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Ficotoxinas marinas: Estudios histopatoldgicos

RESUMO
Na presente tese doctoral abordase o estudo dos efectos histopatoloxicos provocados pola
intoxicacion con acido okadaico e acido domoico, principais representantes dos seus respectivos grupos

de toxinas marifas: as toxinas diarreicas (DSP) e as toxinas amnésicas (ASP).

O estudo dos efectos do acido okadaico realizase tras a administracion oral da toxina en ratos,
detectandose a sta presenza mediante técnicas inmunohistoquimicas nos riles e no figado, 6rgano onde se
observa unha importante necrose. Estudos moleculares mostran unha alteracion da expresion de certas

enzimas hepaticas relacionadas coa detoxificacion, confirmando o dano producido no figado.

A administracion do acido domoico por via intraperitoneal pon en evidencia que as ratas son mais
vulnerables 0s efectos neurotoxicos da toxina gque 0s ratos. Se ben a sintomatoloxia é similar en ambas
especies, a letalidade é maior en ratas, presentandose lesions a nivel do sistema nervioso central nos
individuos que sobreviven e detectandose inmunomarcaxe nas neuronas piramidais do hipocampo. As
lesions mais destacadas inclien a morte neuronal acompafiada de astrocitosis e microgliosis de diferentes
rexiéns do sistema limbico, asi como calcificaciéns a longo prazo dalgunhas das zonas afectadas. Asi
mesmo describese por primeira vez a presenza da toxina na hipofise de ambas especies, feito trascendente

que poderia explicar algins dos efectos desta toxina.

Os resultados obtidos nos ensaios con ambas toxinas axudan & comprensidn sobre o seu

mecanismo de accion e a sUa toxicidade.

PALABRAS CHAVE

ficotoxinas, acido okadaico, acido domoico, amnesia, histoloxia



RESUMEN

En la presente tesis doctoral se aborda el estudio de los efectos histopatoldgicos provocados por la
intoxicacion con acido okadaico y acido domoico, principales representantes de sus respectivos grupos de

toxinas marinas: las toxinas diarreicas (DSP) y las toxinas amnésicas (ASP).

El estudio de los efectos del cido okadaico se realiza tras la administracion oral de la toxina en
ratones, detectandose su presencia mediante técnicas inmunohistoquimicas en los rifiones y en el higado,
organo donde se observa una importante necrosis. Estudios moleculares muestran una alteracion de la
expresion de ciertas enzimas hepaticas relacionadas con la detoxificacion, confirmando el dafio producido

en el higado.

La administracion de acido domoico por via intraperitoneal pone en evidencia que las ratas son
mas vulnerables a los efectos neurotoxicos de la toxina que los ratones. Si bien la sintomatologia es
similar en ambas especies, la letalidad es mayor en ratas, presentandose lesiones a nivel del sistema
nervioso central en los individuos que sobreviven y detectandose inmunomarcaje en las neuronas
piramidales del hipocampo. Las lesiones mas destacadas incluyen la muerte neuronal acompariada de
astrocitosis y microgliosis de diferentes regiones del sistema limbico, asi como calcificaciones a largo
plazo de algunas de las zonas afectadas. Asimismo se describe por primera vez la presencia de la toxina
en la hipdfisis de ambas especies, hecho trascendente que podria explicar algunos de los efectos de esta

toxina.

Los resultados obtenidos en los ensayos con ambas toxinas ayudan a la comprension sobre su

mecanismo de accion y su toxicidad.

PALABRAS CLAVE

ficotoxinas, acido okadaico, &cido domoico, amnesia, histologia



SUMMARY

In the present thesis we study the histopathological effects of the intoxication with okadaic acid
and domoic acid, the main constituents of their respective groups: diarrhetic (DSP) and amnesic (ASP)

toxins.

The study of okadaic acid effects is done after oral administration of the toxin in mice, and its
presence is detected in the kidneys and in the liver, where a severe necrosis is observed. Molecular studies
show an alteration in the expression of several hepatic enzymes, which supports the injuries observed in

the liver.

The intraperitoneal administration of domoic acid shows that rats are more sensible to neurotoxic
effects than mice. Although symptomatology is similar in both species, lethality is higher in rats, with
injuries in the Central Nervous System of surviving individuals, and immunostaining is detected in the
pyramidal neurons of the hippocampus. The more remarkable injuries include neuronal death
accompanied by astrocytosis and microgliosis in several limbic system regions, and long-term
calcification in some affected areas. Additionally, this is the first time that the presence of this toxin in the

hypophysis is described, an important fact which may explain some of the toxic effects.

The results obtained in both toxin assays help to the understanding of their action mechanism and

their toxicity.

KEYWORDS

phycotoxins, okadaic acid, domoic acid, amnesia, histology
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
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1 INTRODUCCION

1.1 FICOTOXINAS

Las algas planctonicas microscépicas (o microalgas) son organismos con un tamafio comprendido
entre 2 y 200 um, presentes tanto en agua dulce como de agua salada. Las microalgas conforman la
principal fuente de alimento de muchos organismos filtradores, entre los que se encuentran los moluscos
bivalvos. Por ello poseen un papel vital en los ecosistemas marinos, al constituir la base de la cadena
alimenticia marina. La gran ubicuidad de las microalgas ocasiona que exista una amplia variedad de
especies, que se clasifican en funcion de sus caracteristicas morfoldgicas; en algunos casos coexisten

especies de macroalgas y microalgas dentro de una misma division (Drews et al. 2013.).

Cuando las condiciones de temperatura, luz, salinidad y nutrientes son optimas, se puede producir un
crecimiento exponencial de estas especies, causando en algunos casos que las microalgas alcancen una
concentracion capaz de afectar a la vida marina, debido a la dréstica reduccion de oxigeno o bien por el
blogueo de la luz solar (Bower et al., 1981; Friedman and Levin, 2005). De las 5000 especies de
microalgas conocidas, unas 300 son capaces de producir un cambio de color del agua debido a los
pigmentos que poseen (James et al., 2010; Smayda, 1997). De ese modo las aguas pueden adquirir
diferentes tonalidades, de las que el color rojizo o pardo es una de las méas frecuentes. De ahi la
denominacion de “mareas rojas” 0 HABs, iniciales de “Harmful Algal Blooms” (Fig.1) (Daranas et al.,

2001; Hallegraeff, 1993, 1995; Lindahl, 1998).



Fig. 1.- Fotografia aérea de una marea roja no toxica producida por el dinoflagelado Noctiluca scintillans en las costas de

Nueva Zelanda. Fotografia de Godfrey.

Estas proliferaciones de microalgas son en muchas ocasiones inofensivas para el ser humano,
siempre y cuando se produzcan en zonas con una alta renovacion de agua, aunque pueden causar alarma
social innecesaria si las autoridades sanitarias o los consumidores no estan bien informados. Es por ello

necesario identificar y cuantificar las diferentes especies que estan presentes a intervalos regulares.

La frecuencia de los HABs ha aumentado en los ultimos afios, pudiendo darse varias explicaciones a
este hecho. El calentamiento de las aguas marinas causado por el cambio climatico puede causar una
expansion de especies que por lo general sélo se encontraban en bajas latitudes. También puede influir
una mayor transferencia de productos marinos de una zona del globo a otras, lo que contribuye a la

propagacién de especies de microalgas desde sus habitats originales a unos nuevos (Hallegraeff, 1993).



No hay que desdefiar tampoco la mejora de los mecanismos para su deteccion, por lo cual algunos
investigadores hablan de un aumento aparente de los HABs (Orozco and Medlin, 2013). Dado que estos
fendmenos han empezado a estudiarse en épocas relativamente recientes se desconoce si, previamente al
control de los HABS, estos existieron en un nuamero similar al detectado hoy en dia (Reguera 2002).
Asimismo, la cada vez mas estricta legislacion de los organismos de control para la deteccidn de toxinas

podria causar que eventos que previamente pasaban desapercibidos sean advertidos hoy en dia.

Entre las microalgas responsables de la formacion de estos HABs existe un grupo formado por unas
100 especies capaces de sintetizar toxinas marinas, también llamadas ficotoxinas. Muchas de estas
especies productoras de toxinas marinas pertenecen principalmente a la division Dinophyta

(dinoflagelados) y, en menor proporcion, a la clase Bacillariophyceae (diatomeas).

El grupo de los dinoflagelados comprende unas 1500 especies (Gomez, 2005), de las cuales
aproximadamente el 50% son autoétrofas, aungue muchas de ellas se consideran mixotréficas (capaces de
obtener energia de la fotosintesis y de seres vivos) (Burkholder et al., 2008). El grupo de las diatomeas
comprende de 10,000 a 12,000 especies, tanto autdtrofas como heterétrofas, que se caracterizan por
poseer una pared celular hecha de silice opalino (dioxido de silicio hidratado) llamada frastula, que posee

una gran variedad de formas (Norton et al. 1996).

Tanto los dinoflagelados como las diatomeas forman parte de la base de la cadena alimenticia. Por
ello, debido a la resistencia de los organismos filtradores a sus efectos nocivos, las ficotoxinas producidas
por estos dos grupos son capaces de afectar a peces, aves y mamiferos debido a su bioacumulacién a
través de la cadena trofica (James et al., 2010).

Aunque las microalgas no son los Unicos organismos capaces de sintetizar toxinas marinas, ya que existen

algunas especies de bacterias capaces de producirlas, constituyen el principal grupo productor (Kodama et



al., 1988). No siempre la presencia de las especies productoras implica la existencia de toxicidad, pues la
concentracion de los diferentes organismos en el agua es un importante factor a considerar. La
concentracion a partir de la que las microalgas son consideradas toxicas es muy variable: oscilando desde
bajas concentraciones (10° — 10* células/litro), caso de dinoflagelados productores del 4cido okadaico,
hasta las concentraciones celulares elevadas (10° — 10° células/litro), en el caso de las diatomeas

productoras del &cido domoico (Reguera 2002).

Tanto la abundancia de los organismos productores como la toxicidad de sus metabolitos estan
influenciadas por la disponibilidad y concentracion de determinados nutrientes. Por ejemplo, la
producciodn de la saxitoxina por el dinoflagelado A. tamarense esta determinada por la disponibilidad de
nitrégeno y fosforo en el medio donde se encuentran estos organismos (Anderson et al., 1990; Anderson
et al. 2002).

Otro ejemplo de la influencia de determinados nutrientes es la mayor produccion de acido domoico por la
diatomea Pseudo-nitzschia multiseries cuando la concentracion de silicato es baja y una disminucion de la
generacion de la toxina cuando este elemento se encuentra en elevadas concentraciones (Pan et al. 1996).
Una explicacién a este hecho es que la silice no sélo es necesaria para la produccién de la frastula sino
que también es un elemento importante en varios procesos metabolicos, como la replicacion del DNA. La
disponibilidad de este nutriente afecta al metabolismo celular lo que puede conllevar a una produccion

mayor o menor de la toxina (Pan et al. 1996).

Los efectos de las ficotoxinas en seres humanos causan gran variedad de sintomas, entre los que se
incluyen gastrointestinales (diarrea, vomitos, dolores abdominales), respiratorios, neurolégicos
(convulsiones, pérdida de sensibilidad, coma, amnesia), cardiovasculares (bradicardias), e incluso en

ultima instancia son capaces de causar la muerte. Hasta el afio 2000, se cree que una media de 60,000



individuos fueron afectados cada afio, con una mortalidad del 1,5% (Munday and Reeve, 2013; Van
Dolah, 2000; Wang, 2008).

Ademas de sus efectos nocivos en la salud, no se puede obviar el impacto econémico que tienen estos
HABSs, producido por la prohibicion de la recoleccion de marisco o la interrupcién de las actividades de la
acuicultura durante periodos de tiempo de duracion variable. Dicho impacto econémico ha ido creciendo

progresivamente a lo largo de los afios (Ferreira et al., 2014; Hoagland and Scatasta, 2006).

Las toxinas marinas pueden dividirse en diferentes grupos dependiendo del criterio que se emplee.
Las clasificaciones mas comunes se realizan teniendo en cuenta la estructura quimica de las ficotoxinas o
bien atendiendo al tipo de intoxicacion que causan. La division de las toxinas marinas en funcion de la
sintomatologia ocasionada sigue siendo bastante comun y, aunque existe variabilidad a la hora de definir
el numero de grupos, por lo general se acepta su division en seis grupos diferentes (Daranas et al., 2001).
Los seis sindromes descritos son: Paralytic Shellfish Poisoning (PSP); Neurotoxic Shellfish Poisoning
(NSP); Azaspiracid Poisoning (AZP); Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP); Amnesic Shellfish Poisoning

(ASP) y Ciguateric Fish Poisoning (CFP).

Sin embargo, la clasificacion de las toxinas marinas en cuanto a su estructura quimica es la que esta
actualmente aceptada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la agricultura y la alimentacion
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO), coincidiendo muchos de estos grupos

con la division en funcion de su sintomatologia (Tabla 1) (Toyofuku, 2006).



Tabla 1.- Clasificacion de las ficotoxinas en funcién a su sintomatologia y a su estructura quimica.

Mmmm
Amne | AcidoDomoico  |A | AcidoOkadaico |
m-mm——m__m_

La divisién en funcién de su estructura quimica nos permite diferenciar ocho grupos (Toyofuku,

2006):

1.- Azaspiracidos: causantes de AZP. La principal especie productora es el dinoflagelado Azadinium

spinosum (Fig. 2) (Tillmann et al., 2009).

Fig. 2.- Microscopia electronica de barrido. Vistas ventral (A), dorsal (B) y lateral (C) de Azasdinium

spinosum,. Escalas: 5 pm. Adaptado de Tillmann et al. (2009).

Al ser una de las toxinas de mas reciente aparicion tanto su mecanismo de acciéon como su diana

farmacoldgica son aun desconocidos hoy en dia (Botana et al., 2014; Chevallier et al., 2015; Vale et
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al., 2007a, 2008). Su sintomatologia fue definida a finales de los afios 90, cuando se detecto una serie
de intoxicaciones en consumidores caracterizadas por efectos similares a los de DSP (ndusea, diarrea
y dolores abdominales), aunque no se aprecié la presencia de ninguna de las ficotoxinas de ese grupo

en concentraciones elevadas (McMahon and Silke, 1996; Satake et al., 1998).

2.- Brevetoxinas: causantes de NSP. EI NSP se desarrolla a causa de la ingesta de moluscos
contaminados por brevetoxinas, producidas por el dinoflagelado Karenia brevis (Fig. 3) (Baden,

1983; Baden et al., 2005).

Fig. 3.- Microscopia electrdnica de barrido. Karenia
brevis. Adaptado de Florida Fish and Wildlife

Conservation Commission.

Las toxinas de este grupo son moléculas despolarizantes que abren los canales de sodio, produciendo
una entrada descontrolada de este i6n en las células (Baden, 1983; Dechraoui et al., 1999). La
sintomatologia se caracteriza por sintomas gastrointestinales (nauseas, vomitos y diarrea) y
neuroldgicos (pérdida de coordinacion, dolores de cabeza y paralisis parcial de las extremidades)

(Morris et al., 1991; Poli et al., 2000).



3. - Iminas ciclicas: se trata de un grupo heterogéneo de toxinas con estructura muy similar. La toxina
mas conocida de este grupo son los espirolidos, compuestos de reciente aparicion producidos por
dinoflagelados, entre los que destaca la especie Alexandrium ostenfeldii (Fig. 4) (Cembella et al.,

2000).

Fig. 4.- Alexandrium ostenfeldii en cultivo. Imagen adaptada

de Lewis.

Su mecanismo de accién implica el blogueo de la activacion de los receptores colinérgicos
nicotinicos, que poseen una importante funcion en la transmision y modificacion del impulso
nervioso (Bourne et al., 2010; Role and Berg, 1996). Hasta el momento no se han descrito efectos en
seres humanos atribuibles a este grupo de toxinas pero la toxicidad manifestada en los bioensayos
hace que muchos autores cuestionen su actual estatus de toxinas sin control legal (EFSA 2010;

Espifia et al., 2011; Otero et al., 2012; Wandscheer et al., 2010).

4.- Pectenotoxinas: Las pectenotoxinas (PTXs) son compuestos lipofilicos que se encontraron por
primera vez en la vieira japonesa (Patinopecten yessoensis) (Yasumoto et al., 1985), y que han

aparecido en otras partes del globo como Europa y Oceania (Draisci et al., 1996; Pavela-Vrancic et
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al., 2001; Suzuki et al., 2001; Vale and de M Sampayo, 2002). Son producidas por dinoflagelados del
género Dinophysis (como D. fortii o D. caudata), al igual que el &cido okadaico y sus derivados, con
los que parece coexistir (Fig. 5) (Luisa Fernandez et al., 2006; MacKenzie et al., 2002; Miles et al.,

2004).

Fig. 5.- Microscopia electronica de

barrido. Dinophysis caudata. Imagen

adaptada de Hansen (2009).

Estas toxinas fueron excluidas del grupo de las DSPs, ya que entre sus efectos toxicos no se
encuentra la diarrea (Espifia and Rubiolo, 2008; Espifia et al., 2010a; Miles et al., 2004; Terao et al.,
1986). Se ha observado un importante dafio en el higado tras su administracion intraperitoneal (i.p.)
en ratones, caracterizado por la vacuolizacion de los hepatocitos de la zona periportal (Ito et al.,

2008; Terao et al., 1986).

5.- Saxitoxinas: causantes de PSP. La intoxicacion paralizante o PSP estd causada por un grupo de
compuestos de diferente toxicidad, de los que la saxitoxina (STX) es el referente del grupo. Estas
ficotoxinas son producidas por dinoflagelados de los géneros Alexandrium, Gymnodinium y

Pyrodinium (Fig. 6) (Mons et al., 1998).



Fig. 6.- al Microscopia electréonica de

barrido. Gymnodinium catenatum.
Imagen adaptada de Fukuyo vy

Takayama.

Su mecanismo de accién se basa en la unién al sitio 5 de los canales de sodio presentes en las
membranas de las células nerviosas, impidiendo la despolarizacién de la membrana y la transmision
del impulso nervioso (Wingerd et al., 2012). La intoxicacion se caracteriza por efectos que oscilan
desde un ligero cosquilleo e insensibilidad en los casos mas leves, hasta la muerte por parada
cardiorrespiratoria en los casos mas graves (Garcia et al., 2004; Garcia et al., 2005; Llewellyn, 2006;

Munday 2014).

6.- Yesotoxinas: La yesotoxina (YTX) fue aislada por primera vez en 1987 (Murata et al., 1987),
coexistiendo con otras ficotoxinas diarreicas como el acido okadaico. Sus organismos productores
son dinoflagelados como el Lingulodinium polyedrum o el Gonyaulax spinifera (Fig. 7) (Howard et

al., 2008).
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Fig. 7.-Microscopia electronica de barrido. Lingulodinium

polyedrum. Imagen adaptada de Faust y Whittaker.

Su mecanismo de accion se conoce bastante, aunque debido a su complejidad la diana no esta
plenamente identificada. Sin embargo, todas las evidencias indican que su mecanismo de accion es la
fosfodiesterada 4A, que a su vez modula numerosas otras funciones celulares (Alfonso et al., 2003;
Fernandez-Araujo et al., 2015; Rubiolo et al., 2013; Tobio et al., 2012). Una caracteristica importante
de la yesotoxina es su potencial como molécula guia (Botana et al., 2004a,b; Botana et al., 2011;
Rubiolo et al., 2012; Rubiolo et al., 2011a)

Al igual que las PTXs, la YTX no produce diarrea y los bioensayos con dosis letales producen la
muerte de los animales por fallo respiratorio (Ogino et al., 1997; Paz et al., 2008). Los estudios
mediante microscopia electronica muestran que su principal diana es el musculo cardiaco (Aune et
al., 2002; Dell'Ovo et al., 2008; Sosa et al., 2013; Tubaro et al., 2010). No se tiene constancia de
intoxicaciones en seres humanos, y existen serias dudas de que sea un compuesto toxico desde el

punto de vista de la seguridad alimentaria (EFSA 2008a)
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7.- Acido okadaico (AO) y dinofisistoxinas. EI AO es la principal toxina responsable del DSP vy las
dinofisistoxinas son toxinas derivadas del AO. Sus organismos productores son dinoflagelados de los
géneros Dinophysis y Prorocentrum. El mecanismo de accion se basa en la inhibicién de las
fosfatasas de serina-treonina y su sintomatologia se caracteriza por la aparicion de diarrea (EFSA

2008b). En el siguiente capitulo se desarrollara con mayor profundidad el estudio de esta toxina.

8.- Acido domoico (DOM): EI DOM Yy sus analogos son las responsables de la intoxicacion amnésica o
ASP. El mecanismo de accidn de esta neurotoxina se basa en su gran afinidad por los receptores de
glutamato ionotropicos, muy abundantes en ciertas regiones del encéfalo. Estas toxinas se
caracterizan por causar sintomas gastrointestinales (ndusea, diarrea, vomitos), y sintomas
neuroldgicos en los casos mas graves, como alucinaciones, pérdida de memoria a corto plazo y coma,
Ilegando incluso a causar la muerte (Costa, 2010; EFSA, 2009a; Pulido, 2008; Ramsdell 2007). El
mecanismo de accion del DOM vy sus efectos histopatolégicos constituyen uno de los temas centrales
del trabajo que se presenta en la presente tesis y se desarrollara pormenorizadamente en el capitulo

correspondiente.

9.- Otras toxinas: Ademas de los ya mencionados es preciso incluir dos grupos mas que a la clasificacién

realizada: el grupo de la palitoxina (PITX) y el grupo de la ciguatoxina (CTX) (EFSA 2008b).

La PITX es un compuesto extremadamente grande y complejo, que fue purificado e identificado en
corales de la familia Zoanthidae en el afio 1971 (Moore and Scheuer 1971), siendo posteriormente
identificado dicho coral como Palythoa toxica (Walsh and Bowers 1971). El mecanismo de accién de
esta ficotoxina se basa en su union a la bomba de sodio-potasio. Al unirse la PITX a esta ATPasa, se
facilita el flujo de los iones a favor de su gradiente de concentracién, igualandose asi las

concentraciones de sodio y potasio extracelulares y citoplasmaticas, con lo que se paraliza el
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moviento activo de iones (Alfonso et al., 2012; Espifia et al., 2009; Hilgemann 2003; Vale et al.,
2006, 2007b; Vale-Gonzalez et al., 2007; Wu 2009). Una alteracion de la concentracion de los iones
por si sola ya es capaz de causar la muerte celular, pero asimismo la PITX produce otros importantes
efectos farmacoldgicos, como la contraccion del musculo esquelético y cardiaco, alteraciones en el
citoesqueleto, hemolisis o agregacion de plaquetas (Fernandez et al., 2013; Louzao et al., 2011;

Ramos and Vasconcelos 2010; Silva et al., 2015; Tubaro et al., 2014).

La PITX es uno de los compuestos mas toxicos que se han descrito hasta el momento, aunque su
toxicidad oral se reduce mucho (Fernandez et al., 2013). En ratones, via oral su dosis letal 50 (DLsq,
la dosis requerida para producir la muerte de la mitad de los sujetos de experimentacion tras un
periodo de tiempo determinado) es de 767 pg/kg (Munday 2014; Sosa et al. 2009). Los dafios
causados se producen principalmente en el estdmago, observandose también lesiones de pulmon,
corazén, higado y pancreas (Ramos and Vasconcelos 2010; Sosa et al. 2009).

Se han descrito varias intoxicaciones, algunas mortales en seres humanos (EFSA 2009b). La
sintomatologia es muy variada: sabor metalico, dolores abdominales, nauseas, vomitos, diarrea,
bradicardia, y fallo renal. En los casos mas graves se detecta también cianosis y fallo respiratorio,

precediendo estos sintomas a la muerte (EFSA 2009b).

Por ultimo, el grupo de la CTX es responsable del sindrome CFP, causado por el consumo de peces

contaminados con toxinas producidas por el dinoflagelado Gambierdiscus toxicus (Figura 8).
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Fig. 8.- Microscopia electroénica de barrido. Gambierdiscus toxicus. Elaboracion

propia.

La CTX no es la unica toxina responsable de causar CFP, estando otras dos toxinas frecuentemente
presentes en las intoxicaciones: la maiotoxina y el gambierol, producidas por el mismo dinoflagelado
(Satake et al. 1993). La CTXs posee una alta afinidad por el canal de sodio; al unirse a él se produce
una apertura prolongada del canal causando alteraciones en la transmision del impulso nervioso
(Lehane and Lewis 2000; Wingerd et al., 2012). Los estudios in vivo realizados en ratones mostraron
un descenso de la temperatura corporal, relacionado con el efecto neurotéxico de la CTX en el
hipotdlamo (Peng et al. 1995). A la hipotermia se le afiade la capacidad diarreica de esta toxina. Los
estudios histolégicos mostraron alteraciones en el intestino de ratones intoxicados, siempre y cuando
sobrevivan a los efectos neurotoxicos (Lehane and Lewis 2000). En gatos, la administracion de CTX
por via intravenosa provoca alteraciones respiratorias (hiperventilacion a dosis bajas y fallos
respiratorios a altas dosis) y cardiovasculares (bradicardia a dosis bajas y taquicardia a dosis

subletales, produciendo paro cardiaco con las dosis mas altas) (Legrand et al. 1982).
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La toxicidad en seres humanos esta caracterizada por sintomas gastrointestinales (nduseas, diarrea y
dolores abdominales), cardiovasculares (bradicardia), asi como por sintomas neurol6gicos como
dolores de cabeza, alucinaciones y vértigo. En algunos casos se produce la hospitalizacion de los
afectados e incluso la CTX ha llegado a causar la muerte (Lehane 1999; Quod and Turquet, 1996;

Tatnall et al. 1980).

1.2 Acibo OKADAICO

1.2.1. Organismos productores y distribucion geografica

Tanto el AO como sus derivados, las dinofisistoxinas (DTXs), constituyen el grupo méas conocido de
las toxinas pertenecientes a las DSPs. Las DTXs son moléculas de menor toxicidad que el AO, y de las
que se han descrito hasta 5 tipos diferentes: de la DTX-1 a la DTX-5. La DTX-1 y la DTX-2 son
moléculas analogas del AO, mientras que la DTX-3 se produce por la agregacion de un grupo acilo al AO
y a la DTX-2 (James et al., 1999). Finalmente las DTX-4 y DTX-5 son precursores diol éster del AO

(Reguera et al., 2014). Tanto el AO como las DTXs causan efectos similares en los seres humanos.

A pesar de que el AO se habia aislado en un primer momento de esponjas del género Halichondria
(en concreto de las especies Halichondria okadai y Halichondria melanodocia) (Bialojan and Takai,
1988; Tachibana et al., 1981; Vale and Botana, 2008), los verdaderos productores de estas ficotoxinas son
los dinoflagelados de los géneros Dinophysis (principalmente D. acuta, D. acuminate, y D. fortii) y
Prorocentrum (P. lima y P. concavum) (Fig. 9) (An et al., 2010; Dickey et al., 1990; Dominguez et al.,

2010; FAO, 2004; Hu et al., 1995; Lee et al., 1989; Murakami et al., 1982; Valdiglesias et al., 2013b).
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Fig. 9.- Microscopia electronica de barrido. Prorocentrum lima. Elaboracion propia.

Los primeros casos de DSP se producen en los Paises Bajos (Kat 1983, 1985), observandose
intoxicaciones posteriormente en Japon, donde se identifica al AO como el agente causante (Murata et al.,
1982; Yasumoto et al., 1978, 1980). En la actualidad, el AO es el principal causante de DSP en Europa,
detectandose también en Africa (Marruecos y Tlnez), América (costas este y oeste de EEUU, el Caribe y
Chile), Asia (China y Japdn) y Oceania (Nueva Zelanda), como queda reflejado en el mapa de la Figura

10 (Chen et al., 2013; Elgarch et al., 2008; Kumagai et al., 1986; Zamorano et al., 2013).
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Fig. 10.- Localizaciones en las que se ha confirmado la presencia de AO y/o DTXs.

1.2.2. Estructura quimica y mecanismo de accion

Tanto el AO como las DTXs son compuestos que contienen anillos tipo piranoésicos y furandsicos asi
como una funcion alfa-hidrocarboxilo (Fig. 11) (Dominguez et al., 2010). Las diferencias entre los
diferentes compuestos de este grupo se deben s6lo al nUmero o a la posicién de los grupos metilo
(Dominguez et al., 2010). EI AO y las DTXs son capaces de estar presentes simultdneamente en los
organismos filtradores afectados, asi pues no es de extrafar que se detecten diferentes niveles de cada uno
de los compuestos cuando se produce una intoxicacion. Una fraccion importante de los compuestos
toxicos que se encuentran en los bivalvos que acumulan estas ficotoxinas se compone de las formas con
grupos acilos, aunque existen variaciones en funcion de la especie de bivalvo analizada (Dominguez et
al., 2010). Como estos derivados s6lo se detectan en el cuerpo de los bivalvos se cree que podria ser
producto del metabolismo del animal y, por tanto, no serian producidos por las microalgas (Wright,

1995).
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Fig. 11.- Estructura quimica del AO. PubChem CID: 446512

El AO y las DTXs son unos potentes inhibidores de las fosfatasas 1 y 2A de serina y treonina
(Protein phosphatase 1, PP1 y Protein phosphatase 2A, PP2A), que catalizan la defosforilacion de
residuos de fosfoserina o fosfotreonina, siendo mayor la inhibicion de la PP2A que la PP1 (Bialojan and
Takai, 1988; Fontal et al., 1999; Takai et al., 1992). Existe cierta variabilidad en la actividad inhibitoria
en el conjunto de las toxinas del grupo de las DSPs, siendo la DTX-2 menos potente al inhibir la PP2A
que el AO (Aune et al., 2007).

Tanto la PP1 como la PP2A estan implicadas en un gran nimero de procesos metabdlicos, ya que la
fosforilacion y defosforilacion de las proteinas es uno de los procesos regulatorios mas importantes en las
células eucaridticas. La interrupcion de este proceso por parte del AO y las DTXs puede afectar a
procesos como la regulacion del glucdgeno, la coordinacién del ciclo celular, la expresion génica y la
organizacion del citoesqueleto (Leira et al., 2001a; Vale and Botana, 2008). Estd ampliamente aceptado
que la inhibicién de la PP1 y de la PP2A constituyen la clave del mecanismo de accién del AO y de las
DTXs, explicando los efectos que se observan tanto in vitro como in vivo, aunque hay algunas evidencias

de que su mecanismo de accion es mas complejo que éste. Asi por ejemplo el derivado metil okadaico,
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que no inhibe las fosfatasas, si altera notablemente la estructura del citoesqueleto (Espifia et al., 2010b;

Munday 2013; Vilarifio et al., 2008).

1.2.3. Estudios in vitro

El control de la integridad del citoesqueleto por parte de las fosfatasas de proteina juega un papel
muy importante, dado que su desregulacion podria afectar a las uniones intercelulares y a la capacidad de
adhesion de la célula (Eriksson et al., 1992; Opsahl et al., 2013). Los ensayos realizados con AO en
diferentes cultivos celulares, tanto humanos como animales, mostraron una serie de alteraciones
morfolégicas (condensacion de la cromatina, redistribucion de los organulos, formacion de vacuolas) que
se relacionan con el proceso de la apoptosis o muerte celular programada (Blankson et al., 1995; Boe et
al., 1991, 1991b; Inomata et al., 1995; Jayaraj et al., 2009; Kim et al., 2003; Leira et al., 2001b). Existe
una relacion muy estrecha entre la desorganizacién del citoesqueleto y la apoptosis, siendo esta

desorganizacién uno de los pasos previos a la muerte celular programada.

Las alteraciones del citoesqueleto se observaron también en células hepaticas, incluso llegando a
perder las células su morfologia habitual (Berven et al., 2001; Blankson et al., 1995; Reaven et al., 1993).
Esta hepatotoxicidad, comprobada en varios modelos celulares, es considerada por algunos investigadores
como un factor determinante de la letalidad del AO (Berven et al., 2001; Blankson et al., 1995; Rubiolo et

al., 2011b).

La neurotoxicidad causada por el AO ha sido estudiada en numerosos ensayos in vitro. Al
administrar esta ficotoxina a diversos cultivos de células neuronales se produce una hiperfosforilacién de
la proteina tau, asi como una pérdida de las sinapsis y por ende, la modificacion de la red neuronal (Arias
et al., 1993; Caillet-Boudin and Delacourte, 1996; Candeo et al., 1992; Kamat et al. 2013; Kim et al.,

1999; Malchiodi-Albedi et al., 1997; Sautiére et al., 1993; Tapia et al., 1999). La proteina tau es
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responsable de la estabilizacion de los microtibulos de los axones de las neuronas, su hiperfosforilacion
produce una alteracion de esta funcion, y es una de las principales causas de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Otras proteinas, como las que conforman los
neurofilamentos (constituyentes de los filamentos intermedios de las neuronas), también se alteran al
hiperfosforilarse (Wang et al., 2001).

La actividad proteina-fosfatasa es muy importante en los mecanismos de neuroproteccion, su inhibicion
puede causar un desequilibrio en la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo cual causa estrés
oxidativo e induce la muerte neuronal (Tapia et al., 1999; Yi et al., 2009). EI AO también parece causar la
presencia de autofagosomas (cuerpos que digieren partes de las células y contienen organulos en
descomposicion), como parte de un proceso que estd relacionado con la neurodegeneracion y muerte

celular (Yoon et al., 2008).

Por ultimo, la capacidad inhibitoria de las proteina-fosfatasas se ha relacionado con ciertas
propiedades oncogénicas del AO observadas in vitro (Fujiki and Suganuma, 1993; Fujiki et al., 1992;
Suganuma et al., 1988), que luego se confirmaron con estudios in vivo. Los promotores tumorales se
clasifican en dos grupos, los tipo 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato (TPA), capaces de unirse a
receptores de ésteres de forbol en la superficie celular y activar la de la proteina kinasa C; y los no-TPA,
gue no promueven la generacidn de tumores a través de esta via (Fujiki et al., 1987). EI AO y las DTXs
forman parte de este segundo grupo, y su capacidad oncogénica se debe a la inhibicién de las PP1ly PP2A
(Fujiki et al., 1991; Suganuma et al., 1988). Una caracteristica que si comparte el AO con los promotores
tipo TPA es la capacidad angiogénica (formacion de nuevos vasos sanguineos), que es un proceso crucial
para la propagacion y extension de los tumores (Oikawa et al., 1992). Aungue no hay estudios que puedan
relacionar la incidencia del cancer en la poblacion y el AO, a nivel molecular la adiccion de AO a cultivos
neuronales humanos produce la alteracion de la expresion de un grupo de genes relacionados con el

cancer (Valdiglesias et al. 2013a); con lo cual se comprueba que el AO posee un marcado papel
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oncogenico que no deberia ser desdefiado. Un resumen de las principales actividades in vitro de esta

toxina esta reflejado en la Figura 12.

Alteraciones
del citoesqueleto

Apoptosis

Acido okadaico

Actividad
tumorigénica

Fig. 12.- Principales actividades in vitro del AO.

A pesar de que por lo general se considera que la inhibicién de la actividad de PP1 y PP2A por parte
del AO es la causante de su toxicidad, han surgido recientemente voces discordantes que cuestionan que
esta capacidad sea determinante, dado que no existe una proporcion entre la actividad inhibitoria y los
efectos tdxicos observados, otros inhibidores de la actividad protein-fosfatasa ya conocidos (como la
tautomicina) no ejercen los mismos efectos que el AO y sus derivados (Munday, 2013), y el metil

okadaato, que no inhibe las fosfatasas, si altera los microttbulos celulares (Espifia et al., 2010b).
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Tanto el AO como las DTXs son capaces de afectar a procesos muy diversos, o que convierte a este
grupo de toxinas en uno de los méas estudiados tanto in vitro como in vivo y uno sobre los que se tiene

mas informacion acerca de sus efectos.

1.2.4. Estudios histopatoldgicos

La intoxicacién por AO en seres humanos produce una sintomatologia que se convertiria en la
caracteristica de las toxinas del grupo de las DSPs: diarrea, nduseas, vomitos y dolor abdominal. Los
vomitos y la diarrea son los sintomas mas abundantes, detectdndose en un 92% (vomitos) y en un 79%
(diarrea) de los afectados en el caso de la intoxicacion ocurrida en Japén en los afios 70 (Dominguez et
al., 2010; Yasumoto et al, 1978). Los sintomas comienzan entre 30 minutos y unas pocas horas después
de la ingestién del marisco contaminado, sin que se suela requerir la hospitalizacion de los afectados. La
recuperacion completa ocurre en unos tres dias, sin haberse relatado ningun sintoma o efecto a medio o
largo plazo tras la exposicion al AO o a las DTXs (Kat, 1983; Valdiglesias et al., 2013b; Yasumoto et al.,
1978, 1985). Se estima que la dosis minima para producir sintomas en seres humanos adultos es de 48 g

de AO por individuo (Dominguez et al., 2010).

Hasta el momento pocos organismos ademas de los seres humanos se han confirmado como
afectados por el AO o sus analogos. Como Unica referencia de presencia de AO en seres vivos diferentes
a la especie humana podemos citar la presencia de AO en concentraciones muy bajas en delfines “nariz de
botella” (Tursiops truncatus), durante un HAB ocurrido en Texas, EEUU (Fire et al. 2011). Sin embargo,
no seria extrafio que pueda afectar a muchos otros organismos dada su amplia distribucién, pasando las

intoxicaciones desaprecibidas debido a la levedad de los sintomas.

Las intoxicaciones ocurridas en seres humanos han permitido a los organismos regulatorios fijar tanto

el LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level, la concentracion méas baja de una substancia que

22



causa una alteracion en la morfologia, el desarrollo o la funcionalidad de un organismo), en 50 ug
AOl/persona, lo que se traduce en aproximadamente 0,8 pg/kg; asi como el NOAEL o“Nivel sin efecto
adverso observable” (No-Observed-Adverse-Effect-Level, la maxima concentracion de un téxico que no
causa alteraciones adversas), fijado en 0,3 pg/kg (EFSA 2008). Aunque es preciso tener en cuenta que
son datos basados en estimaciones sobre la cantidad de marisco contaminado ingerida asi como en la

cantidad de AO que llega al organismo.

Los ensayos de toxicidad del AO y las DTXs en animales de experimentacion han mejorado la
comprension de los mecanismos de accion de estas ficotoxinas. Se realizaron un gran nimero de ensayos
para determinar tanto la letalidad como la patologia.

La DLsgo del AO tras su administracion por via i.p. oscila entre valores de 192 y 225 pg/kg (Aune et al.,
2007; Dickey et al., 1990; Tubaro et al., 2003). En cuanto a las DTXs, existe cierta variabilidad entre los
diferentes subtipos. La DLsg via i.p.de la DTX1 es similar a la del AO, del orden de 160 pg/kg (Aune
2008), mientras que la DLso de la DTX2, aproximadamente 350 pg/kg, implica una menor potencia de

este analogo (Aune et al., 2007).

El AO posee una menor toxicidad al ser administrado via oral, aunque la varibilidad es mayor.
Ensayos realizados en el afio 2003 en ratones mostraron que una dosis oral de 1 mg/kg no producia la
muerte a ningun ejemplar, mientras que la dosis de 2 mg/kg causaba una letalidad del 80% (Tubaro et al.
2003). El grupo de Le Hégarat y colaboradores empleando dosis de AO comprendidas entre 510 y 625
pg/kg muestran que en un primer experimento todos los ratones intoxicados sobreviven, mientras que en
un segundo experimento se produce la muerte de todos los ejemplares (Le Hégarat et al., 2006). Los
ultimos ensayos de administracion oral en ratones se realizaron en el afio 2012, estimandose una DLs, de

880 ng/kg (Aune, 2012).
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Independientemente de la ruta de administracion, la causa de la muerte también es muy variable:
mientras que algunos investigadores afirman que la muerte de los especimenes se produce por paralisis
respiratoria (Dickey et al., 1990; Munday, 2013), otros autores consideran que es debida a un shock

hipovolémico causado por una hemorragia en el higado (Ito and Terao, 1994).

Los efectos histopatologicos del AO han sido ampliamente estudiados. Los primeros ensayos
realizados con el homogeneizado de hepatopancreas de mejillén (Mytilus edulis) contaminado muestran
una rapida secrecion de fluidos al ser inyectado en el intestino delgado de ratas (Edebo et al., 1988).
Posteriormente, se comprobarian los efectos de la administracion oral e i.p. de AO y DTXs en roedores,
observandose la aparicidn de diarrea y el dafio producido en ambos intestinos: las microvellosidades del
intestino delgado aparecen fusionadas y se produce una alteracién de las glandulas de Lieberkiihn,
estructuras encargadas de renovar el revestimiento intestinal presentes en el intestino grueso (Fig. 13)

(Berven et al., 2001; Ito and Terao, 1994; Ito et al., 2002b).
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Fig. 13.- Mucosa intestinal de una rata tras 4 horas de una
administracion de AO, mostrando una arquitectura irregular
producida por la fusion de las microvellosidades. X 150. Adaptado
de Berven et al. 2001.
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La alteracién de filamentos intermedios de citoqueratina observada en hepatocitos aislados (Blankson
et al., 1995) conduciria a pensar en un posible efecto hepatotdxico del AO. Las lesiones en este érgano
finalmente se comprobarian tras la administracion intravenosa (i.v.) de AO en ratas, viendo que a pesar de
que los hepatocitos estan intactos, el higado posee una gran acumulacion de sangre a nivel histolégico

(Fig. 14) (Berven et al., 2001).
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Fig. 14.- Fotomicrografia de higado de una rata control (izquierda) y de una
rata tratada con AO via i.v. (derecha). Se observa observar la importante
hemorragia hepatica en el espécimen intoxicado. X 600. Adaptado de Berven

et al., 2001.

La administracion de AO via i.v. no produjo la diarrea que si estaba presente en los roedores al
administrar la toxina intragastricamente, lo que explica que la via de administracion influye en la

patologia producida.

Ademas de en el aparato digestivo, se describen dafios en pulmones, donde se observan pequefios
edemas (Ito et al., 2002b); asi como en el sistema inmune, siendo el AO capaz de producir lesiones en el

timo y en el bazo (Franchini et al., 2005). El dafio en el timo se refleja en forma de una intensa deplecién
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de los timocitos (células hematopoyéticas que daran lugar a los linfocitos T), una desorganizacion del
complejo epitelial de la corteza y la aparicion de areas angiogéenicas; mientras que en el bazo las lesiones
comprenden una significativa pérdida de volumen y una aguda respuesta inmune caracterizada por la
presencia de granulocitos y macrofagos (Franchini et al., 2005). La capacidad del AO de afectar a estos
organos relacionados con la inmunidad del organismo no es desdefiable, pudiendo estar relacionada esta

inmunotoxicidad con la capacidad tumorigénica apuntada por otros investigadores.

La neurotoxicidad observada en cultivos celulares pudo confirmarse en diversos ensayos in vivo. La
administracion de esta ficotoxina directamente en el hipocampo de ratas produjo alteraciones de su
comportamiento (hiperexcitabilidad y temblores) que se relacionaron, una vez realizado el analisis
histoldgico, con una importante pérdida de células piramidales del hipocampo (Arias et al., 1998; He et
al., 2001, 2005; Kamat et al. 2013; Ramirez-Munguia et al., 2003). No sélo se produce una pérdida de
neuronas piramidales, sino gque se observa tambiéen la muerte de células de la glia (células que ejercen una
funcién de soporte y nutricién de las neuronas) (Costa et al. 2012). Al verse afectado el hipocampo, es
comprensible que la memoria espacial estuviese afectada, al ser el hipocampo la principal region del
Sistema Nervioso Central (SNC) implicada en este proceso (Zhang and Simpkins, 2010). Las alteraciones
en la memoria espacial finalmente se confirmarian in vivo tras realizar diversos test que evallan las
alteraciones del comportamiento (como el test Morris water maze) (He et al., 2001; Kamat et al. 2010,

2011; Song et al. 2013; Tian et al., 2004).

La capacidad del AO y de la DTX-1 para producir tumores en diversos 6rganos fue demostrada por
Suganuma Yy colaboradores. Comprobaron que mientras que la inoculacion en la piel de ratones de un
importante agente carcindgeno (el dimethylbenz(a)anthracene, o DMBA) por si solo no producia un
namero elevado de tumores, la inoculacion del AO en combinacion con el DMBA causaba un alto

porcentaje de tumores (en alrededor del 90% de los ratones tratados). Estos tumores eran en su mayoria
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papilomas (tumores benignos de las células epiteliales) y, en menor medida, sarcomas (tumores malignos)
(Suganuma et al., 1988, 1989). Posteriormente se comprobo que el AO actuaba también como promotor
tumoral en ratas, causando un aumento de las hiperplasias y adenocarcinomas iniciados por un mutageno
(la N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidina) en el estbmago (Suganuma et al., 1992). Aungue por si solo el
AO es la causa de algunos de los tumores observados (Suganuma et al., 1988), su eficacia se alcanza al ir

en combinacion con otros agentes mutagenicos.

Por tanto, los resultados observados en los ensayos in vivo corroboran los obtenidos in vitro,
convirtiendo al AO vy a sus derivados DTXs en una de las ficotoxinas con efectos mas diversos. A pesar
de que es el principal constituyente de las DSPs, los efectos diarreicos no son los Unicos que se deberian
tener en cuenta, pudiendo causar esta ficotoxina graves alteraciones en otros tejidos (como el higado o el

encéfalo) ademas de su principal diana (el intestino).

1.3 Acipbo boMOoICO

1.3.1 Organismos productores y distribucién geografica

El DOM es la principal toxina causante del ASP, cuyo nombre hace referencia a la capacidad de
afectar a la memoria a corto plazo. Este sindrome tiene su origen en el afio 1987, cuando un grupo de
personas en la isla Principe Eduardo (Canadd) sufrié una grave intoxicacion alimenticia debido al
consumo de mejillones azules (Mytilus edulis) contaminados. Entre los sintomas que se detallaron estaban
sintomas gastrointestinales (dolores abdominales, vémitos) y neuroldgicos, como la pérdida de memoria a
corto plazo (Hallegraeff, 1995; Perl et al., 1990; Teitelbaum et al., 1990). Debido a este Gltimo signo se

denomino a este tipo de intoxicacion como Amnesic Shellfish Poisoning (Perl et al., 1990).
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El DOM se identifico en un primer momento en el afio 1957 en la macroalga Chondria armata en la
costa sureste de Japon (Takemoto and Daigo, 1958), siendo posteriormente identificadas las diatomeas de
los géneros Pseudo-nitzschia y Amphora como los principales organismos productores de esta toxina

(Fig. 15) (Bates, 2000; Lefebvre and Robertson 2010).

Fig. 15.- Pseudo-nitzschia pungens. Imagenes modificada de Hansen (2011).

El evento ocurrido en la isla Principe Eduardo ha sido la intoxicacion mas grave por DOM hasta la
fecha y la que ha disparado las alarmas sobre los efectos de esta ficotoxina. Poco tiempo después se
realizarian controles de monitorizacion de las aguas costeras para la deteccidn tanto de las especies

productoras (sobre todo del género Pseudo-nitzschia) como del mismo DOM.
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En la Figura 16 se representan los diferentes emplazamientos donde se ha detectado esta toxina. Aunque
el nimero de localizaciones es menor que en el caso de otras toxinas (como el AO), también se

caracteriza por poseer una distribucion mundial.

Fig. 16.- Localizaciones en las que se ha confirmado la presencia de DOM.

Mencion especial merece el trabajo de Silver y colaboradores, quienes estudiaron la presencia de las
especies productoras de este tipo de ficotoxinas en diversos puntos del océano Pacifico, comprobando que
no siempre coincide la presencia de especies productoras con la deteccion de la toxina (Silver et al. 2010).
Esto parece indicar que las diatomeas productoras no sintetizan siempre el DOM en la misma magnitud, o
al menos no lo van a producir en cantidades analizables por los sistemas de deteccidn actuales. Es posible
que parametros como la disponibilidad de nutrientes, temperatura o pH puedan afectar a la sintesis de la

toxina por parte de las especies productoras (Silver et al. 2010).
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1.3.2. Estructura y mecanismo de accion

El DOM es un &cido hidrofilico con un peso molecular de 311 dalton que posee una estructura muy
similar a la del &cido kainico (KA), otra importante neurotoxina (Fig. 17). Posee 10 isdmeros conocidos:
desde el isodomoico A hasta el isodomoico H y el DOM 5’diasterecomero (Jeffery, 2004; Meda et al.,
1986; Wright et al., 1990a, b; Zaman et al., 1997). El DOM puede convertirse en alguno de sus isdmeros
por exposicion a la luz ultravioleta o al calor (Wright, 1990a, b).
Estos isomeros poseen una menor toxicidad que el DOM (Munday et al., 2008) y no siempre estan
presentes en los moluscos contaminados. No obstante, en algunas ocasiones la concentracion de alguno
de estos isdbmeros es mayor que la del propio DOM. Ocurre asi en eventos ocurridos en Filipinas (Kotaki

et al., 2005) y en Nueva Zelanda (Holland et al., 2005).

Tanto el DOM como el KA son analogos del glutamato (Glu), el principal neurotransmisor
excitatorio del SNC (Fig. 17) (Conn and Pin, 1997; Traynelis et al., 2010; Willard and Koochekpour,
2013). El Glu desempefia un importante papel en la potenciacion neuronal a largo plazo. En este proceso
se produce un aumento de los receptores del Glu en la neurona post-sinaptica, mejorando asi la sinapsis
entre las neuronas y que esta relacionado con la memoria espacial y el aprendizaje (Cooke and Bliss,
2006; Morris et al., 1986; Tang et al., 1999; Tzschentke, 2002). La principal concentracion de receptores
de glutamato (GIuRs) se encuentra fundamentalmente en el SNC, aunque los GIluRs también estan
presentes en otros rganos como el corazén, el higado, los pulmones o los rifiones (Gill et al., 2007; Gill

and Pulido, 2001).
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Fig. 17.- Estructuras quimicas del Glutamato, KA y DOM. PubChem CID: 33032, 10255 y 17753955.

Los GluRs se clasifican en receptores metabotrépicos (mGIuRs) e ionotrépicos (iGIURs). Los
mGIuRs forman parte de los receptores acoplados a proteinas G, poseyendo 7 dominios transmembrana y
realizando su funcion a traves de segundos mensajeros (Palmada and Centelles, 1998; Pin and Acher,
2002), mientras que los iGIuRs son proteinas integrales de membrana formadas por cuatro grandes
subunidades que forman un canal i6nico.

Los iGluRs se dividen en 4 grupos diferentes en funcion de su farmacologia y homologia estructural:
acido a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic (AMPA), KA, N-metil-D-aspartato (NMDA) y
receptores 6 (Traynelis et al., 2010). Los tres primeros tipos de iIGIuRs (AMPA, KA y NMDA) se unen al
Glu y desempefian funciones relacionadas con el aprendizaje y la memoria (Platt, 2007; Riedel et al.,
2003). Los receptores 8, por su parte, estan incluidos en los iGIuRs debido a su homologia, a pesar de no

poseer la capacidad de unirse al Glu (Balazs et al., 2005).

El DOM, debido a las similitudes estructurales con el KA, posee una alta afinidad por los subtipos de
receptores iGIuRs AMPA y KA (Jane et al., 2009; Jeffery, 2004). La union del DOM a estos dos grupos
de receptores produce una elevacion en los niveles de calcio (Ca*?), produciendo la salida del Glu al
espacio extracelular (Berman et al., 2002; Costa, 2010), causando la activacion de los receptores NMDA,

que liberaran mas Glu al medio. Esta accién combinada provoca la entrada de Ca*? en las células, que al
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llegar a ciertos niveles puede producir especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxide Species, ROS) y la
activacion de fosfolipasas, proteina kinasa C, proteasas, protein-fosfatasas, 6xido nitrico sintasas (Nitric

oxide synthase, NOS) y caspasa-3 (Fig. 18) (Costa, 2010; Ledo, 2004; Pulido, 2008).

Neurona presinaptica

A

Neurona postsinaptica

Fig. 18.- Esquema del funcionamiento de la neurotoxicidad del DOM en una
sinapsis, con los receptores implicados (NMDA, AMPA y KA), y el papel que
desempenan el Ca™?, el Glu y el propio DOM. Adaptacion de Lefebvre and

Robertson, 2010.

La entrada de Ca*? promueve la salida al exterior celular de glutation (GSH), un tripéptido con
funcion neuroprotectora capaz de paliar los efectos del exceso de estrés oxidativo (Pompella et al., 2003).
Al existir poca concentracion de GSH en el interior celular, se elevard la concentracion de ROS, que
aumentaran a su vez la peroxidacion de los lipidos, contribuyendo a la muerte celular (Giordano et al.,
2008a). El papel del GSH esta ligado a la mayor o menor toxicidad del DOM, ya que niveles bajos de este

tripéptido aumenta la apoptosis inducida por esta ficotoxina en cultivos neuronales (Giordano et al.,
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2006). El papel del estrés oxidativo en la muerte celular causada por DOM se confirmé en estudios
realizados en leones marinos, donde se comprobd que esta toxina era capaz de aumentar la sintesis de los
marcadores de estrés oxidativo en las neuronas de animales intoxicados (Madl et al. 2014).

Aunque los estudios in vitro de los efectos del DOM han proporcionado importante informacién
acerca del mecanismo de accion de esta toxina, fueron los estudios in vivo los que nos mostraron la causa

de su sintomatologia y letalidad.

1.3.3 Estudios toxicologicos

Existen numerosos estudios de los efectos toxicoldgicos del DOM en seres vivos, tanto a corto como
a largo plazo. Para una mejor comprension de sus efectos, hemos diferenciado entre los analisis de las
intoxicaciones que ocurren en la vida natural o salvaje y los experimentos realizados en el laboratorio
bajo condiciones controladas. Finalmente se sefialan las alteraciones histopatoldgicas comunes y

divergentes de ambos grupos, asi como la relacion de la edad con la patologia causada por esa toxina.

1.3.3.1 Toxicidad en la naturaleza

Los organismos invertebrados bivalvos, tales como los mejillones (Mytilus edulis) o las navajas
(Siliqua patula), asi como los crustaceos, constituyen uno de los principales vectores por los cuales el
DOM es capaz de introducirse en la cadena trofica. Se ha comprobado que en momentos de gran
expansion de especies de microalgas productoras del DOM, esta ficotoxina se acumula en el sistema
digestivo de estos organismos, pero sin causar ningun perjuicio o alteracion aparente en ellos. Este hecho
es de suma importancia, dado que al no producirse efectos visibles en las poblaciones de estas especies, el
unico mecanismo para salvaguardar la salud de los consumidores es el muestreo rutinario de las especies

de consumo.
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No son solo los crustaceos y bivalvos filtradores los Unicos capaces de acumular DOM, ya que se ha
comprobado que algunos crustaceos carnivoros también pueden actuar como vectores. Entre estos
crustaceos estan los cangrejos, abundantes en nuestras costas, como la especie Polybius henslowii (Costa
et al., 2003). Algunos invertebrados pueden servir como indicadores de la presencia del DOM, tal es el
caso del cangrejo de arena (Emerita analoga), en el que los niveles de DOM estan en sincronia con la
abundancia de las especies productoras de esta ficotoxina (Ferdin et al., 2002). El hecho de que algunos
organismos que actuan como vectores del DOM sean carnivoros y no filtradores implica que los niveles
de toxina no varian en funcion de los HABs sino de las presas, y por tanto la concentracion de toxinas es
mucho mas variable. Estudios realizados en moluscos carnivoros como la sepia (Sepia officinalis),
también muestran esta variacion: los niveles de toxina en el organismo son muy altos cuando existe un
HAB, pero siguen siendo altos transcurrido mucho tiempo desde la finalizacion del HAB (Costa et al.,

2005).

No se han podido observar efectos por la acumulacién de la toxina en ninguno de los organismos
invertebrados en presencia del DOM, lo que indica que podrian tener algin tipo de mecanismo para
reducir su toxicidad. La bioacumulacién de la toxina en estos organismos es potencialmente perjudicial
para el ser humano, ya que su consumo conllevara la ingesta de altas concentraciones de toxina, capaces
de causar diversos sintomas y patologias. Los efectos del cocinado en los alimentos, aunque reduce la
cantidad del DOM, no llega a eliminarlo, y aun pueden quedar concentraciones muy elevadas de esta
ficotoxina capaces de producir efectos adversos en los consumidores (Costa et al., 2003). Ademas,
estudios realizados con muestras congeladas ponen en evidencia que la cantidad de toxina no disminuye
por este proceso, demostrando que el DOM es una toxina capaz de conservar su estructura también a

temperaturas muy bajas (McCarron et al. 2007).
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Los peces son otros de los grupos afectados capaces de constituirse en vectores del DOM, sobre todo
aquellas especies planctivoras u omnivoras que se alimentan de microalgas productoras de DOM, como
las diatomeas del género Pseudo-nitzschia. Se ha detectado DOM en las visceras de la anchoa de
California (Engraulis mordax), asi como de la sardina (Sardinops sagax) (Bejarano et al., 2008; Lefebvre
et al., 2002; Lefebvre et al., 1999). En ninguna de las dos especies se han relatado sintomas de
intoxicacion (Lefebvre et al., 2001). En ambas especies el DOM esta presente s6lo mientras dura el HAB
de las diatomeas productoras, reduciéndose sus niveles hasta desaparecer en cuanto el HAB termina. Esto
sugiere que la toxina es rapidamente eliminada del organismo en estas especies y que solo seran nocivas
para los predadores mientras el HAB persista. Se cree que los peces podrian servir como vectores de
intoxicacion para mamiferos marinos, comprobandose que la anchoa (Engraulis mordax) ha sido capaz de

actuar como tal en la intoxicacién de leones marinos (Lefebvre et al., 1999).

También se han producido episodios toxicos en aves, entre los que podemos encontrar un episodio
ocurrido a principios de los afios 90, donde se observo que dos especies: el pelicano pardo (Pelecanus
occidentalis) y el cormoran de Brandt (Phalacrocorax penicillatus), presentes en la costa de California,
manifestaron sintomas tipicos de la intoxicacion por el DOM (movimientos oscilantes de la cabeza,
rascado, vomitos) (Bejarano et al., 2008; Fritz et al., 1992). Se encontraron concentraciones elevadas del
DOM en las anchoas, una de sus principales fuentes de alimento. Pocos afios después, esta misma
ficotoxina fue la responsable de la muerte de mayor parte de la colonia de pelicanos pardos en la
peninsula de Baja California, siendo en este caso el vector los peces denominados toninos (Scomber

japonicus) (Sierra Beltran et al., 1997).

El DOM afecta también a mamiferos marinos, aunque los episodios txicos son poco numerosos. Se
ha detectado la presencia del DOM en delfines mulares (Tursiops truncatus) capturados en Florida

(Twiner et al. 2011), pero son las intoxicaciones de leones marinos de California (Zalophus californianus)
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las que nos proporcionan mas informacion sobre la toxicologia del DOM. Hay documentados eventos de
gran mortandad de estos animales a finales de la década de los 70, con sintomas neuroldgicos semejantes
a los que causa el DOM (Gulland, 2000). En episodios posteriores, como el ocurrido en el afio 1998
donde se produjo la muerte casi 50 ejemplares, se determino que la causa de la mortalidad era el DOM, ya
que la mortandad coincidié con un HAB de varias especies de microalgas entre las que se encontraba una
diatomea del género Pseudo-nitzschia (concretamente la P. australis), detectandose niveles muy altos del
DOM (Scholin et al., 2000). Los sintomas neurolégicos en los leones marinos afectados fueron muy
amplios, incluyendo los habituales de ASP: convulsiones, ataxia, movimientos bruscos de cabeza y
rascados (Cook et al. 2011; Goldstein et al., 2008). Cuatro afios después, otra intoxicacion ligada al DOM
con sintomas similares afectaria no solo a leones marinos, sino también a delfines, concretamente a dos
especies: el delfin comun costero (Delphinus capensis) y el delfin comun oceanico (Delphinus delphis),
apareciendo muchos de estos animales varados en la costa californiana (de la Riva et al., 2009). También
se relaciona esta toxina con un incremento de abortos en los leones marinos de la costa de California, ya
que se comprobo la presencia tanto de la toxina como de las microalgas productoras en algunos de los
fetos (Goldstein et al., 2009).

Los leones marinos se convierten asi en una de las especies mas estudiadas en cuanto a la intoxicacion

por DOM, considerandose una buena especie indicadora de su presencia.

Finalmente, también la especie humana se ha visto afectada por este tipo de episodios tdxicos. La
intoxicacion que se produjo en el afio 1987 en Canadéa afectd a méas de 100 personas caracterizandose por
una serie de sintomas gastrointestinales (tales como diarrea, nauseas, vomitos) que se manifestaron
durante las primeras 24 horas seguidos, en algunos casos, de alteraciones cardiovasculares (presion
sanguinea inestable) y neuroldgicas (confusion, pérdida de memoria, dolores de cabeza, espasmos y
desorientacién) que se prolongaron durante 48 horas (Perl et al., 1990; Pulido, 2008; Teitelbaum et al.,

1990). La sintomatologia méas grave se produjo en un grupo de 14 personas en los que se manifestaron los
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sintomas neuroldgicos mas graves: convulsiones, coma e incluso la muerte de cuatro de los afectados
durante las primeras semanas transcurridas tras la intoxicacion. Meses mas tarde, algunos afectados
supervivientes aun padecian pérdidas de memoria a corto plazo (Teitelbaum et al., 1990)

Se determind que la presencia de un HAB constituido por especies productoras del DOM en el mismo
periodo de tiempo, asi como la presencia de la misma ficotoxina en los mejillones que se consumieron fue

la causa de la intoxicacion (Todd, 1990; Wright et al., 1990a).

Los niveles de DOM ingeridos oscilaron desde 15 - 20 mg de una persona que no se vio afectada (lo
que proporciona una dosis de 0,2 — 0,3 mg/kg), a unos 60 — 110 mg de una persona con sintomas
gastrointestinales (unos 0,9 — 2mg/kg) hasta llegar finalmente a los 420 mg de DOM en los casos mas

graves (4,2 mg/kg) (Costa et al. 2010; Todd, 1993).

A la vista de este grave incidente, las autoridades competentes han establecido un limite de 20 pg de
DOM por gramo de marisco, siendo éste un limite impuesto por Canada y que posteriormente fue
adoptado también por la Unién Europea, Estados Unidos, Nueva Zelanda y Australia (Costa et al. 2010;
Lefebvre and Robertson, 2010). El limite fijado es una concentracion 10 veces menor que la estimacion
del nivel capaz de causar sintomas en humanos (200 pg/g de mejillon). Concentraciones de DOM por
encima del limite de 20 pg/g de marisco obligan al cierre de las areas de produccion afectadas (Lefebvre

and Robertson, 2010).

Un segundo incidente se desarroll6 en el afio 1991, en el estado de Washington (noroeste de EEUU),
donde 24 personas sufrieron gastroenteritis, y dos de ellas también desarrollaron sintomas neurolégicos,
tras el consumo de navajas (Siliqua patula) contaminadas con DOM (Todd, 1993; Wekell et al., 1994).

En este caso la severidad de los sintomas y la patologia fue menor, sin que hubiese que lamentar ningln
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fallecimiento. El organismo productor no pudo ser identificado en este caso, pero se asume que fue una

especie productora como la Pseudonitzschia.

Por tanto, el DOM es capaz de afectar a un gran nimero de especies diferentes a lo largo de los
ultimos afios. Aunque en la mayoria de las ocasiones no se ha podido realizar un examen histolégico, si
que existe un nexo comun entre todas las intoxicaciones: el dafio neuroldgico concentrado en el area del
sistema limbico. Se ha comprobado que en muchas de las especies afectadas (aves, leones marinos),
incluyendo seres humanos, existen alteraciones motoras plenamente visibles (convulsiones, movimientos
de cabeza), asi como de comportamiento (agresividad) y de pérdida de memoria. Es por tanto el sistema
limbico una de las principales regiones afectadas por esta ficotoxina, lo que se confirmd no sélo por las
autopsias y necropsias realizadas, sino por diversos ensayos realizados en laboratorio (Pulido, 2008).

Dichos ensayos proporcionaron una informacion ain mayor del mecanismo de accion de esta toxina.

1.3.3.2 Toxicidad en animales de experimentacion
Dada las caracteristicas de esta ficotoxina y la severidad de su sintomatologia, se han realizado a lo
largo del tiempo numerosos ensayos con animales de experimentacion, siendo los roedores los principales
especimenes de analisis. Aunque minoritarios, también se han realizado ensayos de los efectos del DOM

en otros mamiferos (monos), asi como algunos invertebrados y peces.

A pesar de que la bioacumulacion del DOM en organismos invertebrados es la causa de que se
produzcan intoxicaciones en depredadores que se alimentan de ellos, se han realizado pocos estudios
empleando estos organismos. Entre estos ensayos, se pueden encontrar la exposicién a DOM realizados
en la ostra del Pacifico (Crassostrea gigas), donde se evaluaron los cambios en la actividad en los
hemocitos, que constituyen el principal sistema defensivo del animal. Se observo un aumento del nimero

de hemocitos durante la exposicion a la toxina, volviendo a niveles normales 48 horas después. A

38



excepcion de los hechos sefialados, no se detectaron mayores efectos nocivos en las ostras (Jones et al.,
1995).

Estudios realizados recientemente con cangrejos (Metacarcinus magister), empleando varios métodos de
administracion (oral e intravascular) y dosis muy variadas (algunas tan elevadas como 20 mg/kg)
mostraron que la toxina se acumula rapidamente en el organismo sin producir efectos graves y es
lentamente eliminada por via urinaria (Schultz et al. 2013). Si el tiempo que permanece el DOM en estos
organismos es elevado, al no producir efectos toxicos notables, podria causar graves perjuicios en niveles

superiores de la cadena tréfica.

Aunque minoritarios, existen algunos estudios realizados en peces como la anchoa, donde se
mostraron efectos neurotdxicos tras la inyeccion intraceldmica de esta toxina: desorientacion, alteracion
de la manera de nadar, movimientos bruscos de la cabeza e incluso la muerte de algunos ejemplares
(Lefebvre et al., 2001). Otros estudios empleando tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus) tampoco
describen efectos letales del DOM, pero si que confirman la elevacion del estrés oxidativo causado por
esta toxina, confirmando los estudios in vitro (Mazmanci and Cavas, 2010). En ensayos con la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se comprueba un aumento de la agresividad en aquellos especimenes a
los que se administré la neurotoxina, por lo que se comprueba de nuevo la capacidad de esta neurotoxina

de afectar al comportamiento de los organismos intoxicados (Bakke et al., 2010).

Fueron los ensayos en roedores, tanto ratones como ratas, los que proporcionaron un amplio

conocimiento de los érganos afectados en mayor medida por esta ficotoxina y, asimismo, donde se

determind su letalidad.
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Las vias de administracién mas frecuentes a la hora de evaluar la toxicidad de una toxina son la via
oral y la i.p., aungue también se han realizado ensayos empleando otras vias como la

intracerebroventricular, la subcutanea (s.c.) y la i.v.

En cuanto a la administracion de DOM por via oral, se comprobd que los ratones son mas
susceptibles que las ratas, teniendo un NOAEL de 28 mg/kg, mientras que en las ratas se sitla en 60
mg/kg (lverson et al., 1989). Comparado con la intoxicacién en seres humanos de Canadéa del afio 1987,
donde se estim6 el NOAEL en 0,2 - 0,3 mg/kg (Costa et al. 2010; Perl et al., 1990; Todd, 1993), se

aprecia claramente que el ser humano es especialmente susceptible a esta toxina.

En el mismo estudio realizado por Iverson y colaboradores se establecio en 35 mg/kg y en 80 mg/kg
las dosis via oral de DOM necesarias para inducir la neurotoxicidad en ratones y ratas, respectivamente
(Iverson et al., 1989). En este estudio se fijo la primera DLsp de la administracion i.p. de DOM en ratones,
situandola en 2,4 mg de DOM/kg de peso (lverson et al., 1989). Esta DLsg es similar a la que obtuvo el
grupo de Grimmelt y colaboradores: 3,6 mg/kg (Grimmelt et al., 1990), asi como por Tasker y
colaboradores: 4 mg/kg (Tasker et al., 1991). El célculo de la DLs no esta exento de variabilidad, ya que
los Gltimos estudios mostraron que la dosis de DOM fue ain mas elevada, concretamente 6 mg/kg

(Munday et al., 2008).

En ratas, los primeros estudios confirmaron la presencia de dafios histoldgicos tras la administracion
i.p. de dosis mayores a 2 mg/kg, siendo las dosis menores a esa concentracion aparentemente inocuas
(Tryphonas et al., 1990b). Estudios posteriores con ratas adultas divergieron en cuanto a la letalidad de la
ficotoxina, ya que dosis menores a 2 mg/kg (concretamente 1,32 mg/kg) causaron la muerte de varios

ejemplares (Sobotka et al., 1996). Esta variabilidad en cuanto a la concentracion a partir de la cual se
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observan lesiones a nivel histologico o su letalidad se observa frecuentemente en los estudios con esta

ficotoxina.

En ambas especies de roedores, la sintomatologia es muy similar, independientemente de la via de
administracion: desde efectos muy evidentes como el rascado, las convulsiones y movimientos de cabeza;
hasta alteraciones del comportamiento (agresividad) y de la memoria a corto plazo, que se estudian por
medio de diversos tests (Clayton et al., 1999; Colman et al., 2005; Chiamulera et al., 1992; Dakshinamurti
etal., 1991; Fuquay et al., 2012; Hesp et al., 2007; Iverson et al., 1989; Nakajima and Potvin, 1992; Petrie
et al., 1992; Ryan et al. 2010; Sawant et al., 2008; Scallet et al., 2004; Schwarz et al. 2014; Sutherland et
al., 1990; Tryphonas and Iverson, 1990). También se describié una disminucion del peso en especimenes

tratados, aunque este efecto no se ha podido observar siempre (Sobotka et al., 1996).

Finalmente, aunque mucho menos frecuentes en la actualidad, se han realizado estudios de la
toxicidad del DOM en primates, que complementaron los estudios realizados en roedores. La
administracion via oral de la toxina en macacos cangrejeros (Macaca fascicularis), proporciono un
NOAEL de 0,75 mg/kg; siendo necesaria por tanto una menor concentracion de DOM para causar sus
primeros efectos adversos (Costa et al. 2010; Truelove et al., 1997). La administracion tanto via i.p. como
via i.v. de diversas dosis de DOM (desde 0,0025 mg/kg hasta 4 mg/kg) produjo vémitos, movimientos
espasmodicos de cabeza, agresividad, fatiga, temblores, hipotermia e incluso la muerte por edema
pulmonar en el especimen tratado con la dosis mas alta (Tryphonas et al., 1990a). En ambas vias de
administracion existe un breve periodo asintomatico inmediatamente posterior a la administracion de la
toxina, que puede estar ausente en las dosis mas elevadas. La sintomatologia fue dosis-dependiente: a
mayor concentracion de la ficotoxina administrada menor tiempo transcurria hasta la aparicién de los

sintomas, mayor duracion tenian y mayor severidad presentaban (Tryphonas et al., 1990a).
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1.3.3.3 Efectos histopatoldgicos

La principal variabilidad de la toxicidad del DOM en las diferentes especies estudiadas se refiere a su
letalidad, viéndose que la susceptibilidad de los primates a esta toxina es mayor que la de los roedores.
Los seres humanos, tras los estudios realizados posteriormente al incidente de 1987, son incluso mas
susceptibles de sufrir efectos adversos que los primates no-humanos. Sin embargo, es en roedores donde
las lesiones causadas por el DOM se definen mejor, siendo ya capaces de relacionar los dafios observados
con la dosis administrada. Esta relacion no se ha sido podido establecer en los organismos que se vieron
afectados en la naturaleza (como los leones marinos) o bien en humanos (donde los analisis
histopatolégicos fueron minoritarios y asimismo es complejo establecer la dosis que afectd a los
intoxicados). Sin embargo, tanto los estudios de los efectos del DOM en la naturaleza como los realizados
en condiciones controladas confirman que el DOM se comporta como una neurotoxina. Dentro del SNC
es el hipocampo, constituyente del sistema limbico, donde los dafios fueron mas severos,

independientemente de la especie analizada.

Bajo la denominacion de sistema limbico se describen varias estructuras y nucleos funcionalmente
interconectados que se localizan principalmente en el telencefalo, asi como en el diencéfalo (tdlamo,
hipotdlamo, subtadlamo, y epitalamo). Aunque en menor medida, también forman parte del sistema
limbrico algunas regiones situadas en el mesencéfalo o cerebro medio (como el ndcleo interpenduncular o
la formacion reticular). Los componentes del sistema limbico cumplen varias funciones, la mayoria tienen
que ver con el control de las funciones necesarias para la autopreservacion y conservacion de la especie.
Regulan la funcion autonoma y endocrina, particularmente la relacionada con estimulos emocionales.

Ademas, muchas de estas areas son fundamentales para determinados tipos de memoria.

Las areas que normalmente se incluyen en el sistema limbico se dividen en dos categorias: corticales

y subcorticales. Entre las regiones corticales se encuentran el hipocampo, circunvolucion subcallosa, giro
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cingulado y la circunvoluciéon del hipocampo. Esta corteza se ha denominado “lobulo limbico” ya que
hace un anillo que rodea el cuerpo calloso, siguiendo el ventriculo lateral. Las porciones subcorticales
incluyen el hipotalamo, la amigdala, el nucleo septal y algunos ndcleos talamicos como el ndcleo anterior

y posiblemente el nicleo rosomedial (Fig. 19) (Swenson, 2006).

A diagrammatic sagittal section showing the position and
orientation of the major components of the limbic system
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Fig. 19. Esquema representativo de las diferentes regiones que componen el sistema limbico. Adaptado de Swenson, 2006.
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La interconexion entre las diferentes regiones del sistema limbico crea una red muy compleja en la
que todos los componentes estan relacionados. Una vision esquematica de las regiones interconectadas se

puede apreciar en la Figura 20.

Fig. 20. Dibujo esquematico de los componentes del sistema limbico y sus interconexiones. El
cortex cerebral, constituyente del telencéfalo, forma la parte mas externa del sistema limbico (en
rojo). Los componentes mas internos del telencéfalo (como la amigdala y el hipocampo) se
muestran en azul. Los componentes del diencéfalo se muestran en verde mientras que los
componentes del mesencéfalo se muestran en marrdn. Las conexiones axonales que relacionan las
diferentes regiones incluyen el cingulum, el fornix (que sale del hipocampo), la estria terminal
(que sale de la amigdala), asi como varias conexiones del diencéfalo (mostradas en verde).
(Rost.Nuc. : nlcleos talamicos rostrales; Mm. : cuerpo mamilar; Hb : habénula; IP : nicleo
interpenduncular; Ret For : formacion reticular; y f. : fasciculo). Adaptado de Fletcher and Beitz,

2013.
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Dentro del sistema limbico, el hipocampo constituye la principal diana del DOM en muchas de las
especies analizadas. Esta region es una estructura simétrica que se encuentra proxima a la corteza, donde
forma una invaginacion en forma de “S”, forma que es constante en mamiferos, desde roedores hasta
primates (Amaral and Lavenex, 2006). Su forma recuerda en seres humanos a la forma de un caballito de
mar, de ahi su nombre, o bien a los cuernos de un carnero o del dios Amon (de ahi provienen los nombres
de las regiones denominadas CA, del Cornus Ammonis). Aunque las similitudes en el hipocampo entre

los diversos mamiferos son elevadas, existe cierta variabilidad, tanto en forma como en la estructura.

En la rata, el hipocampo es un importante componente del SNC, ocupando un area muy superior en
relacién al resto del encéfalo que en otros mamiferos (como los primates) (Figura 21) (Swanson, 1983;
Swanson et al. 1987). El hipocampo posee un papel crucial en la memoria a corto plazo y en la memoria
espacial (aquella que se relaciona con la adquisicion de informacion sobre el espacio que rodea al

individuo y la orientacion dentro de él).

45



cerebellum

cerebral __
cortex P

.
f’/’ y 3 .
N e spinal

3 ‘ cord
N '
, \

E

dorsal
hippocampus

J
V-4

w .
& brain stem

" ventral
V hippocampus

g subiculum

Z superior
13 right posterior
\ : 4, . left
A Ll il hyporhalamus SRUSLIOE
olfactory Qg - inferior
bulb optic nerves
-2.3 mm -5.3 mm —6.3 mm

Fig. 21. Diagrama del hipocampo de la rata. Se muestra la organizacion tridimensional del hipocampo asi
como sus estructuras relacionadas. En la parte inferior derecha de la figura se muestran tres secciones
coronales, con sus coordenadas anterioposteriores en relacion al bregma (punto anatdémico donde se
encuentran el hueso frontal y el parietal). (CA1, CA2, CA3: subcampos del Cornu Ammonis 1-3 ; DG: giro

dentado; EC: corteza entorrinal; f: fornix; s: region septal del hipocampo; S: subiculum; t: region temporal

del hipocampo). Adaptado de Cheung and Cardinal, 2005.
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El complejo hipocampal se divide en el giro dentado (dentate gyrus, DG), el hipocampo propiamente
dicho (dividido a su vez en tres campos: CA1, CA2 y CA3); el subiculo; el presubiculo; el parasubiculo;
y finalmente la corteza entorrinal. Algunos investigadores afiaden un cuarto campo en el hipocampo, el
CA4, que se sitla a continuacion del CA3 y proximo al DG (Bhatnagar and Shukla 2008). El subiculo, el
presubiculo y el parasubiculo en ocasiones son agrupados juntos en el complejo subicular (Amaral and
Witter, 1995). Las areas del hipocampo propiamente dicho (de la CAl a la CA3), son las regiones que se

consideran la diana del DOM. (Figura 22).

Fig. 22. Hipocampo de roedor (en este caso una rata), mostrando las 3 regiones en las que se

divide esta region: CA1, CA2, CA3, asi como el el giro dentado (DG). Tincion de Nissl. 40X. Fuente

propia.

Estructuralmente, el hipocampo posee tres capas:
- Una capa molecular, con escasas interneuronas que estd subdividida en tres estratos (ldcido,

radiado, lacunoso).
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- Una capa de células piramidales con diversas interneuronas asociadas. Las neuronas piramidales
son de gran tamafio e introducen sus dendritas apicales en la capa molecular; distribuyendo su
profuso arbol dendritico basal en la capa subyacente, el stratum oriens (Fig. 23).

- Una capa plexiforme denominada stratum oriens que presenta algunas interneuronas y cubre sin

limite claro a la sustancia blanca subyacente, denominada alveus.

)

thy1-GFP tTA:miR132

Fig. 23. Representacion de neuronas piramidales de hipocampo. Escalas: 200 pm (A), 100 um (B). Adapado de Hansen et

al, 2010

Las longitudes de las prolongaciones dendriticas varian mucho entre los distintos campos, siendo por
lo general muy extensas, pudiendo alcanzar hasta 16 mm de longitud en algunas neuronas piramidales del
campo CA3 (Amaral et al. 1990). Las diferencias entre las regiones del hipocampo se deben tanto al
tamafo de las células piramidales (siendo las neuronas del campo CA3 de mayor tamafio que las del
campo CA1) como las distintas conexiones neuronales que se establecen con otras regiones (las neuronas
del campo CAS reciben conexiones del giro dentado mientras que las del campo CAL no). Estas y otras
diferencias nos ayudan a distinguir los 3 campos en los que se subdivide el hipocampo (Fig. 24) (Amaral

et al. 1995).
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Fig. 24. Representacion del encéfalo de un roedor mostrando las diferentes regiones del hipocampo.

Adapado de Moser, 2011.

Las lesiones producidas por el DOM en el hipocampo son comunes en muchas especies afectadas,
tanto de vida libre como en condiciones controladas. EI examen histoldgico de los ejemplares de leones
marinos que murieron a causa de la intoxicacion por DOM revelo lesiones cerebrales que se concentran
en el area del hipocampo, donde los campos CA3, CA4, CA1 y CA2 (en orden descendente de severidad
de dafio observado), asi como el giro dentado, presentan numerosas células piramidales en estado de
necrosis (Buckmaster et al. 2014; Gulland, 2000; Scholin et al., 2000; Silvagni et al., 2005). Asimismo,
las autopsias de los individuos fallecidos en la intoxicacion ocurrida en 1987 en Canada mostraron un
importante dafio cerebral caracterizado por la necrosis en el area hipocampal (Carpenter, 1990; Pulido,

2008; Teitelbaum et al., 1990).

Los ensayos llevados a cabo con monos y roedores (tanto ratas como ratones) en condiciones
controladas confirmaron que el hipocampo es la principal diana del DOM, siendo por lo general el campo
CA3 la region mas afectada (Bruni et al., 1991; Debonnel et al., 1990; Nakajima and Potvin, 1992; Peng
et al., 1994; Petrie et al., 1992; Pulido, 2008; Qiu and Curras-Collazo, 2006; Scallet et al., 1993; Scallet et

al., 2004; Sobotka et al., 1996; Strain and Tasker, 1991; Sutherland et al., 1990).
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A la necrosis hay que sumar una importante astrocitosis (incremento de las células de la glia, encargadas
del soporte metabolico de las neuronas), descrita por algunos investigadores (Ananth et al., 2003b; Appel

et al., 1997; Nakajima and Potvin, 1992; Sobotka et al., 1996).

Otra region intimamente relacionada con el sistema limbico que se ve afectada por el DOM es el
bulbo olfatorio (Colman et al., 2005; Peng et al., 1994; Scallet et al., 2004; Tiedeken et al. 2013). Esta
region, que en humanos ocupa un pequefio volumen en comparacion con otras formaciones nerviosas,
posee un volumen importante en los roedores. También se han observado lesiones en el hipotalamo y en
el tdlamo (Bruni et al., 1991; Friedberg and Ross, 1993; Schmued et al., 1995; Tiedeken et al. 2013;

Tryphonas et al., 1990a).

Asimismo, se han comprobado la existencia de lesiones en el l6bulo piriforme de leones marinos
intoxicados, asi como en la amigdala de todos los mamiferos analizados tanto en estado salvaje como en
condiciones controladas, y en los seres humanos afectados (Appel et al., 1997; Carpenter, 1990; Pulido,
2008; Teitelbaum et al., 1990; Tiedeken et al. 2013). También se han descrito lesiones en la amigdala

(Amunts et al. 2005; Appel et al., 1997; Tiedeken et al. 2013).

Con independencia del sistema limbico, también se han descrito lesiones en otras areas del sistema
nervioso central, como el &rea postrema, region ubicada en el limite anteroposterior del cuarto ventriculo
cuya funcion es el control del vomito (Bruni et al., 1991; Peng et al., 1994; Tryphonas et al., 1990a).
Dichas lesiones comprenden la vacuolizacion del neuropilo (densa region conformada por axones,
dendritas y células gliales, con un numero escaso de células), el aumento de volumen de los astrocitos, la

disminucion de tamarfio de las neuronas y la hipercromasia de las neuronas afectadas.
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También se han detallado dafios en la retina de leones marinos, consistentes en la vacuolizacion de
la capa de células ganglionares (Silvagni et al., 2005). Lesiones similares se encontraron en roedores, tras
administrar DOM via i.p., viéndose una necrosis muy severa de esta region, acompafiada de edema
(Jeffery et al., 2004; Tryphonas et al., 1990b); asi como en macacos, donde los animales tratados con
elevadas dosis de la neurotoxina (4 mg/kg) mostraron también una vacuolizacién de las células de esta
region (Tryphonas et al., 1990a). Tanto la retina como el area postrema son regiones afectadas por el
DOM que no estan protegidas por la barrera hematoencefalica, que se compone de una densa formacion
de células endoteliales que ejercen de filtro entre los vasos sanguineos y el SNC. Por tanto, es posible que
una vez el DOM llega a la corriente sanguinea afecte en primer lugar aquellas estructuras del SNC
situadas en el exterior de esta barrera. Efectos similares se han relatado en otras neurotoxinas como el

acido glutamico (Olney et al., 1977).

Wang et al., (2000) y Xu et al., (2008) describieron cémo la administracion i.p. produjo lesiones en
la médula espinal en ambas especies de roedores, caracterizadas por hemorragia y vacuolizacion de las
neuronas. El dafio se atribuye a la induccion por parte del DOM del aumento de estrés oxidativo asi como
una disfuncion de las mitocondrias, lo que conllevaria a la apoptosis de las células de esta region (Xu et

al., 2008).

Tras las regiones del SNC anteriormente citadas, el 6rgano en el que mas se ha sefialado la toxicidad
del DOM es el corazon, en el que se describen necrosis muy severas y edemas en muchos de los leones
marinos afectados (Gulland, 2000). En menor medida también se observo fibrosis, hiperplasia nuclear e
hipertrofia (Gulland, 2000). Posteriormente, se relaciono la presencia del DOM con los dafios observados
en nutrias marinas (Enhydra lutris), concretamente con la aparicién de miocarditis (inflamacion del

miocardio), posible causa de la muerte de algunos individuos (Kreuder et al. 2005). El corazon de
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numerosas especies, incluyendo a los seres humanos, presenta GluRs (Gill et al., 2007; Gill and Pulido,

2001), por tanto es posible que este érgano pueda verse afectado por el DOM.

Vranyac-Tramoundanas et al. (2011), describen como la administracion i.p. de la toxina en ratas
causo alteraciones hemodinamicas, como el incremento del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) o de la
interleucina-1, ambas citocinas liberadas por células del sistema inmunitario con gran relacién con los
procesos inflamatorios. A nivel histolégico también se observaron lesiones tales como vacuolizacion de
las células, fibrosis, aumento de las células inflamatorias (macrofagos y leucocitos) e incluso necrosis
inflamatoria (Vranyac-Tramoundanas et al. 2011). En el mismo estudio, las alteraciones hemodinamicas
causadas por la exposicion al DOM en corazones aislados es mucho menor. Este hecho, junto con las
observaciones realizadas in vitro empleando cardiomiocitos aislados, hace suponer que esta patologia
podria estar relacionada con las convulsiones que sufren los animales expuestos a dosis altas de DOM
(Vranyac-Tramoundanas et al., 2008). Por tanto, los efectos del DOM sobre el corazén pueden ejercerse
de una manera indirecta dado que las alteraciones se ejercen a nivel de areas del SNC que controlan la

actividad cardiaca (Khookhor and Umegaki 2013; VVranyac-Tramoundanas et al. 2011).

Asimismo, se ha comprobado que el DOM posee un efecto inmunotdxico en ratones. Esta toxina es
capaz de aumentar la presencia de monocitos 12 horas después de la administracion de la toxina, seguida
por un aumento de la proliferacion de neutrofilos y de linfocitos T a las 24 horas (Levin et al., 2008). 48
horas después de la administracion, todos los niveles volverian a la normalidad, lo que se correlaciona

con la eliminacién del DOM del organismo (Levin et al., 2008).

Finalmente, dada la gran presencia de GIuRs en numerosos tejidos, es posible que el DOM sea capaz
de afectar a mas drganos que los que se han descrito hasta el momento. Un ejemplo de ello es la

investigacion de reciente publicacion de Funk y colaboradores, donde se observd por primera vez lesiones
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en rifiones tras la exposicion de ratones a DOM (Funk et al. 2014). La toxicidad en este tejido no es de
extrafiar, puesto que el sistema renal es la principal via de eliminacion del DOM en mamiferos (Suzuki

and Hierlihy, 1993).

1.3.3.4 Relacion del DOM con la edad

Dado que el DOM actla principalmente como una neurotoxina, es importante sefialar los efectos que
tiene la edad del organismo en las alteraciones que esta ficotoxina pueda causarle.
Los fallecimientos ocurridos durante la intoxicacion de 1987 correspondian a personas de avanzada edad,
con edades comprendidas entre los 71 y los 84 afios (Perl, 1990). Tres de ellas fallecieron en un periodo
menor a un mes, mientras que el cuarto afectado fallecié en los 3 meses posteriores a la intoxicacion
(Perl, 1990). Asimismo, seria el grupo de mayor edad el que poseia mayor susceptibilidad a la pérdida de
memoria (Perl, 1990; Teitelbaum et al., 1990). El examen histologico de los fallecidos mostraria una
necrosis neuronal severa, asi como una importante astrocitosis, principalmente en las regiones del
hipocampo y la amigdala (Perl, 1990). Debido a los estudios que muestran que una alteracion de la
funcion renal aumenta la toxicidad de esta neurotoxina (Costa, 2010; Truelove and Iverson, 1994), es
posible que este incremento de la toxicidad del DOM en estos individuos afectados podria ser debida a la

menor funcionalidad renal en estos individuos de mayor edad.

En esta relacion edad-dafio también podria influir la peor capacidad de combatir los efectos del estrés
oxidativo de un individuo de edad avanzada. Los estudios realizados tanto con DOM como con KA en
roedores de diversas edades mostraron que ratas jovenes tienen una menor sensibilidad que los animales

mas viejos (Kerr et al., 2002; Wozniak et al., 1991).

La exposicion pre-natal de DOM en animales de experimentacion (fundamentalmente roedores)

confirma que esta toxina es capaz de afectar a los organismos durante su estado de desarrollo. La
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administracion i.p. de DOM en hembras gestantes produce una serie de alteraciones en las crias tanto en
su comportamiento como en cuanto a la morfologia del cerebro. Diversos tests para el estudio de la
actividad locomotora, de la memoria y de la ansiedad mostraron que las crias de hembras tratadas poseian
serias deficiencias al ser comparadas con animales control (Costa, 2010; Levin et al., 2005; Tanemura et
al., 2009). En cuanto a las alteraciones morfoldgicas, hay constancia de alteraciones en el hipocampo,
como un aumento de los niveles de receptores de KA y de Glu (Dakshinamurti et al., 1993; Levin et al.,
2005; Maucher and Ramsdell, 2007). El estudio de Maucher y Ramsdell demostro, al medir los niveles de
DOM en liquido amniotico y cerebro de los fetos mediante la técnica ELISA, que esta ficotoxina es capaz
de cruzar la barrera de la placenta (Maucher and Ramsdell, 2007). Esta susceptibilidad podria explicar los
efectos observados en algunas poblaciones de leones marinos afectadas por el DOM, siendo esta
ficotoxina capaz de afectar también a la neurogénesis en los fetos de esta especie (Ramsdell and Zabka,

2008).

Se realizaron muchos estudios sobre la administracion de esta toxina en roedores recién nacidos
(durante las dos primeras semanas de vida) que aportaron mas datos sobre el mecanismo de accion del
DOM. En dichos experimentos, las crias mostraron una mayor susceptibilidad al DOM que los ejemplares
adultos. La susceptibilidad de las crias al medir los valores del DLsy es entre 2 y 6 veces mas bajos
cuando se compara las crias con individuos adultos (Sobotka et al., 1996; Xi et al., 1997). Existen dos
explicaciones posibles al mayor efecto del DOM en las crias: o bien una menor filtracion renal de la
toxina o bien una barrera hematoencefalica ain incompleta (Xi et al., 1997). Independientemente de la

causa, se hace necesario tener en cuenta el factor edad en la toxicologia del DOM.

A pesar de las numerosas investigaciones llevadas a cabo sobre la toxicologia del DOM in vivo,
debido a la variabilidad observada (sobre todo en cuanto a la letalidad y a las lesiones causadas), se hacen

necesarios mas estudios para concretar los efectos de esta ficotoxina, sobre todo a nivel histopatoldgico.
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En este &mbito se desarrolla la presente tesis, intentando aportar nueva informacion util tanto del

mecanismo de accion del DOM como de sus sus efectos histopatologicos.
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2 OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis doctoral incluyen:

1.- Estudiar los efectos histopatoldgicos de la administracion oral de AO en ratones, observando
asimismo la presencia de la toxina por métodos inmunohistoquimicos; y estudiando la expresion de

enzimas relacionadas con la detoxificacion desde un punto de vista molecular.

2.- Estudiar los efectos de la administracion i.p. de DOM en ratas y ratones en cuanto a su

sintomatologia, asi como en la patologia causada, empleando técnicas histolégicas e

inmunohistoquimicas.
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3 PUBLICACIONES

Los resultados obtenidos en el trabajo desarrollado durante el periodo dedicado a la elaboracion de
la tesis doctoral han dado lugar a tres publicaciones que se adjuntan a continuacion, relativos a los efectos

del &cido okadaico y del acido domoico

Articulo 1. Oral Toxicity of Okadaic Acid in Mice: Study of Lethality, Organ Damage, Distribution

and Effects on Detoxifying Gene Expression.

Resumen:

Se relatan los efectos de la administracion oral de concentraciones crecientes de AO en ratones. Se
detecta la cantidad de AO expulsada en heces por medio de espectrometria de masas (Liquid
chromatography—mass spectrometry, LC-MS/MS), para cada una de las dosis empleadas, comprobandose
que el 99% del AO permanecio en el interior del organismo después de 24 horas.

Por otra parte, se analizan los efectos producidos por el AO en encéfalo, estbmago, higado, intestino
delgado, intestino grueso, pulmones y rifiones, asi como la presencia de la toxina por medio de técnicas
inmunohistoquimicas. Se observan importantes lesiones en higado y, en menor medida, en rifidn, en tanto
que en los restantes rganos no se apreciaron dafios. Se produce inmunomarcaje tanto en el higado como
en los rifiones.

Finalmente, mediante la técnica PCR cuantitativa (quantitative polymerase chain reaction, gPCR) se
comprobd una disminucion de la expresion del ARN mensajero (ARNm) que codifica las enzimas
superdéxido dismutasa-1 (SOD1), catalasa (CAT) y NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 (NQQO?2), todas
ellas proteinas relacionadas con el proceso de detoxificacion y reduccion del estrés oxidativo. También se
produjo un descenso de la expresion del Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), un factor de
trancripcion que aumenta la expresion de enzimas antioxidantes. Por Gltimo, la expresion del ARNm de la
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enzima heme oxigenasa 1 (heme oxygenase 1, HMOX1) se vio incrementada en los animales intoxicados
en respuesta a la accion del AO. La pérdida de capacidad del higado de reducir el estrés oxidativo podria

explicar en parte las lesiones observadas en los analisis histoldgicos.
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Articulo 2. Brain pathology in adult rats treated with sublethal doses of domoic acid.

El objetivo de este trabajo es el estudio de la sintomatologia y de los efectos patoldgicos tras la
administracion i.p. de DOM en ratas. Se observa mediante diversas técnicas histoldgicas el estado de
diversos drganos tanto a corto plazo (entre 6 y 24 horas) como a largo plazo (5 y 54 dias). Asimismo, se
procede a la deteccion de la ficotoxina por medio de un anticuerpo monoclonal especifico de la toxina.
No se observan lesiones a corto plazo; sin embargo a largo plazo se constata la existencia de dafios
principalmente en la region del hipocampo, cortex piriforme, amigala y tdlamo. Las regiones afectadas
por esta toxina pertenecen al sistema limbico, y se caracterizan por poseer varios subtipos de GIuR por los
cuales el DOM posee afinidad. Las lesiones se caracterizaron por la presencia de necrosis y una
importante astrocitosis, asi como de la pérdida de la integridad del citoesqueleto de las neuronas del
hipocampo. También se observa un ligero aumento de la expresion de la NOS a los 5 dias, que fue mucho
mayor a los 54 dias.

Por técnicas inmunohistoquimicas, se detecta el DOM en el hipocampo, con una mayor intensidad en el
campo CA3 a las 6 horas y 10 horas después de la administracion, sin detectarse en los periodos mas
largos. Se considera que el dafio que se observa a largo plazo se debe a una muerte neuronal retardada
causada por la toxina, que es eliminada en las primeras 24 horas del organismo y por ello no se detecta a
largo plazo. La induccion de la actividad de la NOS observada a los 5 dias y 54 dias posteriores a la

administracion de la toxina podria estar relacionada con esta muerte celular retardada.
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Articulo 3. Dose-response and histopathological study, with special attention to the hypophysis, of

the differential effects of domoic acid on rats and mice.

En este trabajo se abordan diferencias que se presentan entre ratas y ratones, las dos especies mas
empleadas en el estudio de esta toxina, tras la administracion i.p. del DOM. Dada la diversidad de
concentraciones de toxina descrita en la bibliografia, se decide medir la concentracion del DOM
comercial por medio de cromatografia liquida de alta eficacia (High performance liquid chromatography,
HPLC), comprobandose que existian amplias variaciones entre la concentracion medida y la esperada.

Una vez determinada la concentracion real, la dosis administrada en ratas fue de 2,5mg/kg peso vivo
(p.v.) por ser esta una dosis capaz de provocar lesiones y estar por debajo de la DLsg. En cuanto a los
ratones, dado que desconociamos esta dosis efectiva, se emplearon distintas concentraciones de 3 mg/kg

p.v. a 8 mg/kg p.v.
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4 DISCUSION

Dado que en cada uno de los articulos figura su correspondiente discusion, el objetivo de este
apartado es dar un enfoque mas genérico, haciendo una reflexion de los resultados obtenidos y sus

posibles implicaciones.

La frecuencia de aparicion de los HABs es cada vez mayor, estando muchos de ellos acompafiados de
la presencia de toxinas marinas. Las regulaciones actuales ayudan a impedir que estas ficotoxinas lleguen
a los seres humanos pero es necesaria una monitorizacion constante para detectar los fenémenos toxicos a
tiempo. La aparicion de nuevas toxinas hace que sea necesario una inversion de recursos constante en este
campo, tanto para la seguridad alimentaria como para evitar los perjuicios medioambientales y
econdémicos que los HABs pueden causar (Ferreira et al., 2014; McMahon and Silke, 1996; Satake et al.,

1998).

Tan importante como su pronta deteccion es el estudio de los mecanismos de accion de las diferentes
toxinas marinas y la diversidad e intensidad de las patologias que causan. Aunque los estudios in vitro
proporcionan datos Utiles sobre la actuacion de las toxinas, la utilidad de los ensayos in vivo no debe ser
minusvalorada. En estos ultimos influyen muchos parametros en la toxicidad que no se pueden medir en
los estudios in vitro. Es en estos estudios in vivo donde se situan los andlisis histopatoldgicos,
proporcionando informacion sobre los tejidos diana de las ficotoxinas y las alteraciones que causan en

ellos, lo que ayuda a explicar la sintomatologia y sus mecanismos de accion.

El AO, como principal constituyente del grupo de las DSPs, es una de las toxinas sobre la que existe
mas bibliografia. No obstante, la mayoria de la informacion que se posee de ella se basa en estudios in

vitro. Entre los estudios in vivo comprobamos que el AO, como toxina diarreica que es, actla
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principalmente a nivel del intestino (Berven et al., 2001; Ito and Terao, 1994; Ito et al., 2002b). No
obstante, el dafio en esta region tampoco es constante, existiendo asimismo una gran varibilidad tanto en

la letalidad, 6rganos afectados y severidad de los dafios producidos por el AO.

En nuestro trabajo, como resultado de los andlisis por LC-MS/MS se comprob6 que mas del 99% del
AO estaba en el interior del organismo, independientemente de la dosis empleada. Con ello constatamos
la capacidad del AO de producir dafio a medio o largo plazo, ya que esta aln circulante transcurridas 24
horas de su administracion por via oral. Nuestros resultados estan en concordancia con la bibliografia, ya
que estudios realizados analizando la eliminacion del AO en ratones mostraron gque esta toxina se expulsa

lentamente del organismo, estando presente dias y semanas tras la administracion (Matias et al., 1999).

Los analisis de la expresion del ARNm de SOD1, CAT y NQO2 por gPCR dieron como resultado
una disminucién de las tres enzimas. La enzima SODL1 cataliza la reaccion de dismutacion de superdxido
(O2) en peroxido de hidrégeno (H,0;) y oxigeno, mientras que la CAT produce descomposicion de H,0,
en agua y oxigeno (Fig. 25). Tanto el anién superoxido como el peréxido de hidrogeno son agentes
oxidantes muy importantes dentro del sistema inmune del organismo, pero deben ser rapidamente
eliminados por su alta capacidad oxidante. Asimismo la NQO2, al igual que la CAT y la SOD1, también

estd impicada en la respuesta celular al estrés oxidativo.

20, (0, +0,)+2H" [ SODi > H,0,+ 0,

2 H,0, [ CaAT > 2 H,0 + 0,

Fig 25. Esquema de funcionamiento de la SOD1 y de la CAT.
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Junto con estas tres enzimas, la expresion del factor de transcripcion Nrf2 también se redujo. Este
factor de transcripcion controla la expresion de enzimas antioxidantes, aumentando dicha expresién en
caso de estrés oxidativo. Una de estas enzimas es la NQO2, por lo que existe una correlacion directa entre
la disminucion de la expresion Nrf2 y de la expresion de NQO2 (Kaspar et al., 2009; Venugopal and
Jaiswal, 1996). Finalmente la expresion de la enzima HMOX1 se incremento, en concordancia con los
resultados en ensayos con hepatocitos in vivo (Immenschuh et al., 2000).

Como se ha comentado, varias enzimas con capacidad antioxidante y detoxificante presentes en el higado
se encuentran inhibidas y por tanto no pueden realizar su funcion con normalidad. Se podria establecer
por ello una relacion entre esta disminucion a nivel molecular de los mecanismos de defensa del higado

con los resultados histologicos.

Con las técnicas histologicas que se han empleado no se detectaron lesiones en el intestino (tanto
intestino delgado como intestino grueso), en el cerebro y en los pulmones, 6rganos donde previamente se
habian descrito lesiones (Berven et al., 2001; Ito and Terao, 1994, Ito et al., 2002b; Rajasekar et al. 2013).
Por otro lado se observaron leves lesiones en el rifion asi como una severa necrosis hepatica en algunos de
los ejemplares intoxicados. Las lesiones estan en concordancia con los ensayos inmunohistoquimicos, que
mostraron presencia de toxina Gnicamente en rifion e higado, y no se encontrd6 marcaje en los restantes
organos analizados. La ausencia de lesiones en cerebro y pulmones podria explicarse por la enorme
variabilidad caracteristica de los ensayos in vivo (Berven et al., 2001; Ito and Terao, 1994; Ito et al.,
2002b; Rajasekar et al. 2013). Dada la severa diarrea observada en los ratones intoxicados es razonable
pensar que el AO ha afectado al intestino a pesar de la ausencia de lesiones. Algunos investigadores
afirman que la variabilidad de lesiones en esta region tras la intoxicacion por AO puede deberse a la gran

capacidad de regeneracién de este tejido (Ito and Terao, 1994).
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Es especialmente relevante el dafio que se produce en higado, con presencia de una importante
necrosis. El dafio hepatico causado por el AO ya ha sido descrito anteriormente, tanto en ensayos in vitro
como in vivo (Berven et al., 2001; Blankson et al., 1995; Ito and Terao, 1994; Rubiolo et al., 2011b). Pero
es la primera vez que se puede relacionar la disminucion de la actividad de enzimas medidas en un ensayo
in vivo con los resultados histopatoldgicos. Esta doble aproximacion resulta util en el estudio de los
efectos del AO a corto plazo. Desconocemos la evolucion del dafio observado si los especimenes

prosiguieran con vida mas alla del tiempo de exposicion empleado en nuestro trabajo.

Aunqgue no se ha observado hasta el momento la presencia de efectos tumorales en la regidn hepética
por parte del AO, este hecho no es descartable dado el potencial tumorigénico de esta ficotoxina. Otras
toxinas producidas por cianobacterias como la microcistina (péptidos tdxicos producidos por el género
Microcystis), o la nodularina (producida por la especie Nodularia spumigena), poseen un mecanismo de
accion similar al AO y son capaces de promover la aparicion de tumores hepaticos mediante la inhibicion

de la actividad de PP1 y PP2A (Nishiwaki-Matsushima et al., 1992; Ohta et al., 1994).

Por tanto, no hay que desdefiar el potencial del AO para producir dafios en otras regiones diferentes a
su tejido diana méas habitual (el intestino). Seran necesarios mas estudios en cuanto a los efectos
patoldgicos en otros tejidos, empleando tiempos mas largos de exposicion. Dado que la mayor parte de la
toxina sigue en el organismo, no se puede descartar que el AO produzca dafios a medio o a largo plazo.
Ensayos in vivo empleando varios campos de actuacion (molecular e histol6gico) parecen ser Utiles y

validos para estudiar los efectos de este tipo de toxinas.

Por lo que se refiere al DOM, hay numerosos estudios experimentales in vivo, a los que hay que

sumar los estudios de los animales intoxicados de forma natural y de las autopsias de las personas

75



fallecidas a causa de la intoxicacion con esta ficotoxina. No obstante, quedan incognitas que aun estan por

resolver, algunas de las cuales se han abordado en los dos trabajos que forman parte de la presente tesis.

En primer lugar, a pesar de que las ratas son unos de los animales mas empleados en los ensayos in
vivo (solo por detras de los ratones), existe mucha variabilidad en cuanto a las dosis empleadas y a su
patologia. Centrandonos en la via de administracion empleada en nuestras dos publicaciones, la via i.p.,
vemos que los primeros estudios realizados por Tryphonas y colaboradores establecian que una dosis de 2
mg/kg solo producia lesiones en el 25% de los ejemplares tratados, siendo necesarias dosis mas elevadas
(4 mg/kg o 7,5 mg/kg) para que el dafio fuese constante en todos los ejemplares (Tryphonas et al., 1990b).
En contraposicion, Sobotka y colaboradores observaron la muerte del 25% de los ejemplares con una
dosis de 1,32 mg/kg, viendo lesiones en el 33% de los ejemplares analizados (Sobotka et al., 1996). En un
estudio mas reciente dosis de 2,2 mg/kg e incluso de 4,4 mg/kg tampoco produjeron la muerte de ningun
ejemplar en las dos primeras horas tras la administracion de la toxina (Scallet et al., 2004). La
discrepancia en cuanto a las dosis letales se puede achacar a diferencias en la pureza de la toxina. Por este

hecho, se realizo el anélisis por HPLC, para tener la certeza de que la dosis administrada es la real.

La disparidad de resultados se mantiene también en los estudios histopatologicos: nuestros resultados
coinciden con los de muchos investigadores, que han sefialado que las lesiones mas severas se producen
en el hipocampo (Bruni et al., 1991; Debonnel et al., 1990; Nakajima and Potvin, 1992; Peng et al., 1994;
Petrie et al., 1992; Pulido, 2008; Qiu and Curras-Collazo, 2006; Scallet et al., 1993; Scallet et al., 2004;
Sobotka et al., 1996; Strain and Tasker, 1991; Sutherland et al., 1990); mientras que existen ensayos que
sefialan otras areas cerebrales como las méas afectadas por el DOM, como el bulbo olfatorio, el cortex

piriforme o el tdlamo (Tiedeken et al. 2013).
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Esta variabilidad impulsé la realizacion de los ensayos con esta toxina. De las concentraciones
empleadas en nuestra primera publicacién con el DOM, comprobamos que las dosis de 1,5 mg/kg o 2
mg/kg Unicamente producen sintomas menores (rascados, hipoactividad) sin causar la muerte de ningun
espécimen, mientras que la dosis de 3,5 mg/kg produjo una rapida muerte de los ejemplares, en un tiempo
inferior a 10 minutos.

Fue la dosis de 2,5 mg/kg la efectiva en nuestro ensayo ya que, aungue no se puede considerar subletal al
producir la muerte de dos ejemplares, es la concentracion que causé la sintomatologia tipica de la
intoxicacion por DOM (rascados, convulsiones, movimientos espasmaodicos de la cabeza) asi como dafios
al realizar el analisis histoldgico. Las regiones afectadas por el DOM forman parte del sistema limbico:
hipocampo, amigdala, corteza piriforme, septo lateral y algunos ndcleos del tdlamo. Las lesiones en estas
areas concuerdan con la bibliografia (Carpenter, 1990; Cendes et al., 1995; Dakshinamurti et al., 1991;
Schmued et al., 1995; Scholin et al., 2000; Silvagni et al., 2005; Sobotka et al., 1996; Tryphonas et al.,
19904, b). El dafio observado es de dos tipos: por un lado observamos que las neuronas sufren una serie
de cambios morfologicos (un volumen reducido, hipercromatismo), que son mas abundantes en los
campos CA1y CA3 del hipocampo; por otra parte también se observaron extensas zonas de necrosis. Esta
necrosis se produjo principalmente en la corteza piriforme y en la amigdala, aunque también en menor
medida en el hipocampo.

En relacién con el dafio observado se encuentra la astrocitosis detectada en los especimenes de 5 y 54 dias
post-tratamiento, que fue observada empleando ensayos inmunohistoquimicos para detectar la proteina
gliofibrilar acida (Glial fibrillary acidic protein, GFAP), proteina consituyente de los filamentos
intermedios del citoesqueleto de células gliales como los astrocitos. La astrocitosis estd fuertemente
ligada a la presencia de lesiones degenerativas o dafios cerebrales de diversa indole, habiendo sido
previamente descrita como uno de los procesos desencadenados por el DOM (Ananth et al., 2003b; Appel

et al., 1997; Nakajima and Potvin, 1992; Sobotka et al., 1996).
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Estas lesiones Unicamente se observaron en la dosis de 2,5 mg/kg, no pudiendo ser apreciadas en las
dosis inferiores a esta concentracion, ni en las concentraciones superiores. Sin embargo, ademas del factor
de la concentracion administrada, es necesario tener en cuenta el tiempo de actuacion de la toxina. A
pesar de haber sido intoxicadas con la misma dosis, no se observaron lesiones en los animales
sacrificados tras 6, 10 o 24 horas postinoculacion, mientras que si estaban presente en los ejemplares
analizados tras 5 dias y a 54 dias postinoculacion. Por tanto, parece ser necesario que transcurra cierto

tiempo para que la toxina cause sus caracteristicas lesiones.

La deteccion del DOM por medio de un anticuerpo monoclonal es uno de los hechos mas relevantes
del trabajo realizado, ya que no se habian realizado ensayos inmunohistoquimicos para detectar la toxina
anteriormente. EI marcaje con el anticuerpo se detectdé Unicamente en el hipocampo, siendo en el campo
CA3 donde se observo con mayor intensidad. Este hecho es consecuente con las propiedades descritas
para esta ficotoxina, que posee una gran afinidad por los receptores AMPA y KA, que se encuentran en
gran concentracion en el hipocampo y sobre todo en el campo CA3 (Chittakallu et al., 1999; Jeffery et al.,
2004; Lomeli et al., 1992; Wisden and Seeburg, 1993). La toxina fue detectada a las 6 y 10 horas, no
pudiendo detectarse posteriormente a este tiempo. Es de suponer que el DOM, o al menos la mayor parte
del mismo, es eliminado del organismo en las primeras 24 horas, probablemente via renal (Suzuki and
Hierlihy, 1993; Truelove and lverson, 1994). Dado que las lesiones sélo se observaron a largo plazo,
podemos correlacionar ambos hechos (la patologia y la deteccion de la toxina), suponiendo que el DOM
desencadena una serie de cambios en las células que se prolongaran a lo largo del tiempo, a pesar de que
la toxina ya haya sido eliminada del organismo. Entre estos efectos tenemos la llamada “muerte neuronal
retardada” (delayed neuronal death) que consiste en una desintegracion gradual de las neuronas
producida probablemente por estrés oxidativo (Erin and Billingsley, 2004; Giordano et al., 2007;

Giordano et al., 2008b; Kirino et al., 1984; Tsunekawa et al. 2013).
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Los ensayos inmunohistoquimicos también mostraron un aumento en la expresion de la enzima NOS
en los especimenes analizados a los 5 y 54 dias postinoculacion, con un mayor marcaje en el periodo de
tiempo mas largo. La NOS es una familia de proteinas responsable de catalizar la produccion de oxido
nitrico (nitric oxide, NO) a partir del aminoacido L-arginina. Existen tres isoformas diferentes,
diferenciadas por su localizacion y funcién: la NOS neuronal (nNOS), que se encuentra en el SNC y
produce NO que interviene en la comunicacion celular como neurotransmisor; la NOS endotelial (eNOS),
que se encuentra en las células del endotelio donde produce NO, que posee actividad vasodilatadora; y la
NOS inducible (iNOS), producida por células del sistema inmune y que produce NO como agente

citotoxico.

En nuestro ensayo empleamos un anticuerpo que detectaba las tres isoformas, relacionando la
presencia de NOS a los 5 dias tanto con la nNOS producida por las neuronas aun viables como por la
INOS, producida por los astrocitos presentes. Sin embargo el mayor marcaje obtenido a los 54 dias
probablemente se deba en su mayor parte a la isoforma iNOS, debido a la pérdida de neuronas y a la
mayor presencia de los astrocitos. Estas observaciones descritas coinciden con los experimentos previos
realizados por Ananth y colaboradores en los que relatan que, 3 meses después de la intoxicacion, la
expresion de nNOS se reduce por la muerte neuronal y la INOS se mantiene debido a la presencia de

células de la microglia (Ananth et al., 2003a, 2003b, 2003c).

La induccion de la expresion de NOS se debe a la actuacion de la toxina. EI DOM, como se ha
descrito, es capaz de producir un aumento del Ca*? activando la expresién de NOS, que a su vez
aumentara la concentracion de NO (Fig. 26). EI NO producido puede ser en parte responsable de la
excitotoxicidad que, en Gltimo término, puede llevar a la muerte de las células por varios mecanismos

como el estrés oxidativo o la alteracion del metabolismo energético (Jeffery et al., 2004; Mayer and
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Hemmens, 1997; Mayer et al., 1990; Sasaki et al., 2004; Szabo, 1996; Tripp and Tepperman, 1996;

Zhang et al., 2014).

Espacio extracelular
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Fig. 26. Esquema de la actividad de NOS. La union del DOM a los receptores por os que siente afinidad en las
neuronas produce un aumento de la sintesis de Ca™?, que activara a la NOS, lo que conllevara a un aumento del NO.

Este contribuira a la muerte celular retardada.

Como se mencion6 con anterioridad, la bibliografia describe una letalidad muy variable en los
ensayos in vivo, lo que se demuestra en las diferentes DLs establecidas por algunos investigadores a lo
largo del tiempo. Debido a ello, en nuestro estudio se realizaron administraciones de diferentes dosis en
ratones para obtener, al igual que en el caso de la rata, una dosis efectiva (aquella que, sin llegar a la
DLso, producia lesiones). Antes de comenzar la administracion se realizo la medicion por HPLC de los
viales comerciales que se emplearon para determinar la pureza de la toxina, obteniendo unos resultados

sorprendentes: aproximadamente un 45% mas de la cantidad esperada. Por tanto, la inexactitud en ciertos
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viales comerciales, sumado a una mejoria técnica en la purificacion de las toxinas asi como a la
varibilidad intrinseca de los ensayos in vivo, podrian explicar la toxicidad tan heterogénea descrita hasta

el momento.

Las caracteristicas comunes a ambas especies de roedores se concentraron en la sintomatologia, ya
que una vez inoculada la dosis efectiva para cada especie se observo la aparicion de pelo erizado, rascado,
espasmos y convulsiones; ademas estos signos comenzaron tras tiempos de actuacion similares. Otra
caracteristica comuan fue la deteccion del DOM presente en el higado, donde no se presentaron lesiones
pero si presenta un claro marcaje. Dado el papel detoxificador de este 6rgano y el poco tiempo de
exposicion transcurrido hasta el analisis inmunohistoquimico, el marcaje en higado no es sorprendente.
En los analisis histopatoldgicos iniciales, realizados con monos, ya se sospechaba que el higado poseia un

papel importante en la detoxificacion de esta toxina (Tryphonas et al. 1990a).

Lefebvre y colaboradores, estudiando la distribucion del DOM en salmones del Pacifico
(Oncorhynchus kisutch), observaron que esta toxina estaba presente en el higado después de su
administracion intracelomica (Lefebvre et al. 2007). No obstante, los niveles de toxina encontrados son
muy bajos comparados con los hallados en el rifion, lo que vuelve a sefialar que el DOM es
principalmente eliminado por via renal. Asimismo, la concentracion de DOM en el cerebro era muy baja
comparada con los resultados observados en rifion o en el mismo higado (Lefebvre et al. 2007). Los
experimentos mas recientes realizados en peces (concretamente la dorada, Sparus aurata) también
muestran una importante concentracion de esta toxina en el higado a las pocas horas de su administracion
(Nogueira et al., 2010). Posteriormente Mazmanci y Cavas observaron una alteracion de ciertas enzimas
hepéticas como la CAT vy la glutation peroxidasa al exponer a tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus) a
diferentes administraciones i.p. de la toxina (Mazmanci and Cavas 2010). En ningin caso se observaron

lesiones en este drgano, por lo que podemos afirmar que la presencia de la ficotoxina en este 6rgano
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probablemente es debido a la funcion que desarrolla en el organismo, mas que a una posible afinidad del

DOM por este 6rgano.

Las diferencias entre ambas especies de roedores se observaron en un primer momento en la
letalidad, siendo necesarias dosis tan elevadas como 8 mg/kg para producir la muerte en ratones, mientras
que en ratas la dosis de 2,5 mg/kg ya causa la muerte de algin ejemplar y la dosis de 3,5 mg/kg causaba
un 100% de letalidad. Por tanto, las ratas se mostraron mucho mas susceptibles que los ratones a los
efectos del DOM, observaciones coincidentes con los resultados de investigaciones previas (lverson et al.,

1989).

También se encontraron diferencias en lo que respecta a las lesiones observadas. Mediante las
técnicas histologicas empleadas no se pudo observar alteraciones en ratones en los lugares del encéfalo
donde aparecian en ratas. Tampoco mediante técnicas inmunohistoquimicas se pudo observar marcaje del

DOM en el hipocampo de los ratones.

Finalmente, es destacable el marcaje detectado en la hipofisis de ambas especies mediante técnicas
inmunohistoquimicas, una regién a la que la bibliografia especializada no habia hecho referencia. No

obstante, no se observaron lesiones, si bien no son descartables a largo plazo.

La hipofisis (o glandula pituitaria) es una glandula endocrina encargada de almacenar y segregar
hormonas que regulan la homeostasis u otras regiones del sistema endocrino, como las glandulas
suprarrenales o la glandula tiroides. Esta interconectada con el hipotdlamo a través del sistema porta-
hipofisario, el conjunto de vasos sanguineos que conecta el hipotalamo con la hipoéfisis, en concreto con
su parte anterior. Por estos vasos circulan las hormonas hipotaldmicas que estimulan a la parte anterior de

la hipofisis a la secrecion de hormonas.
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La hipdfisis de los roedores consiste en dos regiones con diferente origen y composicion celular:
la region glandular (la adenohipofisis) y la regién neural (la neurohipdfisis). La adenohipofisis es la
region hipofisaria compuesta por tres partes: la pars distalis (que ocupa la mayor parte de la
adenohipofisis), la pars tuberalis y la pars intermedia (Fig. 27). Contiene células que poseen en su
superficie iGIuRs y, en menor medida, mGIluRs (Demeneix et al., 1984; Giovannucci and Stuenkel,
1995; Kocsis et al., 2010; Le Tissier et al., 2012; Lindstrom and Ohlsson, 1992; Noda et al., 2003;
Villalobos et al., 1996). La neurohipofisis esta conformada por los axones provenientes de las células
neurosecretoras del hipotalamo y por los pituicitos, un tipo de células de soporte de la neuroglia, que

asimismo poseen GIuRs en su superficie (Meeker et al., 1994).

Pl PN

Fig. 27. Partes de la hipdsis de un roedor. El esquema superior muestra una descripcion de la
seccion sagital y el esquema superior muestra una descipcion de la seccion coronal. Inf,
infundibulo; PN, pars nervosa; PT, pars tuberalis; PD, pars distalis; Pl, pars intermedia; Rt, Bolsa

de Rathke. Escalas =1 mm (1 - 2); 500 ym (3 - 4). Adaptado de Matsuzaki et al, 2011.
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Los GluRs estan presentes en ambas regiones de la hipofisis, por lo que el DOM tendria capacidad de
unirse tanto a la adenohipofisis como a la neurohipofisis. La ausencia de deteccion en la pars intermedia,
asi como el mayor y mas evidente marcaje de la adenohipofisis podria explicarse por su diferente

composicion celular, si bien son necesarios estudios mas profundos que arronjen luz sobre esta cuestion.

Pocos estudios se han realizado hasta el momento que relacionen esta formacion anatomica con
alteraciones causadas por el DOM, Unicamente cabria mencionar que en estudios realizados en leones
marinos (Zalophus californianus) intoxicados se relatan alteraciones de la corticotropina (hormona
producida por la hipofisis que estimula a las glandulas suprarrenales) sin que se describan lesiones
visibles (Gulland et al., 2012). Sin embargo, experimentos realizados en ratas no mostraron alteraciones

de dicha hormona tras la administracién i.p. de la toxina (Perry, 2004).

Otros estudios realizados con ratas mostraron que tras la administracion i.p. del DOM se produce una
alteracion en las hormonas tiroideas, especialmente la triyodotironina (T3), la tiroxina (T4) y la
tirotropina (TSH) (Alfonso et al., 2000; Arufe et al., 1995). La adenohipdfisis es la region responsable de
la sintesis y secrecion de la TSH, que a su vez estimulara a la glandula tiroides a producir las hormonas

T4y T3,

Por tanto, los resultados relacionados con esta formacién son muy novedosos, ya que aunque
existen informes previos de que la hipofisis pueda verse afectada, es la primera vez que se muestra que el
DOM tiene cierta afinidad por ella. Son necesarios mas estudios para determinar los tipos de células que
se ven efectados y, mediante estudios de toxicidad a largo plazo, determinar si se produce cualquier tipo
de lesién. La importancia de esta interaccion del DOM con la hipéfisis es grande, ya que el DOM es
endémico en las costas gallegas, y su aportacion crénica en la dieta a dosis legalmente permitidas podria

estar causando efectos endocrinos totalmente desconocidos.
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5 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1.- La administracion oral a ratones de acido okadaico indica que, a pesar de los efectos diarreicos de
esta toxina, tras 24 horas la mayor parte sigue en el interior del organismo, especialmente en el higado y
en el rifion. En el higado se altera la expresion de enzimas detoxificantes, e histolégicamente hay una
importante necrosis. El &cido okadaico es por tanto potencialmente hepatotoxico y puede causar severos

dafos a corto plazo.

2.- El &cido domoico se detecta en el hipocampo poco después de su administracion intraperitoneal a
ratas. Las lesiones son visibles sélo con tiempos de actuacion largos, y consisten en una importante
necrosis y astrocitosis en el hipocampo y en otras regiones del sistema limbico. La elevacion de la éxido

nitrico sintasa implica al 6xido nitrico en la patologia observada.
3.- La dosis letal intraperitoneal de DOM es mucho menor en ratas que en ratones. El area afectada
en ratas es el I6bulo limbico, especialmente el hipocampo, en ratones sin embargo no se observaron ni

marcaje ni lesiones aparentes en esta region.

4.- Es la primera vez que se describe la presencia de DOM en la hipofisis. Aunque no se apreciaron

lesiones, su presencia en la hipéfisis sugiere posibles efectos endocrinos.
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