of 45% was detected after a for 48 hours. However, PKC3 levels
were increased to 134% when compared to untreated K-562 cells after 24 hours of
incubation with the toxin, while after 48 hours a decrease of 33% was observed
(figure 1D). In order to clarify if the changes in the cytosolic levels of PKCs
isoforms were a result of protein translocation, plasma membrane and nuclear
expression of PKCs was studied. Protein levels in the plasma membrane are shown
in figure 2. After 24 and 48 hours of the treatment with the toxin, no significant
changes were observed either on cPKC or PKC39 levels in this localization. However,
in the nucleus, different effects were observed (figure 3). No significant effect on
nuclear cPKC levels was detected after 24 hours of YTX treatment, while after a 48
hours incubation, nuclear cPKC expression was significantly decreased by 50%
(figure 3A). On the other hand, PKCS levels in the nucleus, figure 3D, were 29%
significantly decreased after 24 hours of YTX treatment, while no effect was
observed after 48 hours. Therefore YTX did not change cPKC levels in the first 24

hours of treatment, while after 48 hours of incubation this protein expression was
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decreased in the cytosol and nucleus. However, PKC6 levels were decreased in the
nucleus to increase in the cytosol after 24 hours of the exposure to the toxin, and
after 48 hours of incubation, its expression was decreased in the cytosol.

In human tumoral K-562 erythroleukemia the key role of phosphodiesterase4
Al subtype (PDE4Al) in the pathways activated by YTX was demonstrated
previously [11]. Therefore, the next step was to study if the changes in PKCs
expression were regulated downstream by PDE4ALl after YTX treatment. Therefore,
cytosolic cPKC and PKCd levels were measured when PDE4A1 expression was
silenced. Figure 4 shows PDE4Al-silencing efficiency after 48 and 72 hours
following previous protocols [11]. In this regard, PDE4A expression was
significantly decreased by 59% and 54% after 48 and 72 hours of silencing,
respectively. Then, cPKC and PKCd levels were checked in a PDE4Al-silenced
population after incubation with YTX. Figure 5 shows cytosolic cPKC expression
after exposure to YTX for 24 and 48 hours (figure 5A and 5C, respectively) in
normal and PDE4A1-silenced K-562 cells. Cytosolic cPKC levels after incubation
with YTX for 24 hours were not modified in the control, while PDE4Al-silenced
cells show a decrease in cPKC expression of 31% (figure 5A). However, 24 hours
later, the PDE4A1-silenced control population underwent a 60% cPKC decrease, and
a 26% increase after exposure to YTX (figure 5C).

Figure 6 shows PKCd expression in PDE4Al-silenced cells after 24 (figure
6A) and 48 hours (figure 6C) of exposure to YTX. Cell silencing to PDE4A1 causes
an increase of PKCS levels by 38% in the first 24 hours, while in the presence of
YTX the effect on the expression is a 58% decrease (figure 6A). Surprisingly, an
opposite behaviour of cytosolic PKCd was observed in normal and silenced cells
after incubation with the toxin when apoptosis is activated. However, after 48 hours
of exposure to YTX, PKC6 decreased by 28% in PDE4A1-silenced cells, showing
the same pattern as control cells (figure 6C). The movement of PKCS from the
nucleus to the cytoplasm observed in figures 1D and 3D, could be linked to the
apoptotic cell death activated by YTX [11, 32]. The decrease on cPKC and PKCH
levels after 48 hours (figures 1 and 3) could be due to autophagic cell death
activation in K-562 cells [10].

Considering these results, we studied the relevance of PKCs in the activation of
cell death routes by YTX, and the viability of K-562 cells after incubation with YTX
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in cPKC- and PKCé-silenced cells. First cPKC and PKC3d-silencing efficiency was
checked by western blotting after 48 and 72 hours of silencing (figure 7). cPKC was
31% and 35% significantly decreased after 48 and 72 hours of transfection,
respectively. PKCS expression was reduced by 28% and 25% after 48 and 72 hours
of transfection, respectively. Then, cPKC-, PKC6- and PDE4Al-silencing viability
was also studied (figure 8). No effect of silencing was observed on cell viability,
except in the case of PKCd-silenced cells for 72 hours, that causes a 39% decrease of
viability. Therefore, YTX treatment was performed according to these silencing
efficiency values. Figure 9 shows cell viability results in untreated and YTX-treated
cells in normal and cPKC-, PKC3&- or PDE4ALl-silenced cells by LDH assay. In the
first 24 hours of exposure to YTX, the viability was decreased by 12%, 21% and
12%, in normal, cPKC and PKCd-silenced cells, respectively. However, no effect
was observed after YTX incubation in the PDE4Al-silenced population. On the
other hand, after 48 hours of YTX treatment, the viability decreased 79% in control
cells, 80% in cPKC-silenced population and 66% in PKC3-silenced cells.
Remarkably, PDE4A1-silencing ablated the viability reduction induced by YTX.

Therefore our results suggest that PKC expression and localization are
modulated by YTX and show a tight link with the PKCs subtypes studied and
PDE4ALl. However these changes in PKC levels were not related to the cell death
pathways activated by YTX, since cell death was not avoided when PKCs were
inhibited.

Discussion

Previous studies have evidenced apoptotic activation after exposure to YTX for
24 hours, and autophagy being triggered after 48 hours with the toxin in K-562
human tumor cells [10, 11]. With these premises, we studied the role of cPKC and
PKCs in YTX activated pathways, since these proteins were recently associated to
the elusive mechanism of action of the toxin [12, 13]. Furthermore, PKCs are pro-
surviving or pro-apoptotic agents with different effects depending on the cell type
[31, 33, 34]. After 24 hours of treatment with the toxin, cPKC does not modify its
levels in the different localizations of the cell, so YTX seems to have no effect in this
protein when apoptosis is activated [11]. However, a close relationship between
cPKC and PDE4A1 was observed. While no response to YTX exposure was detected
after PDE4Al-silencing, YTX induces cPKC decrease suggesting the activation of
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an alternative non-death cell pathway independent of PDE4A1, since after silencing
this protein, no cell death is detected. On the other hand, PKCd changes its
localization from the nucleus to the cytosol in the first 24 hours of YTX exposure.
Typically, the activation of PKCo implies its translocation from the cytosol to the
nucleus and then it is cleaved and activated by caspase 3 to trigger apoptosis [25, 35,
36]. However, other localizations of PKC9 in the cytosol, such as the mitochondria,
are also related with apoptotic activation [37, 38]. Our previous data, pointed to
mitochondria as the main target to YTX in K-562 cell line through the mitochondrial
complex AKAP149-PKA-PDE4A [9, 11]. Therefore, PKCS migration to the
mitochondria is linked to cytochrome c release to the cytosol and activation of
intrinsic apoptosis [32, 37].

The increment of PKCd in the cytosolic fraction, could be leading to the
activation of this programmed cell death type after 24 hours of YTX incubation.
Furthermore, PDE4ALl-silencing induces the increment of PKC8 expression to return
it to basal levels after YTX incubation. Therefore, after exposure to YTX or
PDE4A1-silencing, PKCo expression is increased, although both treatments together,
return PKC9 to basal levels. The same effect was observed in LC3B expression of K-
562 cells after 48 hours of exposure to the toxin in PDE4A1l-silenced population
[10]. However, after 24 hours of treatment with the toxin of PKCo-silenced
population, no interaction was observed between PKCd and decrease in cell viability
due to the toxin effect. Therefore, PKC9 translocation from the nucleus to the cytosol
is not mediating in YTX mechanism of action. Furthermore, the active form of
caspase 3 is increased after 24 hours of YTX incubation [11]. PKCS is cleaved by
this type of caspase and the activated short form of PKCd can phosphorylate and
induce the activation of caspase 3 [36]. The levels of PKC$ after 24 hours of toxin
treatment are increased at the same time of caspase 3 activation. Therefore we are not
detecting PKCd cleavage by caspase 3, or perhaps the activation of the caspase is not
enough to cleave the protein.

On the other hand, 48 hours after YTX treatment, when autophagic cell death
is activated [10], both PKC types, conventional and o subtype, are decreased in the
cytosol. The PKC implication in autophagy, as for apoptosis, is also dependent on
cell type [39]. In this regard, it was described the contribution of PKC to autophagy
either as inductor or inhibitor [39, 40]. Moreover, in K-562 cell line, a and  cPKCs

subtypes are necessary to induce autophagy cell death after acadesine exposure [41],
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and on the other hand PKC activation attenuates the autophagy in HEK293 cells
[42]. Our results show a decrease in both cytosolic cPKC and PKC§ expression and
that cPKC levels in nucleus are also decreased at this time. cPKC is closely related to
PDE4Al, since after 48 hours of exposure to the toxin, control PDE4A1-silenced
population shows very low levels of cPKC, and surprisingly YTX increases its
expression but it does not reach basal levels. Since PDE4Al was decreased in the
cytosol after YTX treatment [11], the fall of this protein by YTX induction or by
PDE4A1-silencing is enough to decrease the cPKC levels. These results suggest that
cytosolic cPKC decrement after 48 hours of exposure to the toxin, does not imply
cell death, since the same cPKC expression in cytosol was obtained in PDE4AL-
silenced cells with or without YTX treatment, and in these conditions no cell death
was observed [11].

Few data are available about PDEs crosstalks with PKCs. However, it was
reported that the activation of cPKC from the cytosol to the plasma membrane
coexists with an increase of PDE4A in cytosol [12]. Opposite to this, the decrease of
PDE4A expression in the cytosol, as it was described in K-562 cell after YTX
incubation [11], could avoid cPKC activation and translocation to the plasma
membrane. However PKCo expression is decreased only in the cytosol fraction after
48 hours of exposure to YTX, and this effect is independent on PDE4A1. PKCd
levels decrement observed after YTX incubation for 48 hours does not imply cell
death, since the same reduction is observed in a PDE4A1-silenced population and no
cell death was detected [11]. Furthermore, after 72 hours of PKC5 silencing a large
percentage of cell death is observed. It has been suggested the key role of PKCS$ in
the metabolism of the human K-562 tumor cell line, since this protein is related with
pro-surviving routes [43]. This PKC subtype is not studied in the K-562 cell line, so
further results must be done since it seems to be a crucial protein in this lineage. In
this regard, the PKCS translocation to the nucleus accompanied by the cytosolic
activation of Nucear Factor-kappa B and its migration also to the nucleus, protecting
K-562 cells against ionizing radiation [44]. But PKCd implication in pro-survival or
pro-apoptotic pathways is still unclear [33, 45]. Finally, either cPKC or PKC$-
silenced populations do not change cell viability decrement induced by YTX after 48
hours. These results suggest, similarly than in the first 24 hours of incubation, that

the effect of YTX on cell death is independent of the role of these types of PKC.
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In summary, either cPKC or PKCo are not related with cell death pathways
activated by YTX, but they are regulated downstream by PDE4ALl, a crucial protein
of the mechanism of action of YTX. This toxin shows different effects on cell death
or survival depending on the cellular model. Furthermore, PKCs involvement on cell
death activation or inhibition is also specific on cellular model. Therefore, the
obtained results can be specific of our lineage. In this sense, YTX produces its action
through the PDE4AL1 protein, followed by the activation of pathway cascades linked
with cell death activation. However, the modulation of PKCs independently of cell
death suggests the activation of non-cell death pathways activated by the toxin.
Figure 10 shows the modulation of both subtypes of PKC in control and PDE4Al-
silenced cells. Moreover, the role of PKC6 in K-562 cell line must be further studied,

since our results demonstrate its importance in K-562 viability.
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Figure legends

Figure 1: Effect of YTX on cytosolic cPKC and PKCd expression in K-562 cell
line. Cells were incubated for 24 and 48 hours with 30 nM YTX (37°C and 5% CO,
atmosphere). (A) and (D): Percentage of cytosolic cPKC and PKCd levels, respectively,
after 24 and 48 hours of treatment. Mean £ SEM of three experiments. Cytosolic cPKC and
PKCS values were calculated respect to p-actin band intensity. 3.10° cells per condition were
lysed and 20 pg of total protein per condition was charged in the electrophoresis gel. (*)
Significant differences between untreated and YTX-treated cells. (B) and (C):
Representative experiments of western blot band intensity of cytosolic cPKC in K-562 cells
after 24 and 48 hours of treatment, respectively. (E) and (F): Representative experiment of
western blot band intensity of cytosolic PKCS in K-562 cells after 24 and 48 hours of
treatment, respectively. (G): Representative proteins as positive and negative controls of

cytosolic fraction purity.

Figure 2: Effect of YTX on ¢cPKC and PKCd expression in plasma membrane of
K-562 cell line. Cells were incubated for 24 and 48 hours with 30 nM YTX (37°C and 5%
CO, atmosphere). (A) and (D): Percentage of cPKC and PKCS levels in plasma membrane,
respectively, after 24 and 48 hours of treatment. Mean £ SEM of three experiments. Plasma
membrane cPKC and PKC3 values were calculated respect to p-actin band intensity. 3.10°
cells per condition were lysed and 15 ug of total protein per condition was charged in the
electrophoresis gel. (B) and (C): Representative experiments of western blot band intensity
of cPKC in plasma membrane of K-562 cells after 24 and 48 hours of treatment,
respectively. (E) and (F): Representative experiment of western blot band intensity of PKCd
in plasma membrane of K-562 cells after 24 and 48 hours of treatment, respectively. (G):

Representative proteins as positive and negative controls of cytosolic fraction purity.

Figure 3: Effect of YTX on nuclear ¢cPKC and PKCd expression in K-562 cell
line. Cells were incubated for 24 and 48 hours with 30 nM YTX (37°C and 5% CO,
atmosphere). (A) and (D): Percentage of nuclear cPKC and PKCS levels, respectively, after
24 and 48 hours of treatment. Mean £ SEM of three experiments. Nuclear cPKC and PKCd
values were calculated respect to Histone 1 band intensity. 10.10° cells per condition were
lysed and 20 pg of total protein per condition was charged in the electrophoresis gel. (*)
Significant differences between untreated and YTX-treated cells. (B) and (C):
Representative experiments of western blot band intensity of nuclear cPKC in K-562 cells
after 24 and 48 hours of treatment, respectively. (E) and (F): Representative experiment of
western blot band intensity of nuclear PKCS in K-562 cells after 24 and 48 hours of
treatment, respectively. (G): Representative proteins as positive and negative controls of

cytosolic fraction purity.
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Figure 4: PDE4AL silencing efficiency by western blotting analysis in K-562 cell
line. (A): Percentage of cytosolic PDE4A levels in K-562 cell line after 48 and 72 hours of
PDE4A1 siRNA transfection, respectively (37°C, 5% CO, atmosphere). Mean + SEM of
three experiments. Cytosolic PDE4A values were calculated respect to B-actin band
intensity. 4.10° cells per condition were silenced and 20 pg of total protein per condition was
charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untransfected and
siPDE4AL transfected K-562 cell line. (B) and (C): Representative experiment after 48 and
72 hours of PDE4A1-silenced K-562 cell line, respectively. (D): Representative proteins as
positive and negative controls of the cytosolic fraction purity.

Figure 5: Effect of YTX on cytosolic cPKC expression in untransfected and
PDE4A1l-silenced K-562 cell line. Cells were first incubated with the PDE4AL siRNA for
24 hours and then for 24 and 48 hours plus with 30 nM YTX (37°C and 5% CO,
atmosphere). (A) and (C): Percentage of cytosolic cPKC levels in untransfected and
PDE4Al-silenced K-562 cell line after 24 and 48 hours of treatment with YTX, respectively.
Mean = SEM of three experiments. Cytosolic cPKC values were calculated respect to f-actin
band intensity. 2.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition
was charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and
YTX-treated cells. (#) Significant differences between sicPKC transfected and untrasfected
control K-562 cell line. (B) and (D): Representative experiment of western blot band
intensity of cytosolic cPKC in untrasnfected and PDE4A1l-silenced cells after 24 and 48
hours of treatment. (E): Representative proteins as positive and negative controls of

cytosolic fraction purity.

Figure 6: Effect of YTX on cytosolic PKCd expression in untransfected and
PDE4A1-silenced K-562 cell line. Cells were first incubated with the PDE4AL siRNA for
24 hours and then for 24 and 48 hours plus with 30 nM YTX (37°C and 5% CO,
atmosphere). (A) and (C): Percentage of cytosolic PKCS levels in untransfected and
PDE4A1-silenced K-562 cell line after 24 and 48 hours of treatment with YTX, respectively.
Mean = SEM of three experiments. Cytosolic PKCS values were calculated respect to f-actin
band intensity. 2.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition
was charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and
YTX-treated cells. (#) Significant differences between siPKCd transfected and untrasfected
control K-562 cell line (B) and (D): Representative experiment of western blot band
intensity of cytosolic PKC$ in untrasnfected and PDE4A1-silenced cells after 24 and 48
hours of treatment. (E): Representative proteins as positive and negative controls of

cytosolic fraction purity.
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Figure 7: cPKC and PKC5 silencing efficiency by western blotting analysis in K-
562 cell line. (A): Percentage of cytosolic cPKC and PKC3 levels in K-562 cell line after 48
and 72 hours of ¢cPKC and PKC53 siRNA transfection (37°C, 5% CO, atmosphere). Mean +
SEM of three experiments. Cytosolic cPKC and PKCo values were calculated respect to -
actin band intensity. 2.10° cells per condition were treated and 20 ug of total protein per
condition was charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between
untransfected and sicPKC or siPKCo transfected K-562 cell line. (B) and (C):
Representative experiment after 48 and 72 hours of transfection of cPKC and PKCg-silenced
K-562 cell line after, respectively. (D): Representative proteins as positive and negative
controls of the cytosolic fraction purity.

Figure 8: K-562 cell viability after ¢cPKC, PKC& and PDE4Al silencing.
Percentage of K-562 cell line viability after cPKC, PKCd and PDE4A 1-silencing for 48 and
72 hours. Mean = SEM of three experiments. 300000 cells per condition were used to
measure cell viability by LDH assay. (*) Significant differences between untransfected and
sicPKC, siPKC3 or siPDE4A1 transfected K-562 cell line.

Figure 9: Effect of YTX on cell viability in ¢PKC, PKCé and PDE4A1-silenced
K-562 cell lines. Cells were incubated with cPKC, PKCS and PDE4A1 siRNA for 24 hours,
and then for 24 and 48 hours plus with 30 nM YTX (37°C and 5% CO, atmosphere).
Percentage of cPKC, PKCS and PDE4Al-silenced K-562 cell line viability after YTX
treatment for 24 and 48 hours. Mean £ SEM of three experiments. (*) Significant
differences between untreated and YTX-treated cells in each case.

Figure 10: cPKC and PKCd modulation by YTX in control and PDE4A1-silenced
K-562 cell line. Schematic representation of modulation of cPKC and PKCS levels after the
incubation with YTX for 24 and 48 hours (black and grey letters, respectively). Up, PKC
levels are represented in control cells after 24 hours and 48 hours of YTX incubation. In the
first 24 hours cPKC does not change its levels in any localization of the cell, while PKCo
moves from the nucleus to the cytosol. After 48 hours both cPKC and PKC5 are decreased in
the cytosol. Down, PKC levels are represented in PDE4Al-silenced cells. First the cells are
incubated with the PDE4A1 siRNA for 24 hours and then for 24 and 48 hours plus with
YTX. PDE4A1-silenced population does not change cPKC expression in the first 24 hours
while PKC$ levels are increased. However, cPKC expression is decreased and PKCS does
not change its levels 24 hours later. Cells treated with YTX after PDE4Al-silencing
decreases both cytosolic cPKC and PKC¢ after 24 hours, while after 48 hours of treatment
cPKC is increased and PKCd decreased.
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I.4 Estudio comparativo entre la linea celular tumoral K-562 y la linea
linfoblastoide no tumoral: la toxicidad de la YTX se debe a diferencias
estructurales de la PDE4A

Resumen

Las YTXs son un grupo de toxinas marinas involucradas en diferentes
procesos de muerte celular programada segun el tipo de célula. Esta toxina
es citotoxica para la linea celular K-562, mientras que no lo es para linfocitos
humanos. Ademas esta toxina activa las rutas de muerte en la linea K-562 a
través de la PDE4A. Por lo tanto se realiz6 un estudio comparativo entre la
linea tumoral K-562 y la linea linfoblastoide no tumoral. En este sentido, se
midieron los niveles citosélicos de diferentes marcadores apoptoticos en
ambas células. Asi se cuantifico la cantidad de citocromo ¢ o de la forma
activa de la caspasa 8 en el citosol, tras 24 horas de incubacion con YTX.
Ademas también se estudié el marcador autofagico, la pmTOR en ambas
células tras 48 horas de incubacion con la YTX. Debido a la importancia de
la PDE4A en las rutas que activa esta toxina, también se estudiaron los
niveles de esta proteina en el citosol tras 24 y 48 horas de tratamiento. La
expresion de todas estas proteinas se midieron mediante la técnica de
western blot. Ademas, se comprobd con citometria de flujo la actividad
mitocondrial tras la incubacion con YTX durante 24 y 48 horas. Los
resultados obtenidos muestran que en las primeras 24 horas, la YTX no
activa la apoptosis en la linea linfoblastoide. Sin embargo, si se observa
activacion de la autofagia tras 48 horas de tratamiento con la toxina pero sin
inducir muerte celular, tan solo provoca una disminucién de la proliferaciéon

celular.
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Abstract

Yessotoxin (YTX) is a group of marine toxins involved in different processes of
programmed cell death depending of cellular type. This toxin is cytotoxic to the K-
562 cell line, while this effect was not observed in fresh human lymphocytes.
Moreover, in K-562 cells, the YTX activates cell death pathways through the type
4A of phosphodiesterase (PDE4A). Therefore, a comparative study between the
tumor cell line K-562 and a non-tumor lymphoblastoid cell line was performed. In
this sense, the expression in the cytosol of the apoptotic hallmarks cytochrome ¢ and
the active form of caspase 8 were checked after 24 hours of YTX incubation in both
cell lines. And also the autophagic hallmark, the mechanistic Target Of Rapamycin
(mTOR), was also studied after 48 hours of YTX treatment in the same cell lines.
Also the PDE4A levels in the cytosol were studied after YTX incubation for 24 and
48 hours. The expression of all these proteins was studied through the western blot
technique. Moreover, mitochondrial activity was checked by flow cytometry. The
results shown no induction of apoptosis in lymphoblastoid line after 24 hours while
after 48 hours the autophagy is triggered however it does not induce cell death, only

a decrease of proliferation rate was observed.

Keywords

yessotoxin, apoptosis, autophagy, K-562, lymphoblastoid line.
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Introduction

Under unfavorable conditions, the cells develop different strategies to survive or
die. In this context, autophagy is the main mechanism in wich the cells fight for
survive and if it is not possible, activates autophagic cell death [1]. Autophagy, also
known as type Il programmed cell death is activated after nutrients deprivation or
other stimulus, such as rapamycin treatment [2, 3]. In both cases, the target is the
mechanistic Target Of Rapamycin (mTOR). This protein inhibits the autophagy
through its active phosphorylated form (pmTOR), and under negative conditions, the
protein is dephosphorylated and inactivated, as a result the autophagic cascade is
triggered [3]. Then, multitude of methabolic pathways are activated to finally
develop vacuoles, called autophagosomes. These vesicles will digest different parts
of cells, such as damage organelles, that finally are fused with lysosomas, to obtain
the basic elements to survive under unfavorable conditions [4]. However, sometimes,
the autophagy degenerates in the digestion of the whole cell leading to the
autophagic cell death [5]. Other type of programmed cell death and the main one, is
the apoptosis, also known as the type | of programmed cell death [2]. Apoptosis can
be activated through the intrinsic or mitochondrial apoptotic cell death or through the
extrinsic or death receptor (DR) pathway [6]. The first one, mitochondrial apoptosis,
is triggered by different stimulus that destabilizes mitochondrial membrane potential.
As a result, the mitochondrial transition pore is opened and pro-apoptotic proteins are
released from the intermembrane space to the cytosol [7]. The pro-apoptotic proteins
such as cytochrome c, smac/DIABLO, apoptotic inductor factor (AIF), and
endonuclease G, activate the caspase 9 that activates caspase 3 developing the rest of
apoptotic cascade [8]. The extrinsic apoptotic cell death is triggered after the binding
of a ligand to the death receptor (DR) that belongs to the tumour necrosis factor
receptor family (TNFR), in the plasmatic membrane. Then, the death inducing
signaling complex (DISC) is developed in the cytosolic region of the plasma
membrane, and brakes procaspases 8 and 10 into the active forms caspases 8 and 10.
The caspase 8 also activates the caspase 3 and converges at this point with the

intrinsic apoptotic pathway [9].

Yessotoxins (YTX) are sulfated polyether compounds isolated for the first time
from the scallops Patinopecten yessoensis [10]. However it is synthesized by the

dinoflagellates Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum and Gonyaulax
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spinifera [11-13]. YTX are modulators of phospodiesterases (PDEs), and as a
consequence the adenosine 3",5"-cyclic monophosphate (CAMP) levels are increased
or decreased depending on the cell type [14-18]. Moreover, YTX is widely described
as a mitochondrial apoptotic inducer [9, 19]. In this sense, the structural protein A
kinase anchoring protein 149 (AKAP149) binds type 4A of PDE and protein kinase
A (PKA) to the outer mitochondrial membrane [20, 21]. These three components
make a complex that is regulated by cAMP levels, since this second messenger
activates PKA to phosphorylate other proteins, and the whole complex moves around
the cells depending on cAMP gradients [22, 23]. Therefore, this complex was studied
after YTX treatment in K-562 cell line, and a close relation between the complex
expression and cell death was discovered [14, 24]. In this context, opposite effects
were observed in cell viability results and cytosolic AKAP149 levels between K-562
tumor cell line and fresh human lymphocytes. The K-562 cell viability and cytosolic
AKAP149 levels were decreased, while no effect was observed in human fresh
lymphocytes viability and the cytosolic AKAP149 expression was increased after
YTX incubation [14]. Also autophagy cell death, was described in K-562 cell line

after the treatment with the toxin [25].

In this context, the aim of this work is to elucidate if the toxic effects of YTX are
exclusively of a tumoral cell model, or it depends on a lineage feature related to
mitotic machinery. To this objective, a non-tumor cell line, a lymphoblastoid cell
line was chosen to make a comparative study, since this line are human B
lymphocytes immortalized with the Epstein Barr virus without tumoral features [26-
28].

Materials and methods
Reagents and solutions

YTX was obtained from CIFGA Laboratories (Lugo, Spain). Anti-B-tubulin I,
Bovine serum albumin (BSA), CaCl,, NaH,PQ,4, Trizma hydrochloride, Triton X-
100, glycine, trizma base, SDS (sodium dodecyl sulphate) and Tween®20 were from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). NaCl, MgSO,4, NaHCO3; and glucose were from
Panreac (Barcelona, Spain). Anti-PDE4A was from ABCAM (CA, USA). Anti-
Histone 1, anti-B-Actin, anti-pmTOR, anti-caspase 8 (active form), anti-cytochrome

C, anti-rabbit 1gG peroxidase conjugated and Polyvinylidene fluoride (PVDF)
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membrane was from Millipore (Temecula, USA). Anti-Mouse IgG horseradish
peroxidase-linked species-specific whole antibody was purchased from GE
Healthcare (Barcelona, Spain).

Polyacrylamide gels and molecular weight marker Precision Plus Protein™
Standards Kaleidoscope™ were purchased from BioRad® (Barcelona, Spain).
Protease Inhibitor Complete Tablets and Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets were
from Roche (Spain).

Free calcium and magnesium PBS used in flow cytometry assays was purchased
from Gibco, Life Technologies (UK).

Physiological saline solution composition was (in mM): Na* 142.3; K* 5.94;
Ca’* 1; Mg®* 1.2; CI" 126.2; HCO3 22.85; HPO,* 1.2, SO4* 1.2; glucose 1 g/L was
added to the medium giving an osmotic pressure of 290+10 mOsm/kg of H,O and
pH was adjusted to 7.2 with HCI 0.1 N and CO,. PBS used to wash the western
blotting membranes consisted of NaCl 137 mM; Na,HPO, 10.14 mM; KH,PO, 1.76
mM; KCI 2.68 mM; pH was adjusted to 7.2 with NaOH.

Cell culture

K-562 cell line was purchased from the National Cancer Institute (NCI's) and
maintained in the Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 50 units/ml penicillin and 50
pug/ml streptomycin. All these reagents were from Gibco, Invitrogen (Spain). Cells
were growing at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. Incubations with 30 nM
YTX were carried out under these conditions of temperature, humidity and
percentage of CO..

Lymphoblastoid cell line was purchased from the Banco Nacional de ADN
Carlos 11l and maintained in the Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)
medium with HEPES and glutamine from Biowest (France) supplemented with 15%
fetal bovine serum (FBS) and 100 units/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin.
All these reagents were from Gibco, Invitrogen (Spain). Cells were growing at 37°C
in a humidified 5% CO, atmosphere. Incubations with 30 nM YTX were carried out

under these conditions of temperature, humidity and percentage of CO..
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Subcellular fractionation

3.10° cells per condition were incubated 24 and 48 hours with and without 30
nM YTX and then were centrifuged and washed with saline solution. Cells were
resuspended in lysis buffer with the following composition: 50 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1X Complete Protease Inhibitor and 1X
Phosphatase Inhibitor Cocktail. The extract was sonicated and centrifuged (9300 g,
10 minutes, 4°C). The supernatant with the cytosolic franction was transferred to a

new tube and stored at -20°C until protein quantification.
Western blotting analysis

Direct Detect Spectrometer from Millipore (Germany) was used to know sample
protein concentration and BSA was used as protein standard. The cytosolic fraction
was blotted to PVDF membrane by reduced SDS-PAGE. To determine the protein
size and also to monitor the progress of electrophoretic runs, Precision Plus
ProteinTM Standards Kaleidoscope™ molecular weight marker was used. After
blockage with 0.5% BSA the membranes were incubated 10 minutes with anti-
cytochrome C, anti-PDE4A, anti-caspase 8 and anti-pmTOR, then were washed three
times with PBS and 0.1% Tween®20 and incubated for 10 minutes with secondary
anti-mouse or anti-rabbit 1gG horseradish peroxidase-linked species-specific whole
antibody. After three washes, chemiluminescence was visualized with SuperSignal®
West Pico (low intensity) or with SuperSignal® West Femto (high intensity) both
from Pierce (ThermoScientific, USA) also Clarity Western ECL substrate (medium
intensity) was used from BioRad®. The chemiluminiscent signal was detected with
the Diversity GeneSnap software and analized by the Diversity 4 gel documentation
and analysis system. Relative protein expression was calculated in relation to B-actin
expression for each experiment in cytosolic fraction. Experiments were carried out at
least three times by duplicate. The subcellular fraction purity was tested by
measuring control proteins of cytosol fraction: Histone 1 was the negative control,
only present in the nuclear fraction. And pB-tubulin was the positive control since it is

located in the cytosolic fraction.
Cell viability

Cells were centrifuged (250xg, 4 minutes, 4°C) after treatment. The pellets were
washed with saline solution and centrifuged (1100xg, 5 minutes, 4°C) again, then
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cells were resuspended in saline solution with MTT (250ug/mL) (M2128, Sigma)
and incubated and measured as described before [14]. The supernatant was used to
measure LDH by using the in vitro Toxicology Assay Kit (TOX7, Sigma) following
the commercial protocol. The assays were carried on with a cell number population

per condition of 5.10° cells.
Mitochondrial activity

After the treatment with the toxin, cells were washed with saline solution,
centrifuged (1200xg, 5 minutes, 4°C) and incubated in 200 nM MittoTracker® Deep
Reed FM (Invitrogen, USA) for 30 minutes, 37°C in dark, washed again and fixed
with 4% paraformaldehyde (PFA) for 20 minutes at 4°C. Then, cells were washed for
two times with free calcium and magnesium PBS and finally resuspended in 80 pL
of PBS and analyzed by flow cytometry. Flow cytometry data were analyzed by the
IDEAS 4.0 Cell Image Analysis software. The assays were carried on with a cell

number population per condition of 1.10° cells.
Statistical analysis

All the experiments were carried out at least three times by duplicate. Student’s
t-test and ANOVA were used to examine statistical significance, assumed for p <

0.05. Results were expressed as the means +/- SEM.

Results

Opposite effects of YTX are reported in tumor K-562 cell line and fresh human
lymphocytes [14]. However there are several differences between a tumor cell line
and fresh human cells, since the second one does not have the ability to grow by
itself. Therefore, it would be interesting to compare the YTX effect between a tumor
cell line and a non-tumor cell line. For this purpose it is a good option to compare the
K-562 tumor cell line, with a lymphoblastoid cell line. This cellular line can grow by
itself and has normal apoptotic machinery, while the tumor cell line has not [28]. In
this sense the figure 1 shows the cellular proliferation measured by MTT
metabolization, and LDH release (Figure 1A and 1B, respectively) after 24 and 48
hours of incubation with the toxin. K-562 cells decreased 32% the proliferation of
cells after 24 hours of YTX exposure. However no effect was observed in
lymphoblastoid line under de same conditions, since no differences respect to

untreated cells were detected. After 48 hours of treatment, K-562 cell proliferation
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was 59% decreased while lymphoblastoid cell line was 27% decreased. However the
decrease of cellular proliferation in lymphoblastoid cells after 48 hours lower than
that observed for the K-562 cells (figure 1A). On the other hand, after 24 hours of
YTX treatment, LDH release was 78% increased in K-562 cell line while
lymphaoblastoid cell line showed no significant results respect to untreated cells.
After 48 hours, YTX increased 52% the LDH release in K-562 cells, while no
differences were observed in lymphoblastoid cell line after the incubation with the

toxin.

MTT dye is metabolized by the mitochondria, therefore the results obtained after
48 hours, could be due to mitochondrial activity decrease after YTX incubation
maintaining the cells number of the sample. In this sense, mitochondrial activity was
studied in order to elucidate the effect of YTX at this level. MTT assays, measure the
total of the absorbance of the whole sample in the well with 5.10° cells/well.
Therefore, figure 2 shows mitochondrial intensity cell by cell, by studying what
happen after the YTX exposure, to elucidate if decreased levels of proliferation rate
of figure 1 are due to a decrease in the cell number or a decrease in the mitochondrial
activity. In this sense, in figure 2 mitochondrial activity is shown in K-562 cell line
and in lymphoblastoid line after 24 and 48 hours of incubation. The mitochondrial
dye, MitoTracker®Deep Reed FM, is metabolized by the mitochondria and the
intensity in channel 6 is proportional to mitochondrial activity. Figures 2A and 2B
represent mitochondrial activity of K-562 cells and lymphoblastoid cells,
respectively after 24 hours of YTX incubation. And figures 2C and 2D show the
mitochondrial activity in K-562 and lymphoblastoid cell line, respectively after 48
hours of YTX treatment. Higher values in X axis represent more intensity of
MitoTracker®Deep Reed FM, and thus more activity of the mitochondria. Figure 2E
collects these results and significant 7% increase of mitochondrial activity is
observed after 24 hours of YTX incubation in both K-562 cell line and
lymphoblastoid cell line. However, after 48 hours of treatment with the toxin, the
MitoTracker®Deep Reed FM intensity is 6% decreased in K-562 cell line, while it is
9% increased in lymphoblastoid line. Therefore, the decreased levels obtained by
MTT assay after 48 hours of YTX treatment in lymphoblastoid line, are due to a

decrease in the cell number, since at this time, mitochondrial activity is increased.
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Moreover, it is described the key role of PDE4A in YTX mechanism of action
[24]. In this sense, this protein was studied in lymphoblastoid cell line and compared
to the tumor K-562 cell line after YTX treatment. Figure 3 shows the PDE4A
expression in both tumor K-562 cells and non-tumor lymphoblastoid cell line after
24 hours of the exposure to the toxin. While YTX decreased 25% the expression of
PDEA4A in K-562 cells after 24 hours of treatment, no variations were observed in
lymphoblastoid cell line. In the same way, PDE4A expression was measured after 48
hours of YTX incubation. Figure 4 shows the decreased levels of PDE4A in K-562
and lymphoblastoid lines, 34% and 22%, respectively after toxin treatment for 48
hours. At this point, by checking western blot membranes, one difference was
observed. The antibody used to target PDE4A recognizes a protein at 98 KDa,
however K-562 cells showed the PDE4A with a higher molecular weight, around 130
KDa, while lymphoblastoid cells showed their PDE4A at the stablished molecular
weight, at 98 KDa (Data not shown). Moreover, YTX activates both intrinsic and
extrinsic apoptosis of K-562 cell line after 24 hours of incubation [24]. Therefore the
activation of these pathways was studied. In this sense, the results exposed until now,
show some differences in lymphoblastoid cell line and the tumor cell line in terms of
viability and PDE4A expression after YTX incubation. Therefore, different apoptotic
hallmarks were studied under these conditions. Figure 5 shows the expression of the
mitochondrial apoptotic hallmark, cytochrome c. While in K-562 cell line YTX
induces 34% of increment in the cytosolic cytochrome c after 24 hours of incubation,
no effects were observed in lymphoblastoid cells. Moreover similar results were
obtained after measuring the typical extrinsic apoptotic hallmark, the active form of
caspase 8. Figure 6 represents the caspase 8 levels after 24 hours of YTX exposure.
Under these conditions, caspase 8 is 75% increased in the tumor cell line, K-562,
while no effect is observed in non-tumor lymphoblastoid line. Finally, after 48 hours,
YTX induces autophagy cell death in K-562cell line [25]. Therefore the central
protein of this pathway, the mTOR active form (pmTOR) [1], is studied to finish
understanding the similarities and differences between both cell types. In this regard,
surprisingly, similar results were obtained in K-562 and lymphoblastoid cell line. A
decrease of 39% and 40% was observed after 48 hours of YTX treatment in the

tumor cell line and in non-tumor cell line, respectively (figure 7).
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In summary, YTX effects are different depending on the cellular line, since
different results were obtained in the tumor K-562 cell line and non-tumor
lymphoblastoid cells. In the first 24 hours YTX activates apoptotic cell death in the
tumor cell line, the levels of PDE4A are decreased in the cytosol and mitochondrial
activity is increased. And after 48 hours, autophagy cell death is activated in K-562
cells accompanied by a decrement in the expression of cytosolic PDE4A and in
mitochondrial activity. On the other hand, YTX shows no effect on lymphoblastoid
cell line the first 24 hours of incubation with the toxin, only mitochondrial activity is
increased at this time. However after 48 hours of treatment, autophagic hallmarks are
detected, and cell proliferation is observed while no LDH release was activated.
Moreover PDE4A expression is decreased in the cytosol while mitochondrial activity
is still increased (Table 1). The autophagy activation in K-562 leads to cell death,
however the same pathway activated in lymphoblastoid cell line, did not induce cell
death.

Discussion

YTX activates different cell death types depending on the cellular line [19].
Moreover, opposite effects in terms of cell viability were obtained after the treatment
with YTX of the tumor K-562 cell line and fresh human lymphocytes [14]. These
observations points to YTX as an interesting compound to target tumor cell lines but
not normal cells [29]. However there are several differences between a cellular line
and fresh cells from healthy donnors, since the last one cannot grow by itself [30]. In
this context, the comparative study of YTX effect in a tumor cell line and a non-
tumor cell line could give interesting information about the mechanism of action of
YTX. The pathways activated in the leukemic K-562 cell line by this toxin are quite
studied [14, 24, 25]. And it is described that PDE4A shows a key role in these
pathways that leads to the activation of different programmed cell death pathways
[24, 25]. Therefore, lymphoblastoid line is a good tool to study the effects of the
toxin comparing to well known pathways triggered in K-562 cells.

The first difference observed between the two lines is the cell viability. Cellular
proliferation is usually measured by MTT assay that gives a percentage of viable
cells capable to reduce the MTT dye by the mitochondria [31-33]. On the other hand,

LDH measurement is a simple assay to quantify cell membrane integrity, since after
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the lysis of cells, LDH is released into the extracellular medium and the amount of
this enzyme increases proportionally to the number of broken cells [34]. In this
sense, K-562 cell line shows a fall in cell proliferation accompanied by an increment
in LDH release after both 24 and 48 hours. Therefore the number of cells is
decreasing by cell death, since apoptosis and autophagy are respectively activated
after 24 and 48 hours of YTX incubation [24, 25]. However, lymphoblastoid cell line
shows no effect in cell viability in the first 24 hours of treatment, and after 48 hours
the cell proliferation is decreased without LDH release. These results suggest no cell
death activation in lymphoblastoid line after YTX incubation, but cellular
proliferation arresting of lymphoblastoid cell line is activated after long time of toxin
exposure. K-562 cell death after 24 hours of YTX incubation observed in this paper
was pointed out before [24]. Interesting, caspase 8 activation observed before [24],
correlates with the increased levels of its active form observed in this paper after the
treatment with YTX for 24 hours. This apoptotic hallmark is typical from extrinsic
apoptotic pathway, and this pathway has not been observed in other cell line different
of K-562 [19, 24, 35]. Furthermore, the cytosolic levels of cytochrome c released
from the mitochondria demonstrate that Y TX is also triggering the intrinsic apoptosis
[36]. However, none of these hallmarks were observed in lymphoblastoid cell line,
showing different YTX effect depending on cellular type [14]. The mechanism of
action of YTX is through the PDE4AL protein modulation and also through the
mitochondrial complex AKAP149-PKA-PDEA4 movement over the cell, in K-562
cell line [24]. In this context, western blot analysis showed different PDE4A
molecular weight for both K-562 cell line and lymphoblastoid cells. Therefore, any
difference in the structure of this PDE4A protein could be the key point of the YTX
mechanism of action. Molecular structure is a critical parameter for the affinity or
interaction between proteins as it was observed in other cases [37-39]. Any
particularity on PDE4A of K-562 cell line, points out this protein as a specific and

potential target to tumor therapies for this type of leukemia.

Later on, after 48 hours of YTX treatment, lymphoblastoid line shows
autophagic activation accompanied by a decrease in PDE4A levels in the cytosol.
But these similar features to those observed in K-562 cell line (cytosolic PDE4A and
pmTOR decrease) do not imply cell death in lymphoblastoid cell line, as the results
show. In this sense different effect of YTX in both K-562 cell line and
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lymphoblastoid cells are also observed. At this time, after 48 hours of treatment,
autophagy activated in K-562 leads to cell death. However, the autophagy activated
in lymphoblastoid line leads to a decrease of the cell proliferation rate, that is no type
Il programmed cell death. In this context, the cell develops the mechanism to begin
the digestion or recycling of different parts of the cell in order to obtain the elements
to survive under these critical conditions. Sometimes, the cell cannot survive to this
process, and autophagic cell death is activated [40]. But other times, the aim of the
autophagy, to survive in extreme conditions, is performed [41]. Different to K-562
cell line, lymphoblastoid cell line autophagy does not activate cell death and this fact
induces the decrease in levels of cell proliferation. Since the activation of autophagic
survive mechanism produce this effect through the cell growth regulator mTOR
protein [3]. Decrement in cell proliferation by autophagic activation was observed in
colon cells and in human mammary epithelial cell lines [42, 43]. Rapamycin shows
the same effect on cell proliferation through the cell cycle arrest in G1 phase of the
mitosis, in endometrial carcinomas [44]. Therefore, there is a connection between
autophagy activation and cell proliferation decreases. It is important also, the
relationship between the protein components of the AKAP149-PKA-PDE4A
complex and cell death, since the decrease of these enzymes in the cytosol leads to
cell death, while in fresh human lymphocytes it was described the increment of
cytosolic AKAP149 after YTX treatment and no cell death was detected [14].

It is described that the central point where the cell proliferation, apoptosis and
autophagy converge, is the mitochondria [45]. In this sense, a close relationship
between mitochondrial permeability transition (MPT) and autophagy or apoptosis is
stablished [46]. MPT leads to mitochondrial membrane depolarization that finally
induces the opening transition pore to release pro-apoptotic proteins to the cytosol
[47].When the MPT process is activated in some mitochondrias, autophagy is
activated, while apoptosis is triggered when a high number of mitochondrias suffer
MPT [46]. But the exact way of the influence between MPT and autophagy is
unknown[48]. In this paper, mitochondrial activity in K-562 cell line is increased
after 24 hours of incubation with the toxin, when the apoptosis is activated.
Typically, mitochondrial activity is decreased in apoptotic processes, since this type
of cell death, usually shows an increase of reactive oxygen species (ROS) due to the

decreased activity of the mitochondria to neutralize oxidative stress [49]. However
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YTX activates apoptosis and increased levels of mitochondrial activity were
observed, therefore, further studies must be done to elucidate the involvement of
YTX in this effect. Moreover, a similar assay, measuring mitochondrial fluorescence
by a MitoTracker fluorophore after apoptosis induction of different human lymphoid
cell lines, showed decrement of intensities of mitochondrial dye in apoptotic
population [50]. Also the loss of mitochondrial mass, measured by the same
fluorophore, was obtained in peripheral blood mononuclear cells [51]. Therefore, this
special effect of YTX must be carefully studied, since this is not the first time that
the increased levels of mitochondrial activity by YTX is pointed out. This effect was
concluded after YTX treatment of primary culture rat miocytes, after the observation
in MTT assay increment by YTX effect [52]. Also other anti-tumoral compounds
treatment of cancer cell lines showed increased false levels of MTT signal [53].
However, after 48 hours, when YTX activates autophagic cell death in K-562 line,
mitochondrial activity is decreased. In this context, mitophagy was defined as the
mitochondrial autophagy to describe the mitochondrial removal, characteristic of
autophagy activation [54]. On the other hand, mitochondrial activity is also increased
in lymphoblastoid cell line after 24 hours of treatment with the toxin, with no effects
on cell viability, while after autophagy induction at 48 hours of YTX incubation, its
activity continuous increased. Therefore, this is another hallmark to guarantee that
the autophagy activated after 48 hours in K-562 cell line and in lymphoblastoid cell
line, is a different autophagy, since in the first case the cells activate autophagy
accompanied by mitiphagy and mitochondrial signal decrement, while
lymphoblastoid cell line activates autophagy as a survive process that not affect to

mitochondrias.

In conclusion, the routes activated by YTX in K-562 cell line, are confirmed in
this paper and also mitochondrial activity is pointed as a characteristic feature of
YTX apoptotic activation. Moreover lymphoblastoid line shows non cytotoxic effect
after YTX treatment, although the cell proliferation decreases due to autophagy
activation. However further could be done to check other autophagy hallmarks. All
these results are summarized in Table 1. Finally, YTX effect depend on cellular
model, but also the same pathways can be activated by the toxin, such as autophagy,
but in K-562 cells leads to type Il programmed cell death, while lymphoblastoid cell
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line leads to autophagic survive. In this sense, the different strategies of the cells to

respond to YTX can be interesting in order to design new molecular therapies.
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Tables

Features
MTT viability
LDH release
PDE4A expression
Mitochondrial activity
Cell Death

Apoptotic hallmarks

Autophagic hallmarks

K-562 tumor cell line

Limphoblastoid cell line

24 hours 48 hours 24 hours 48 hours
]
L 2 L 2 — 4
1 1 — —
| L ]
] — | 2
—
YES YES NO NO
YES NO NO NO
NO YES NO YES
Cell
proliferation
Apoptosis | Autophagy No:action arresthy
cell death cell death autophagy
cell survive

Table 1: Summary of the viability, apoptotic and autophagic features of K-562 and
lymphoblastoid cell line after YTX incubation studied in this paper.
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Figure legends

Figure 1: Effect of YTX on cellular proliferation and LDH release in K-562 and
lymphoblastoid cell lines. Cells were incubated with 30 nM YTX for 24 and 48 hours (37°C
and 5% CO, atmosphere). (A): Percentage of cellular proliferation measured by MTT assay
in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 and 48 hours of YTX incubation. (B):
Percentage of LDH release of K -562 and lymphoblastoid cell lines after 24 and 48 hours of
YTX incubation. Mean £ SEM of three experiments. (*) Significant differences between
untreated and YTX-treated cells in each case. (#) Significant differences between
lymphoblastoid cell line and K-562 cell line under the same condition.

Figure 2: Effect of YTX on mitochondrial activity of K-562 and lymphoblastoid
cell lines. Representative cellular images and histograms of the mitochondrial activity
intensite in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours (A and B, respectively) and
after 48 hours (C and D, respectively) of YTX incubation (37°C and 5% CO, atmosphere).
Brightfield images are represented in channel 05 and MitoTracker®Deep Reed FM intensity
images are shown in channel 06. (E): Percentage of mitochondrial activity of K-562 and
lymphaoblastoid cell lines after 24 and 48 hours of YTX treatment. Data referred to untreated
cells. Mean + SEM of three experiments (5000 cells were analyzed in each experiment). (*)

Significant differences between YTX-treated and untreated cells.

Figure 3: Effect of YTX on cytosolic PDE4A expression in K-562 and
lymphoblastoid cell lines after 24 hours of incubation. Cells were incubated for 24 hours
with 30 nM YTX (37°C and 5% CO, atmosphere). (A): Percentage of cytosolic PDE4A
levels in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours of YTX incubation. Mean +
SEM of three experiments. Cytosolic PDE4A values were calculated respect to -actin band
intensity. 3.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition was
charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and YTX-
treated cells. (B) and (C): Representative experiments of western blot band intensity of
cytosolic PDE4A in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours of treatment,
respectively. (D): Representative proteins as positive and negative controls of cytosolic

fraction purity.

Figure 4: Effect of YTX on cytosolic PDE4A expression in K-562 and
lymphoblastoid cell lines after 48 hours of incubation. Cells were incubated for 48 hours
with 30 nM YTX (37°C and 5% CO, atmosphere). (A): Percentage of cytosolic PDE4A
levels in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 48 hours of YTX incubation. Mean +
SEM of three experiments. Cytosolic PDE4A values were calculated respect to $-actin band

intensity. 3.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition was
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charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and YTX-
treated cells. (B) and (C): Representative experiments of western blot band intensity of
cytosolic PDE4A in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours of treatment,
respectively. (D): Representative proteins as positive and negative controls of cytosolic
fraction purity.

Figure 5: Effect of YTX on cytosolic cytochrome c¢ expression in K-562 and
lymphoblastoid cell lines after 24 hours of incubation. Cells were incubated for 24 hours
with 30 nM YTX (37°C and 5% CO, atmosphere). (A): Percentage of cytosolic cytochrome ¢
levels in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours of YTX incubation. Mean +
SEM of three experiments. Cytosolic cytochrome ¢ values were calculated respect to 3-actin
band intensity. 3.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition
was charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and
YTX-treated cells. (B) and (C): Representative experiments of western blot band intensity
of cytosolic cytochrome ¢ in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours of treatment,
respectively. (D): Representative proteins as positive and negative controls of cytosolic

fraction purity.

Figure 6: Effect of YTX on cytosolic caspase 8 expression in K-562 and
lymphoblastoid cell lines after 24 hours of incubation. Cells were incubated for 24 hours
with 30 nM YTX (37°C and 5% CO, atmosphere). (A): Percentage of cytosolic caspase 8
levels in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours of YTX incubation. Mean +
SEM of three experiments. Cytosolic caspase 8 values were calculated respect to B-actin
band intensity. 3.10° cells per condition were lysed and 20 g of total protein per condition
was charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and
YTX-treated cells. (B) and (C): Representative experiments of western blot band intensity
of cytosolic caspase 8 in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 24 hours of treatment,
respectively. (D): Representative proteins as positive and negative controls of cytosolic

fraction purity.

Figure 7: Effect of YTX on cytosolic pmTOR expression in K-562 and
lymphoblastoid cell lines after 48 hours of incubation. Cells were incubated for 48 hours
with 30 nM YTX (37°C and 5% CO, atmosphere). (A): Percentage of cytosolic pmTOR
levels in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 48 hours of YTX incubation. Mean +
SEM of three experiments. Cytosolic pmTOR values were calculated respect to f-actin band
intensity. 3.10° cells per condition were lysed and 20 pg of total protein per condition was
charged in the electrophoresis gel. (*) Significant differences between untreated and YTX-
treated cells. (B) and (C): Representative experiments of western blot band intensity of

cytosolic pmTOR in K-562 and lymphoblastoid cell lines after 48 hours of treatment,
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respectively. (D): Representative proteins as positive and negative controls of cytosolic

fraction purity.
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3.3 SECCION II: Desarrollo de métodos funcionales de deteccién de las
PLTXs, basados en la union toxina-diana, y estudio de los parametros
optimos de crecimiento y produccién de toxina en cepas del género

Ostreopsis sp.

Los organismos del género Ostreopsis sp. se distribuyen ampliamente
por diferentes mares y océanos [50, 219, 239], incluidas las costas
espafiolas. En este sentido se han descrito varias HABs en el mar
Mediterrdneo [210, 216, 246, 350]. Los parametros favorables para su
expansion son variados e incluso contradictorios. En el mar Adriatico se ha
descrito que las floraciones de Ostreopsis sp. son favorecidas por aguas
tranquilas [351], mientras que en el mar Mediterraneo aguas mas dindmicas
favorecen su eclosion [248]. El efecto de la temperatura del agua, la cantidad
de nutrientes, la disponibilidad de luz, entre otros, también son parametros
que influyen en el crecimiento de estos organismos, pero se desconoce
exactamente de qué manera [248, 351, 352]. Por otro lado, la PLTX muestra
una toxicidad elevada, con una LDsy de 0.3 pg/Kg via ip en ratén [353]. El
analogo mas potente de la PLTX, la ostreocina D, tiene una LDsy de 0.75
ng/Kg [209]. Sin embargo, este grupo de toxinas no esta regulado a nivel
europeo Y el unico método de deteccion validado para las PLTXs es el MBA
[229].

La diana de la PLTX es la bomba Na'/K*-ATPasa [230]. La capacidad de
union entre la toxina y su diana se utilizé para desarrollar dos métodos de
deteccion funcionales. Uno de los métodos se basa en la inmovilizacion de la
bomba Na'/K*-ATPasa sobre una superficie de matriz de dextrano CM5. La
union de la bomba inmovilizada y la PLTX se cuantifica con un biosensor de
afinidad Biacore X SPR. En el otro método de deteccién, la bomba Na*/K*-
ATPasa se marca con fluoresceina, y se cuantifica la unién entre la toxina y
la bomba fluorescente midiendo la polarizacién de la fluorescencia (FP)
emitida. La FP varia en funcion del tamafio de la molécula fluorescente, es
decir, segun esté o no unida a la PLTX. Finalmente, se estudiaron las
condiciones 6ptimas de crecimiento y produccién de toxinas para diferentes
cepas del género Ostreopsis sp. Se determind un parametro nuevo para

cuantificar la cantidad de biomasa que representa el crecimiento del cultivo,
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pues el contaje de células en esta especie no es un parametro fiable, ya que
obtener una muestra homogénea es muy complicado debido a que estas
células crecen en agregados dificiles de disgregar. La cantidad de toxina
producida por las cepas de Ostreopsis sp. se cuantificé aplicando el método
de deteccion de la FP de compuestos “tipo-PLTX” descrito en esta tesis.
También se han cuantificado estas toxinas en muestras de mejillones
contaminados de forma natural. Y ademas se pusieron a punto las
condiciones de extraccion de las PLTXs en cada caso segun el tipo de

matriz.

A esta seccion corresponden las siguientes publicaciones:

[I.1 Surface plasmon resonance biosensor method for palytoxin detection
based on Na+,K+-ATPase affinity.

[1.2 Palytoxin detection and quantification using the fluorescence polarization
technique.

[1.3 Warm seawater microalgae: growth and toxic profile of Ostreopsis spp.

from european coasts.
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1.1 Método de deteccion de palitoxina basado la afinidad por la Na*/K"-

ATPasa con un biosensor de superficie resonante de plasmén (SPR)

Resumen

La palitoxina (PLTX), producida por los dinoflagelados del género
Ostreopsis fue descubierta, aislada y purificada por primera vez, del coral del
género Palythoa. La deteccion de esta toxina en marisco contaminado es
esencial para proteger la salud humana. La PLTX posee una gran afinidad
por la bomba Na'/K*-ATPasa de mamiferos, y tras la unién entre ambos, la
bomba se transforma en un canal abierto que estimula la entrada de sodio al
interior celular y la salida de potasio. En este trabajo se pone a punto un
método de deteccion basado en la unién entre la PLTX y la bomba Na*/K"-
ATPasa. El método se desarrolla usando una SPR para monitorizar las
reacciones biomoleculares. Esta técnica no requiere el marcaje de ninguno
de los componentes. La interaccion de la PLTX sobre la Na'/K*-ATPasa
inmovilizada se cuantifica inyectando diferentes concentraciones de la toxina
en el biosensor y comprobando la constante de ratio de union (Kgps).
Representando Kps respecto a la concentraciéon de PLTX, se calcula la
constante de disociacién de equilibrio cinético (Kp) para la asociacién entre
PLTX-bomba Na*/K*-ATPasa. El valor obtenido es Kp = 6.38 x 10 + 6.67 x
10® M PLTX. Con esta técnica se puede detectar la concentracion de la
toxina en diferentes muestras. Este método representa una herramienta Util
y sencilla para detectar la presencia de compuestos “tipo-PLTX" en
productos del mar, usando el mecanismo de accién de estas toxinas y
reduciendo asi el uso de otras técnicas més caras o de métodos basados

en animales.
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Surface plasmon resonance biosensor method for palytoxin detection
based on Na'/K*-ATPase:

http://www.mdpi.com/2072-6651/6/1/96/htm
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[I.2 Deteccion y cuantificacion de la palitoxina usando la técnica de la

polarizacion de la fluorescencia

Resumen

La palitoxina (PLTX) es un producto natural marino no peptidico
altamente toxico, con una estructura quimica compleja. Su mecanismo de
accion es a través de la bomba Na*/K*-ATPasa. La FP es una técnica que
puede ser utilizada para medir interacciones moleculares. Se basa en que
una molécula fluorescente se excita con luz polarizada en un plano y se
cuantifica el grado de polarizacién de la luz emitida cuando la molécula varia
de tamafio. En este estudio, la FP fue usada para desarrollar un método de
deteccion basado en la interaccion entre el intercambiador Na'/K*-ATPasa y
la PLTX. La bomba Na'/K*-ATPasa se marcd con un reactivo de carboxi-
fluorescein succinimidil-éster, y la FP del conjugado proteina-marcador se
midié modificando la cantidad de PLTX en el medio. El protocolo del ensayo
se desarroll6 primero usando la ouabaina como molécula control de unién.
Como resultado se obtuvo una recta que correlaciona las unidades de FP
con la concentracién de toxina. Con esta recta se pueden cuantificar los
equivalentes de PLTX de una muestra natural. También se desarroll6 un
protocolo selectivo de limpieza para muestras de mejillon y de cultivos de
dinoflagelados para eliminar el efecto matriz. El limite de cuantificacion
(LOQ) para este método es de 10 nM y el limite de deteccién (LOD) es de 2
nM. Este método nuevo de deteccion de la PLTX es facil, rapido y mas

fiable que otros métodos descritos hasta el momento.
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Palytoxin detection and quantification wusing the fluorescence

polarization technique:

http://ac.els-cdn.com/S0003269712001042/1-s2.0-S0003269712001042-
main.pdf? tid=dd57d56e-4f9c-11e4-bbbc-
00000aabh0f02&acdnat=1412849767 fec9ba8bf647bd931cf3c8959ac39al5
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[1.3 Microalgas de aguas calidas: perfil de crecimiento y toxicidad de

Ostreopsis sp. de las costas europeas

Resumen

La palitoxina (PLTX) es una toxina marina compleja sintetizada por el
coral Palythoa toxica y por varias especies de dinoflagelados Ostreopsis sp.
La toxina se une a la bomba Na'/K*-ATPasa de la membrana celular. Esta
interaccién cambia la conformacion de la proteina y la convierte en un canal
inespecifico. Utilizando la técnica de la FP para cuantificar la concentracion
de PLTX, se midi6 la producciéon de compuestos “tipo-PLTX” en numerosos
cultivos de varias cepas de Ostreopsis ovata y Ostreopsis siamensis. Los
cultivos crecieron en condiciones diferentes para estudiar los parametros
Optimos de crecimiento y produccion de toxina. El contaje del nimero de
células al final de la fase exponencial es muy complejo debido a que estos
microorganismos crecen en agregados densos, dificiles de disgregar. Por
ello, se uso el peso del pellet obtenido tras filtracién, evitando la pérdida de
toxina. Este es el parametro mas fiable para calcular el crecimiento de los
cultivos. Todos los datos de la concentracion de toxina obtenidos, fueron
referidos a este parametro. Ademas la toxicidad de los diferentes cultivos se
midié por bioensayo en ratén. En estas condiciones, se observé que los
parametros Optimos de crecimiento para las cepas estudiadas fueron 24°C,
37%o0 de salinidad y un fotoperiodo de luz-oscuridad de 16:8. Ademas, en
estas condiciones de crecimiento, las cepas estudiadas también producen

mayor cantidad de compuestos “tipo-PLTX” con diferentes perfiles toxicos.
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Warm seawater microalgae: Growth and toxic profile of Ostreopsis spp.
from European coasts:

http://esciencecentral.org/journals/warm-seawater-microalgae-growth-and-
toxic-profile-of-ostreopsis-spp-from-european-coasts-2332-2632-1-104.pdf
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Piscusion

El conocimiento en detalle del mecanismo de accion de las toxinas
marinas, permite comprender su funcionamiento y a qué se debe su
toxicidad, asi como descubrir rutas celulares nuevas envueltas en procesos
basicos para la célula. En este contexto se estudian los efectos de la YTX, a
pesar de ser un compuesto de baja toxicidad, pues el limite permitido en
Europa es de 3,75 mg eq YTX/Kg [160]. Sin embargo, esta toxina despierta
interés por sus efectos en procesos alérgicos, como inhibidor tumoral y por
su actividad sobre enfermedades neurodegenerativas [354-356]. Se sabe
que la YTX activa diferentes tipos de muerte celular programada,
principalmente apoptosis, dependiendo de la linea celular [158, 323, 326,
327, 330]. Los dafios observados tras la incubacion con la YTX, se describen
a nivel de mitocondria, por lo que la via apoptética que se activa tras la
incubacion con la toxina, es la via intrinseca [150, 288, 289]. Ademas, esta
toxina modula los segundos mensajeros, Ca** y AMPc, y en el caso de este
ultimo se observan efectos opuestos entre células tumorales de la linea K-
652 y linfocitos humanos [153, 283, 284, 287]. Las PDEs hidrolizan el AMPc
en AMP, y la YTX tiene gran afinidad por algunos isotipos de esta familia de
enzimas, por lo tanto se establecen las PDEs como la diana de la YTX [152,
154, 155, 357]. En este contexto, surgié una nueva via de estudio sobre las
rutas que se activan tras la incubacion con la toxina, pues la conexién entre
las mitocondrias y la diana molecular de la YTX, las PDEs, es un punto clave
en su mecanismo de accion. Asi se describe la proteina estructural
AKAP149 que une tanto la PDE4A como la PKA a la membrana externa de
la mitocondria [293, 297], y se estudia su expresion tras la incubacion con
YTX [287]. Los niveles citosdlicos de la AKAP149 guardan relacion con la
toxicidad inducida por la toxina, pues la disminucion de su expresion
coincide con una caida de la viabilidad en la linea celular K-562, mientras
gue los linfocitos humanos no varian su viabilidad tras la incubacién con YTX
y los niveles de AKAP149 se ven incrementados [287]. En este sentido, el
estudio de los diferentes componentes del complejo AKAP149-PKA-PDE4A
demuestra que su translocacion primero a la membrana plasmatica y luego
al nucleo, coincide respectivamente con la activacion de la apoptosis en las
primeras 24 horas y autofagocitosis a las 48 horas, tras la incubaciéon con

YTX. En la membrana mitocondrial, la PKA del complejo se activa tras la
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union de dos moléculas de AMPc a las subunidades reguladoras de la
molécula liberando las subunidades cataliticas que quedan activadas para
fosforilar otras proteinas [294]. En los alrededores de la mitocondria, la PKA
cataliza la fosforilacion de la proteina pro-apoptética BAD, de tal modo que
gueda inactivada y no se puede unir a la proteina anti-apoptética Bcl-2.
Cuando el complejo se va de la mitocondria, la BAD permanece activa y
secuestra a la Bcl-2, y como consecuencia deja abierto el poro mitocondrial
desencadenando toda la ruta apoptotica [293, 358]. En la linea K-562 se
observa una disminucién de la expresion de la proteina Bcl-2, asi como un
aumento de la forma activa de la caspasa 3 y del cytocromo c en el citosol
tras 24 horas de incubacion con la YTX. Ademas, también se observa la
activacion de la apoptosis extrinseca, a través de la activacion del DR, ya
qgue hay un aumento de la actividad caspasa 8 asi como un incremento de
expresion de la forma activa [301]. Esta via apopt6tica no habia sido descrita
en ninguna linea celular anteriormente, sin embargo en la linea K-562 la
activacion de la caspasa 8 por el DR puede ocurrir sin la unién de un
ligando. La YTX incrementa los niveles de LC3B en el citosol en las primeras
24 horas. Esta proteina aparece cuando se activa la autofagia, pero también
esta descrita en procesos apoptéticos, en los que puede ser fosforilada por
la PKA, que a 24 horas aumenta en el citosol tras el tratamiento con YTX. En
este estado fosforilado, la LC3B no desarrolla autofagia, mientras que puede
unirse a la cara interna del receptor Fas a través de la Caveolina-1 activando
a la caspasa 8 y como consecuencia, la apoptosis extrinseca [359]. Ademas
también ha sido descrito estrés ribotdxico por la YTX, que se relaciona tanto
con la apoptosis extrinseca como intrinseca [360]. En cuanto a la presencia
del complejo en la membrana plasmatica, puede estar interviniendo en
procesos de endocitosis, pues se sabe que la PKA inhibe este mecanismo
[361]. En este contexto, se observa que el receptor transferrina (TfR), CD71,
encargado de introducir el ion hierro al interior celular, y muy abundante en
células con elevada tasa de proliferacion o tumorales [362], aumenta su
expresion en la membrana plasmatica tras la incubacion con YTX. El
aumento de los niveles del CD71 en la membrana plasmatica esta
intimamente ligado al déficit en su endocitosis que puede llevar a la

activacion de la apoptosis [363, 364]. Finalmente, tras 24 horas de
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incubacion con la toxina, no se observa variacion de los niveles de la cPKC,
mientras que se activa el movimiento de la PKC® del nucleo al citosol. Sin
embargo, la modulacién de estas enzimas por la YTX, no intervienen en la
ruta apoptotica que activa. Se puede afirmar, que la activacion de la
apoptosis tras la incubacion con la YTX ocurre tras el movimiento del
complejo AKAP149-PKA-PDE4A desde la mitocondria, ya que la silenciacion
de la AKAP149 o la PDE4A1 inhibe la muerte celular de la linea K-562.
Ademas, al silenciar la PDE4Al se evita que el complejo migre tras el
tratamiento con YTX, y se demuestra que la modulacion de las cPKC y
PKC®b es también dependiente de la PDE4A1.

Al prolongar la incubacion con la toxina durante 48 horas, el complejo
aumenta sus niveles en el nucleo y no se observan marcadores apoptoéticos.
En este contexto, esta ampliamente descrita la ruta de activacion de la
proteina CREB. La PKA se activa en la zona del ndcleo, las subunidades
cataliticas son liberadas y penetran por difusibn a través de la envuelta
nuclear para fosforilar la CREB, que en la linea K-562 se convierte en un
factor que traduce nuevos genes de diferenciacibn que transforman las
células K-562 en eritrocitos maduros [348]. Los niveles de CREB fosforilada
son incrementados por la YTX tras 48 horas. Por ello se apunta a la
diferenciacion a células no tumorales sin capacidad de replicarse, para
explicar la disminucion de la viabilidad de las células K-562 tras 48 horas de
incubacion con YTX sin activarse la apoptosis. Asi se observa que a este
tiempo, el CD71, un tipico marcador de diferenciacion a eritrocitos [365],
continla aumentado en la membrana plasmatica. Este proceso, puede
guardar relacién con la apoptosis como ocurre a las 24 horas, sin embargo la
inhibicion prolongada de la entrada de hierro en la célula, produce un déficit
de este i6n, que es importante para el metabolismo de las células K-562
[366]. En este contexto se ha descrito que un quelante del hierro disminuye
la mTOR activa en la linea K-562 [367]. Al estudiar la autofagia se observa
gue la forma activa de la mTOR, la mTOR fosforilada, pmTOR, que inhibe la
autofagia, disminuye sus niveles, y la proteina LC3B que forma parte de los
autofagosomas, incrementa su expresion en la linea K-562 tras la incubacion

con YTX durante 48 horas. Ambos son marcadores autofagicos por su papel
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central en este proceso [306]. Ademas, recientemente se ha descrito que la
YTX activa la autofagia en células de glioma humano, y ya en otros estudios
se apuntaba esta posibilidad [330, 368]. En las K-562 la autofagia degenera
en la autofagocitosis o tipo Il de muerte celular programada, pues la
viabilidad celular se reduce significativamente. Este tipo de muerte es
inhibido por la caspasa 8 [369], que recupera la actividad normal a las 48
horas, mientras que las 24 primeras horas, cuando la apoptosis esta activa,
la YTX aumenta la expresion y actividad de dicha caspasa en la linea celular
K-562. La activacion de la autofagocitosis debido a la incubacion con la YTX,
también es dependiente de la PDE4Al, pues la expresion de pmTOR y
LC3B en el citosol, recuperan sus niveles normales cuando se silencia la
PDE4ALl en la linea K-562. Tras 48 horas de tratamiento con la toxina, tanto
la cPKC como la PKC& disminuyen sus niveles, sin embargo, al igual que en
las primeras 24 horas, estas proteinas no son determinantes en la ruta de
autofagocitosis activada por la YTX. Y en este caso, la cPKC depende de la
PDE4Al1 pero de forma independiente a la YTX, pues silenciando la
PDE4A1, caen los niveles de la cPKC de igual manera que cuando los
niveles de PDE4A en el citosol disminuyen por accion de la YTX. Y la PKCd
no depende de la PDE4A1, ni interviene en la ruta de la YTX, sin embargo
mostré ser una enzima fundamental para la linea celular K-562 que

disminuye su viabilidad cuando la PKC®& es silenciada.

Lo mas sorprendente, es que estas rutas de muerte, parecen ser
especificas de la linea celular K-562. Si se compara la linea K-562, que
representa un modelo tumoral, con algunos resultados obtenidos para
linfocitos humanos, que son un modelo no tumoral sin capacidad de
dividirse, se observa una toxicidad por parte de la YTX especifica del modelo
tumoral K-562 [287]. Los resultados obtenidos en uno de los articulos de
esta tesis, muestran que la linea celular K-562 tiene alguna particularidad
que la diferencia también de la linea linfoblastoide, que representa un
modelo no tumoral con capacidad de dividirse [370-372]. A diferencia de las
células K-562, la linea linfoblastoide no muestra efecto durante las primeras
24 horas de incubacion con la YTX. Sin embargo si manifiesta activacion de

la autofagia, cuando el tratamiento se prolonga hasta las 48 horas pero no
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autofagocitosis. En este contexto queda pendiente determinar cual es el
punto fundamental que permite que la YTX active las rutas de muerte en la
linea K-562, pero no en otros modelos celulares. Una hipétesis, apunta a la
isoforma PDE4A que se observa en las membranas de western blot a
diferente altura en la linea K-562 y en la linea linfoblastoide. Esta diferencia
de peso puede ser debida a una variacidon estructural que confiere
propiedades funcionales a la molécula, como se observa en otros casos tras
procesos de fosforilacién por ejemplo [236, 373]. Otra posibilidad es que las
rutas de apoptosis y autofagia estan alteradas en las células tumorales, y la
modificacion de las mismas, desencadena estos procesos mientras que en

células no tumorales, estas rutas son reguladas de otra forma [374, 375].

El estudio en profundidad del mecanismo de accion de las toxinas
marinas, puede dar lugar al desarrollo de métodos de deteccion especificos
y selectivos para el compuesto en cuestion. Asi, al contrario que la YTX, la
PLTX es una molécula altamente téxica que carece de regulacién en Europa
y cuyo mecanismo de accion estd bien descrito. Las autoridades de
seguridad alimentaria en Europa, EFSA, han establecido una ARfD para la
PLTX y la ostreocina-D de 0.2 ug/Kg de peso corporal [229]. El problema de
esta toxina, es que los dinoflagelados del género Ostreopsis sp. que la
producen, son especies emergentes que estan incrementando su incidencia
en regiones mas frias por todo el planeta, y no hay sistemas de monitoreo
eficientes ni métodos especificos de deteccion validados a nivel europeo [50,
51, 229]. Se han descrito diferentes métodos, como HPLC, para detectar
compuestos “tipo-PLTX” que requieren muchos pasos de limpieza de la
muestra para retirar el efecto matriz, por lo que cuantificar muestras
naturales es complejo y ademas requiere que haya disponibilidad de
estandar de toxina [376]. Otros métodos funcionales como los ensayos
hemoliticos, o citotoxicidad, junto con métodos de inmunodeteccidén, no son
aceptados para su uso reglamentario en la deteccion de estas toxinas por su
inespecificidad o reacciones cruzadas [229]. El MBA ha sido usado para la
deteccién de PLTXs, pero ademdas de producir falsos positivos, existe un
conflicto ético sobre el uso de animales con estos fines, por lo que se intenta

reducir al maximo esta practica [229]. La diana de la PLTX esta bien
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definida, y en la presente tesis se optimizaron dos métodos de deteccion
basados en la union PLTX-bomba Na*/K*-ATPasa. En uno de los casos, la
toxina se une a su diana sobre una superficie de matriz de dextrano CM5. La
bomba se inmoviliza sobre la matriz generando grupos disulfuro reactivos
con muchas moléculas. Al afiadir la bomba, hay un intercambio del grupo
disulfuro de la superficie de dextrano y los grupos tiol de la proteina. Al
realizar la inmovilizacion con grupos amina, la PLTX no se unia, sin embargo
con este tipo de uniéon de la bomba a la matriz, la unién entre PLTX-bomba
es muy eficiente. El intercambio entre grupos tiol y disulfuro es muy comun
en las uniones covalentes de las proteinas [377]. Asi mediante el analisis de
los datos de la union entre la toxina y la diana, se obtiene la constante de
union, Kops, que se representa frente a la concentracion de toxina para
establecer una recta. Tras la puesta a punto del método se cuantificaron
muestras naturales contaminadas, de forma eficiente, con protocolos de
limpieza sencillos, ademas de extraer la toxina de cultivos que la producen y
comparandolos con cultivos que no producen compuestos “tipo-PLTX”. El
hecho de no tener que realizar ningun tipo de marcaje fluorescente a las

moléculas simplifica el método.

El otro método puesto a punto, también requiere de la union entre la
PLTX y su diana, la bomba Na'/K*-ATPasa. En este caso es necesario
marcar la bomba con fluoresceina que se excitard con FP y emitira una
cantidad de FP dependiendo del volumen de la molécula. En este caso
también se puede desarrollar una recta que enfrente unidades de FP vs
concentracion de PLTX, de donde calcularemos la concentracién de
muestras mediante la cantidad de la FP que emita. Mientras que para la
deteccién con el biosensor de afinidad, la LOD es de 3,73 pg y la LOQ es de

11.2 pg, para la técnica de la FP es de 2 nM y 10 nM, respectivamente.

Ambos métodos son especificos, rapidos, sensibles y sencillos, con una
elevada capacidad de reproducibilidad y bajo efecto matriz. Al cuantificar las
mismas muestras por los dos meétodos se obtienen concentraciones de

PLTX muy semejantes, lo que da fiabilidad a los resultados.
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Finalmente, como ya se comentO, las especies productoras de
compuestos “tipo-PLTX” estan incrementando su incidencia por diferentes
zonas del planeta. En las costas europeas han ocurrido deferentes episodios
de HABs con especies del género Ostreopsis sp.[239, 378], y en concreto en
el mar Mediterraneo se recogen diversos registros de este hecho [247, 379,
380]. Sin embargo, el sistema de monitoreo de estas especies, no es el
adecuado, puesto que para determinar la concentracion o cantidad de
microorganismos, se realiza el conteo de células de muestras de la columna
de agua [381, 382]. Este sistema de conteo no es representativo de la
concentracion real que hay, ya que estas células crecen adheridas a
superficies y formando agregados mucilaginosos muy dificiles de disgregar
[58, 59]. En algunos casos, se usa HCI para contribuir a la homogénea
disgregacion de las células [55, 383]. Esta técnica es eficiente, ya que el
conteo realizado de las cepas A y B de O. ovata y O. siamensis tras el
tratamiento con HCI, guarda relacion con la cantidad de masa de pellet
usada para medir el crecimiento del cultivo. No obstante, el acido puede
generar dafos a las células, que puede ocasionar problemas en caso de
necesitar mantener la integridad celular. En este sentido, el peso del pellet
tras procesos de filtracion es un buen sistema que recoge la totalidad de la
masa biologica, a pesar de que queden restos de substancias mucilaginosa,
ya que seran proporcionales a la cantidad de biomasa que haya. En cuanto
a las condiciones de cultivo, las tres cepas estudiadas prefieren
temperaturas mas altas, 24°C, lo que guarda relacion con su origen tropical,
y coincide ademas con los registros de mareas rojas en los que mayormente
la temperatura del agua superaba los 25°C [384]. La salinidad a la que las
cepas estudiadas de Ostreopsis sp. registran mayor crecimiento y mayor
produccion de compuestos “tipo-PLTX” es a 37%o, mejor que a 42%o. En este
sentido salinidades del 37-38%o € incluso bajando al 33%o, son beneficiosas
para estos organismos [248, 385]. Ademas cabe destacar que la toxicidad in
vivo de los cultivos junto con los resultados de crecimiento y produccion de
toxina, demuestra que las cepas de O. ovata son mas téxicas, producen
mayor toxina y crecen mas, que los cultivo de O. siamensis. Los compuestos
gue producen las especies estudiadas, son entre 40 y 200 veces menos

potentes que el estandar de PLTX utilizado en el MBA. Sin embargo, en la
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literatura, se establece la ostreocina-D, producida por O. siamensis como el
analogo de la PLTX mas potente, y las ovatoxinas producidas por O. ovata
son menos toxicas [218, 223]. En este sentido, las cepas a partir de las
cuales se desarrollaron los cultivos en el laboratorio son diferentes a las de
origen tropical, pudiendo sufrir cambios adaptativos a lo largo de los afios o

ser un cambio inherente a la cepa.
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Conclusiongs

. La YTX modula los niveles del complejo mitocondrial AKAP149-PKA-
PDEA4A a través de la PDE4AL.

. La localizacion del complejo AKAP149-PKA-PDE4A determina qué
tipo de muerte celular activa la YTX: primero aumenta los niveles del
complejo en la membrana plasmatica e induce apoptosis y mas tarde

los niveles en el ndcleo y se activa la autofagocitosis.

La YTX regula las PKCs de un modo no esencial para la muerte

celular que desencadena.

Los efectos de la YTX sobre las rutas de muerte celular, son
independientes de la capacidad mitGtica: es tdxica en la linea
tumoral K-562, pero no en la linea linfoblastoide.

La cuantificacion de la union entre las PLTXs y la Na'/K*-ATPasa
con polarizacién de fluorescencia es un método sensible, sencillo, y
rapido para detectar la presencia de estas toxinas en muestras

contaminadas.

La cuantificacién de la unién entre la PLTX y la Na'/K*-ATPasa con
un biosensor SPR, es un método selectivo y rapido para detectar la

presencia de estas toxinas en muestras contaminadas.

Las condiciones Optimas de crecimiento y produccién de PLTX para
las cepas de Ostreopsis ovata y O. siamensis son 24°C, 37 %o de

salinidad y ciclos de luz:oscuridad de 16:8.

El peso del residuo tras filtrar los cultivos del género Ostreopsis sp.

es el parametro mas fiable para medir su crecimiento.
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