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RESUMEN

Las ficotoxinas son compuestos toxicos producidos por determinadas especies de
microalgas y acumuladas predominantemente en moluscos filtradores llegan al hombre
a través de la red trdéfica. Las intoxicaciones por consumo de alimentos contaminados
con estas toxinas entrafan un importante riesgo para la seguridad alimentaria. La
regulacién del contenido de ficotoxinas en los alimentos destinados al consumo humano
debe basarse en datos toxicoldgicos que garanticen la proteccidn de la salud humana. La
toxicidad aguda de muchas de las toxinas emergentes y la toxicidad crénica de todas
ellas en general son en gran medida desconocidas. En relaciéon a los efectos
cardiotdxicos de las ficotoxinas se sabe que algunas de ellas modifican la funcién
cardiaca in vivo. Sin embargo, se desconocen los efectos cardiacos de la mayoria de
estos compuestos; a pesar de que en algunos casos la informacién existente sugiere
cardiotoxicidad. El objetivo propuesto para esta Tesis Doctoral ha sido el estudio del
potencial cardiotéxico agudo y subagudo de las toxinas marinas pertenecientes a los
grupos acido ocadaico (AO) y dinofisistoxinas (DTXs), yesotoxinas (YTXs) y azaspiracidos
(AZAs) mediante experimentos in vitro e in vivo recomendados por expertos y guias
especializadas. La cardiotoxicidad in vitro se determiné mediante la evaluacién de la
actividad de estas toxinas en el canal cardiaco hERG (human ether-a-go-go related gen),
concretamente su capacidad para alterar las corrientes medidas mediante técnicas
electrofisioldgicas o el trafico celular a largo plazo. Los estudios in vivo analizaron la
funcién y estructura cardiacas en ratas después de la administracion aguda o subaguda
de las toxinas. Los resultados in vitro muestran que el AO, la YTX y el AZA-2 no poseen
actividad de relevancia fisiolégica en el canal hERG. Los estudios in vivo realizados
evidencian un efecto cardiotéxico agudo para el AZA-2 que se manifiesta como
alteraciones funcionales en el ritmo y la conduccion del corazén. Ademas, la exposicidn
repetida a YTX y AZA-1 provoca alteraciones funcionales y ultraestructurales a nivel
cardiovascular. El daiio cardiaco se manifesté también por la activacion de la autofagia o
la apoptosis en los tejidos cardiacos de las ratas tratadas con YTX o AZA-1
respectivamente. En conclusidn, los resultados de esta Tesis Doctoral proporcionan por
primera vez una significacion fisiopatologica funcional a los efectos cardiacos
histopatoldgicos descritos con anterioridad para la YTX y confirman un potencial
cardiotdxico in vivo de los AZAs que hasta el momento no se habia descrito. Esta
informacién toxicolégica debe de ser considerada por el riesgo que ambas toxinas
pueden suponer para la seguridad alimentaria y por ende para la salud publica.

Palabras clave: ficotoxinas, cardiotoxicidad, hERG, efecto funcional, efecto estructural.



RESUMO

As ficotoxinas son compostos téxicos producidos por determinadas especies de
microalgas e acumuladas maioritariamente en moluscos filtradores chegan ao home a
través da rede tréfica. As intoxicacidns por consumo de alimentos contaminados con
estas toxinas entrafian un importante risco para a seguridade alimentaria. A regulacién
do contido destas ficotoxinas nos alimentos destinados ao consumo humano debe
basearse nuns datos toxicoldxicos que garantan a protecciéon da saude humana. A
toxicidade aguda de moitas das toxinas emerxentes e a toxicidade crénica de todas elas
en xeral son en gran medida descofiecidas. En relacion aos efectos cardiotdxicos das
ficotoxinas sabese que algunhas delas modifican a funcién cardiaca in vivo.
Nembargante, descofiécense os efectos cardiacos da maioria destes compostos;
apesares de que nalguns casos a informacién dispofiible suxire cardiotoxicidade. O
obxectivo desta Tese Doutoral foi o estudo do potencial cardiotdxico agudo e subagudo
das toxinas marifias pertencentes os grupos acido ocadaico (AO) e dinofisistoxinas
(DTXs), yesotoxinas (YTXs) e azaspiracidos (AZAs) mediante experimentos in vitro e in
vivo recomendados por expertos e guias especializadas. A cardiotoxicidade in vitro
examinouse mediante a determinacién da actividade destas toxinas no canal cardiaco
hERG (human ether-a-go-go related gen), concretamente na sta capacidade para alterar
as correntes medidas con técnicas electrofisioldxicas ou o trafico celular a longo prazo.
Os estudos in vivo analizaron a funcién e estrutura cardiacas en ratas despois da
administracidon aguda ou subaguda das toxinas. Os resultados in vitro evidencian que o
AO, a YTX e o AZA-2 non posuen actividade de relevancia fisioléxica no canal hERG. Os
estudos in vivo amosan un efecto cardiotéxico agudo para o AZA-2 que se visualiza como
alteracions funcionais no ritmo e na conducién do corazén. Ademais, a exposicién
repetida a YTX e AZA-1 causa alteracidons funcionais e ultraestruturais a nivel
cardiovascular. O dano cardiaco manifestouse tamén pola activacién da autofaxia e a
apoptose no tecidos cardiacos das ratas tratadas coa YTX e o AZA-1 respectivamente. En
conclusion, os resultados desta Tese Doutoral proporcionan por primeira vez unha
significacion fisiopatoléxica funcional 6s efectos cardiacos histopatoldxicos descritos con
anterioridade para a YTX e confirman un potencial cardiotéxico in vivo dos AZAs que ata
o momento non fora descrito. Esta informacion toxicoloxica debe ser considerada polo
risco que ambas toxinas poden supor para a seguridade alimentaria e por ende para a
saude publica.

Palabras clave: ficotoxinas, cardiotoxicidade, hERG, efecto funcional, efecto estrutural.



SUMMARY

Phycotoxins are toxic compounds produced by specific micro-algae species that
predominantly accumulate in filter feeding mollusks and reach humans through the
tropic web. The intoxications by consumption of toxin contaminated shellfish entail an
important food security risk. The regulated contents of phycotoxins in food destined to
human consumption must be based on toxicological data that preserve human health.
Acute toxicity of emerging toxins and chronic toxicity of the majority of them are not
well-known. With regard to cardiotoxic effects, some marine toxins are described as
compounds that modify heart function in vivo. In spite of these cardiotoxicity data, the
cardiac effects of the majority of phycotoxins remain unidentified. The aim of this
Doctoral Thesis was the study of acute and subacute cardiotoxic potential of the marine
phycotoxins groups okadaic acid (OA) and dynophysistoxins (DTXs), yessotoxins (YTXs)
and azaspiracids (AZAs) using in vitro and in vivo experiments recommended by experts
and specialized guides. In vitro cardiotoxicity was explored by the assessment of the
activity of these toxins on hERG (human ether-a-go-go related gen) cardiac channel,
especially their capacity to alter the currents measured by electrophysiological
techniques or the cellular trafficking alterations in the long term. In vivo studies tested
heart function and structure in rats after acute or subacute toxin administrations. In
vitro results showed that OA, YTX and AZA-2 do not have any activity of physiological
relevance on hERG channel. In vivo studies evidenced an acute cardiotoxic effect of AZA-
2 that caused functional disorders in the heart rhythm and conduction. Furthermore,
cardiovascular functional and ultrastructural alterations were evidenced after repeated
exposures to YTX and AZA-1. Heart damage is supported by the activation or autophagy
and apoptosis in heart tissues of rats that received YTX and AZA-1 respectively. In
conclusion, the results of this Doctoral Thesis provide for the first time functional
physiopathological meaning of cardiac histopathological effects described previously for
YTX and confirm an in vivo cardiotoxic potential for AZAs that had not been described
before. This toxicological data should be considered when evaluating the risk that both
toxins might suppose to food security and human health.

Keywords: phycotoxins, cardiotoxicity, HERG, functional effects, structural effects.



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AD Acido domoico

ADN Acido desoxirribonucleico nuclear

ALKP Fosfatasa alcalina

ALT Alanina aminotransferasa

AMPK Proteina quinasa activada por AMP (AMP-activated protein kinase)

ANP Péptido atrial natriurético (atrial natriuretic peptide)

AO Acido ocadaico

ASP Intoxicacidon amnésica por consumo de molusco (amnesic shellfish poisoning)
ATP Trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate)

AZA Azaspiracido

AZP Intoxicacion por azaspiracido (azaspiracid poisoning)

BNP Péptido natriurético cerebral (brain natriuretic peptide)

BUN Nitrégeno ureico en sangre (blood urea nitrogen)

Caspasas Cisteinil-aspartato proteasas (cysteine-aspartic proteases)

CFP Intoxicacion ciguatérica por consumo de pescado (ciguateric fish poisoning)
CHOL Colesterol

CREA Creatinina

cTnC Troponina cardiaca C

cTnl Troponina cardiaca |

cTnT Troponina cardiaca T

CVvD Enfermedad cardiovascular (cardiovascular disease)

CTX Ciguatoxina

Diso Dosis letal 50

DMSO Dimetilsulfoxido

DSP Intoxicacion diarreica por consumo de molusco (diarrhetic shellfish poisoning)
DTX Dinofisistoxina

ECG Electrocardiograma

EFSA Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Security Agency)
EMA Agencia Europea del Medicamento (European Medicine Agency)

FAO Organizacion de Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (Food and

Agriculture Organization of the United Nations)
FC Frecuencia cardiaca (heart rate, HR)

GLU Glucosa



MEC
MMP
MTX
PAS
OMS
PLTX
PbTx
PHOS
PP1
PP2A
PSP
PTX
RE

RS
SPX
STX
TdP
TIMPs

TTX
VO
YTX

Gen humano codicante ether a go-go (human ether a go-go related gen)
Interleuquina

Intraperitoneal

Intravenosa

Cadena ligera 3 de la proteina 1 asociada al microtubulo (microtubule-associated
protein light chain-3)

Matriz extracelular

Metaloproteinasas intersticiales

Maitotoxina

Presién arterial sanguinea (arterial blood pressure, ABP)

Organizacion Mundial de la Salud

Palytoxina

Brevetoxina

Fosforo (phosphorus)

Fosfatasa de proteina de serina/treonina 1

Fosfatasa de proteina de serina/treonina 2A

Intoxicacion paralizante por consumo de molusco (paralytic shellfish poisoning)
Pectenotoxina

Reticulo endoplasmatico

Reticulo sarcoplasmatico

Espirdlidos (spirolids)

Saxitoxina

Arritmias fatales (torsades de pointes)

Inhibidor del tejido de Ilas metalopreoteinasas (tissue inhibitor
metalloproteinases)

Tetrodotoxina

Via oral

Yesotoxina
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1. INTRODUCCION

1.1. Ficotoxinas marinas

El fitoplancton es el conjunto de organismos acudticos autétrofos con capacidad
fotosintética que flotan en aguas dulces o saladas y que constituyen la base de la
cadena trdéfica. En la actualidad, se han descrito mas de 5000 especies de
fitoplancton. Ante determinadas circunstancias ambientales, hasta 300 de estas
especies fitoplancténicas aumentan su ratio de proliferacidon originando una mayor
densidad de las mismas en el medio acuatico y dando lugar al fendmeno conocido
como floracién algal [1, 2]. De las 300 mencionadas, 40 especies pertenecientes al
grupo de los dinoflagelados y diatomeas producen ficotoxinas [2-4] responsables de
las denominadas floraciones de algas nocivas toxicas. En el medio marino, estas
toxinas se acumulan en los organismos por filtracién directa de sus algas
productoras, y a su vez, en otros a través de las relaciones tréficas [1, 2, 5]. Por ello,
los moluscos bivalvos filtradores como los mejillones, las ostras, las almejas o las
vieiras se consideran los principales vectores; si bien de manera continua se
descubren otros nuevos [2, 6]. Cuando estos mariscos contaminados acceden al
hombre dan lugar a intoxicaciones alimentarias de diversas caracteristicas y
severidad.

Las floraciones de algas nocivas toéxicas son un fendmeno de creciente
frecuencia y peligrosidad en los ultimos afios debido al calentamiento global y a la
eutrofizacion, entre otros fenédmenos antropogénicos [1, 7-9]. Alrededor de un total
de 60.000 casos de intoxicaciones por toxinas marinas se describen en el mundo al
ano; cifra que por otro lado se conjetura subestimada considerando las posibles
intoxicaciones alimentarias no registradas por su levedad o por asociacidon con otros
agentes causales de sintomatologia comun [10, 11].

En la actualidad, las intoxicaciones alimentarias por consumo de marisco
estan consideradas como un factor de riesgo importante para la seguridad
alimentaria y por ende para la salud publica; mencidn aparte del impacto negativo en
las industrias pesquera, acuicola, conservera y turistica [12]. Las autoridades
sanitarias de la Unién Europea (UE) y de otros paises, en atenciéon a esta

problematica y con intencién de garantizar la seguridad alimentaria de los
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consumidores, han regulado los limites maximos permitidos para determinados
grupos de toxinas marinas en alimentos concretos destinados al consumo humano;
ademas de establecer los métodos de deteccidon especificos [10, 13-17]. Para
comprobar el cumplimiento de estos limites, se llevan a cabo programas de vigilancia
y control que incluyen también la deteccidn rutinaria de toxinas nuevas o

desconocidas en las zonas de produccion y de reinstalaciéon de mariscos [18, 19].

Inicialmente la clasificacidn de las ficotoxinas marinas se realizdé en base a los
sindromes clinicos que se producian en humanos. Asi, en atencidn a los sintomas
provocados se describen cuatro tipos de intoxicacion por consumo de molusco:
amnésica (ASP, amnesic shellfish poisoning), diarreica (DSP, diarrhetic shellfish
poisoning), neurotodxica (NSP, neurotoxic shellfish poisoning) y paralizante (PSP,
paralytic shellfish poisoning); existiendo ademas un quinto tipo, en este caso por
consumo de pescado, la denominada intoxicaciéon ciguatérica (CFP, ciguateric fish
poisoning). Con el transcurso de los afios, la aparicion de nuevas toxinas y los
constantes avances cientificos en el estudio de las ya descritas, han reflejado una
ineficacia e inexactitud de esta clasificacion. Como consecuencia, y en
recomendacion de los expertos cientificos de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, en inglés Food and Agriculture
Organization of the United Nations), la clasificacién de las toxinas marinas se realiza
en la actualidad en base a su estructura quimica [20]. Atendiendo a este criterio, los
diferentes grupos de toxinas marinas, ademds de los tipos de intoxicaciones que
provocan y sus compuestos mas representativos estan reflejados en la Tabla 1. En la
misma también se indican los limites maximos permitidos de las toxinas que

actualmente se encuentran reguladas en la UE [13, 14, 17].



1. Introduccion

Tabla 1. Clasificacion de las toxinas marinas.

Limite maximo de

Clase de toxina Sindrome Toxina/s representativa/s
toxina en la UE ¥
Intoxicacidn paralizante
Toxinas
por consumo de molusco Saxitoxina (STX) 0,8 mg/kg CM
paralizantes
(PSP)
Intoxicacion diarreica por )
Toxinas Acido ocadaico (AO) y
consumo de molusco 0,16 mg/kg* CM
diarreicas dinofisistoxinas (DTXs)
(DSP)
Intoxicacion amnésica por .
Toxinas Acido domoico
consumo de molusco 20 mg/kg CM
amnésicas (AD)
(ASP)
Intoxicacion por Azaspiracido-1
Azaspiracidos 0,16 mg/kg CM
azaspiracido (AZP) (AZA-1)
Intoxicacién neurotoxica
Brevetoxina-1y 2
Brevetoxinas por consumo de molusco
(PbTx-1y 2)
(NSP)
Pectenotoxina-2
Pectnetoxinas 0,16 mg/kg* CM

(PTX-2)

Yesotoxinas

Yesotoxina (YTX)

3,75 mg/kg CM™”

Inminas ciclicas

Gymnodiminas,
pinnatoxinas y espirélidos

(SPXs)

Ciguatoxinas

Intoxicacion ciguatérica
por consumo de pescado

(CFP)

Ciguatoxina (CTX)

Ausencia**

Palytoxinas

Palytoxina (PLTX)

CM: carne de molusco

*Limite maximo de la suma de OA, DTXs y pectenotoxinas: 0,16 mg de equivalentes de OA/kg CM.

**La UE exige su ausencia en los productos pesqueros destinados al consumo humano.
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La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, en inglés European Food Safety
Agency), y concretamente el grupo de expertos cientificos de los contaminantes de la
cadena alimentaria (en inglés, CONTAM panel), realiza informes de opinion cientifica de
los diferentes grupos de toxinas. Entre otros aspectos de interés, estos trabajos detallan
el andlisis de riesgo realizado para las mismas; siendo la exposicion a las toxinas marinas
y la caracterizacion del riesgo en base a los datos toxicolégicos disponibles dos de sus
elementos fundamentales.

La exposicion de la poblacién a las toxinas marinas responde a dos factores
principales: la cantidad de marisco consumido y la frecuencia de aparicion de estos
compuestos en estos productos pesqueros. Debido a que los datos de consumo de
marisco son escasos, el CONTAM panel de la EFSA establece una racién de consumo de
marisco elevada dado el caracter agudo y urgente de este tipo de intoxicaciones y en
aplicacion del principio de precaucién que caracteriza las actuaciones en materia de
seguridad alimentaria de la UE . De esta manera, y basdandose en estudios de habitos de
consumo, una cantidad de 400 g de carne de molusco esta establecida como la racién
tipo de marisco para la estimacion del riesgo de los diferentes grupos de toxinas [21,
22]. Este tamafio de racién es considerado como excesivo por algunos expertos, y de
hecho el Cédex Alimentarius de la FAO recomienda una cantidad de 250 g para la
realizacion de estas evaluaciones [23]. En lo que se refiere a la frecuencia de aparicidn
de las toxinas marinas, ésta se encuentra actualmente monitorizada por los
mencionados programas de vigilancia y control.

Por otro lado, la caracterizacién del riesgo de las toxinas marinas se realiza con
los datos de toxicidad disponibles tanto de los estudios toxicolégicos como de los
episodios de intoxicaciéon alimentaria ocurridos en humanos. A partir de esta
informacidn, y con el objetivo principal de proteger al consumidor, se estimarian, entre
otros pardmetros y para cada grupo de toxinas, una dosis aguda de referencia (ARfD, en
inglés acute reference dose) y un consumo diario tolerable (TDI, en inglés tolerable daily
intake) para la prevencién de los efectos agudos y crénicos respectivamente. La dosis
aguda de referencia se define como la cantidad de toxina que una persona puede
consumir en 24 horas o menos sin que exista riesgo apreciable para la salud. El consumo
diario tolerable es, por otro lado, la cantidad de toxina que una persona puede ingerir cada

dia durante toda su vida sin que le cause dafios en la salud. A dia de hoy, la escasez de datos
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de toxicidad crénica disponibles para las toxinas marinas supone que no se puedan
determinar los consumos diarios tolerables de las toxinas actualmente reguladas en la UE

[22, 24-30].

A continuacion se describen los grupos de ficotoxinas utilizados en la presente Tesis
Doctoral, y que se corresponden con el acido ocadaico y sus derivados, las yesotoxinas y los

azaspiracidos.

1.1.1. Acido ocadaico y derivados

El 4cido ocadaico (AO) y las dinofisistoxinas (DTXs) (Figura 1) son un grupo de ficotoxinas
lipofilicas producidas por dinoflagelados del género Dinophysis y Prorocentrum [31, 32] y
responsables de la intoxicacion diarreica por consumo de molusco (DSP) [33]. Los primeros
casos fueron referidos en Los Paises Bajos y Japon en la década de los 60 y los 70
respectivamente [34, 35]. En la actualidad, estos compuestos se detectan en numerosos
puntos geograficos, siendo Europa y Japdn dos de las localizaciones con mayor prevalencia
[24]. Las toxinas responsables de la DSP incluyen al AO, las DTXs y otros tres compuestos
recientemente descritos, el 19-epi-AO, la norokadanona y el acido belicednico [36, 37].
Atendiendo a su toxicologia y estructura quimica, el AO y las DTXs son las moléculas mas
conocidas. El AO es un poliéter ciclico formado por una cadena principal de 38 carbonos con
un grupo carboxilo y cuatro hidroxilos. Las DTXs resultan de la modificacion quimica del AO,
de tal modo que la DTX-1 posee un grupo metilo adicional en la posicidon C35, la DTX-2 es un
isdmero del mismo y la DTX-3 se corresponde con una mezcla de derivados esterificados del
AQ, la DTX-1y la DTX-2 con acidos grasos saturados e insaturados (Figura 1).

El sindrome DSP se caracteriza fundamentalmente por severos sintomas
gastrointestinales como diarrea, nauseas, vomitos, dolor abdominal y escalofrios [33]. Los
moluscos bivalvos filtradores como los mejillones, las ostras o las vieiras se consideran sus
principales vectores de transmisién, aunque han sido detectadas también en otros
organismos como los crustaceos o los gasterépodos [38-43].

Las autoridades europeas con la intencidon de garantizar la seguridad alimentaria y
proteger la salud humana han regulado los niveles de estas toxinas en moluscos bivalvos

destinados al consumo. Aunque en la actualidad las pectenotoxinas (PTXs) estan
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consideradas como grupo independiente de toxinas, su deteccion se incluye dentro de los
limites de este grupo debido a su aparicion inicial conjunta [27]. De este modo, la normativa
europea de aplicacidon establece que el cuerpo entero o cualquier parte consumible por
separado de los moluscos bivalvos no contendrd biotoxinas marinas en cantidades totales
gue sobrepasen el limite de 160 pg de equivalentes de AO por kg para la combinacion de

AO, DTXsy PTXs [13, 24].

Los estudios toxicoldgicos para la evaluacion de la letalidad de este grupo de toxinas
muestran dosis letales 50 (DLsg) por via intraperitoneal (IP) en un rango de 204 a 225 pg/kg
de peso vivo de ratén para el AO [44-46] y de 352 ug/kg para la DTX-2 [44]. En el caso de la
DTX-1 se describe una dosis letal minima (MLD, en inglés minimum lethal dose) de 160
ug/kg [47]. Por via oral (VO), los valores de las DLso disponibles para el AO son muy variables,
yendo desde los 400 pg/kg hasta los 2000 ug/Kg [45, 48, 49].

Las evaluaciones toxicoldgicas in vivo de caracter agudo muestran dafios en intestino
y en higado en cuando estas toxinas se administran a roedores por via oral e intraperitoneal
[50-52]. Para el caso particular del AO, y también en estudios de administracién aguda, se
han descrito alteraciones en bazo y timo después de su administracion oral en ratones [53] y
dafio hepatico en ratas después de su inyeccion por via intravenosa (IV) [54]. Los estudios de
caracter cronico del AO revelaron dafios estructurales en estdémago, pancreas, higado y
organos linfoides; asi como ultraestructurales en el miocardio de ratones [55, 56]. Ademas,
al AO se le atribuye una posible actividad como promotor tumoral en el tracto
gastrointestinal de ratas [57-59].

En relacién a la toxicocinética de este grupo de toxinas, un estudio in vivo mostrd
qgue el AO, administrado por via oral a dosis altas, se absorbe y detecta en la totalidad del
organismo [60]. Ademas, estudios in vitro mas recientes, que han empleado una linea
celular utilizada con frecuencia como modelo del epitelio del intestino humano y menores
concentraciones de toxina, describen que tanto el AO como la DTX-1 atraviesan el epitelio
intestinal, si bien ésta Ultima presenta una mayor actividad tdxica a este nivel [61-63].

El AO y sus analogos DTX-1 y DTX-2 inhiben de manera especifica las fosfatasas de
proteina de serina/treonina, principalmente la 1 (PP1) y la 2A (PP2A) [64, 65]. Este grupo de
enzimas se encarga de la defosforilacién de los residuos serina/treonina de las proteinas de

las células eucariotas, por lo que su inhibicidn supone la hiperfosforilacién de las mismas con
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importantes consecuencias en numerosos procesos de regulacidn celular como el
metabolismo, la divisidén, el transporte de membrana o la sintesis proteica. De hecho,
numerosos estudios in vitro se han realizado con la intencion de definir sus consecuencias a
nivel celular, molecular e incluso genético. Citotoxicidad, neurotoxicidad, inmunotoxicidad,
embriotoxicidad, genotoxicidad, carcinogénesis y promocién tumoral han sido algunos de

los efectos descritos para el AO en estos estudios [66].

En base a los datos toxicolégicos disponibles tanto de estudios realizados en
animales como procedentes de episodios de intoxicacidén ocurridos en humanos, la EFSA ha
publicado un informe que incluye la estimacion del riesgo en la seguridad alimentaria frente
al consumo de moluscos bivalvos que contengan toxinas de este grupo. En este informe se
establece una dosis aguda de referencia para el AO y sus derivados de 0,3 pg de
equivalentes de AO por kg de peso vivo y se calcula en un 20% la probabilidad de excederla
cuando una persona de 60 kg de peso consume una cantidad de 400 g de carne de molusco
procedente de los mercados comunitarios. Esta probabilidad es elevada porque su
determinacidn se realiza a partir del consumo de la racidn tipo de marisco considerada por
la EFSA. Esta cantidad se establece como alta para proteger al consumidor de los efectos
agudos de estos compuestos, pero no se corresponde con los consumos habituales de

marisco [24].

R1 R2 R3 R4
OA Me H H H
DTX-1 Me Me H H
DTX-2 H H Me H

DTX-3 H/Me H/Me H/Me  fatty acid

Figura 1. Estructura quimica del AO y las DTXs.
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1.1.2. Yesotoxina

La yesotoxina (YTX) (Figura 2) es una ficotoxina lipofilica identificada por primera vez
en 1986 en Japon en la vieira Patinopecten yessoensis [67] y producida por
dinoflagelados del género Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum y
Gonyaulux spinifera [68-70]. La YTX se incluyd inicialmente en el grupo de las toxinas
diarreicas debido a su deteccién simultdnea con los componentes de este grupo. Sin
embargo, su estructura quimica diferente, un poliéter disulfurado con forma
caracteristica de escalera compuesto por 11 anillos adyacentes de éter y una cadena
insaturada terminal lateral (Figura 3); junto con la carencia de efectos
gastrointestinales y de capacidad de inhibicion de las fosfatasas, supusieron la
clasificacién de la YTX en un grupo de toxinas independiente.

Desde su primera identificacidn, esta toxina se ha detectado en numerosos y
distantes puntos del planeta como Chile, Rusia o Espafia en moluscos bivalvos
principalmente; aunque también en gasterépodos [42, 71-77]. Ademas alrededor de
un total de 30 analogos se han aislado tanto en algas como en marisco [75]. Hasta la
fecha, no hay registro de intoxicaciones alimentarias directamente asociadas a la
presencia de YTX en marisco [78]. Pese a ello, su deteccién inicial conjunta con las
toxinas diarreicas supuso la regulacién de su limite maximo en marisco por parte las
autoridades de seguridad alimentaria europeas. Esta cantidad se fij6 de manera
inicial en 1 mg de equivalentes de YTX por kg de carne de molusco destinado al
consumo [13, 25]. Sin embargo, en 2013 y por recomendacion del Cédex
Alimentarius de la FAO y la EFSA ante la inexistencia de datos de toxicidad
concluyentes, este limite ha sido aumentado a 3,75 mg de equivalentes de YTX por
kg [17]. Con todo, la regulacién de la YTX continda siendo un tema de controversia
entre las autoridades sanitarias y los expertos cientificos debido a la ausencia de

evidencias que demuestren irrefutablemente su toxicidad.

Los datos de letalidad de la YTX, procedentes de las evaluaciones toxicolégicas
realizadas en ratones, muestran un amplio rango de DLsy para la YTX por via
intraperitoneal, concretamente desde los 286 pg/kg hasta los 750 pg/kg. Sin
embargo, dosis administradas por via oral de hasta 54 mg/kg no provocaron letalidad

[45, 79-82].

10



1. Introduccion

Los estudios de toxicidad aguda in vivo muestran sintomatologia nerviosa y
mortalidad sélo después de la administracidn intraperitoneal de la YTX en ratones. El
corazén se propone como drgano diana de esta toxina debido a que diversos
estudios han detectado alteraciones ultraestructurales en el musculo cardiaco tanto
después de administraciones orales e intraperitoneales agudas como de la oral
repetida [45, 55, 56, 79, 81, 83]. Asimismo, se han descrito dafios en el sistema
nervioso, en el timo o en el intestino después de la administracién aguda de la toxina
a dosis letales o subletales [84, 85]. La evaluacion de la toxicocinética de la YTX
muestra una absorcién escasa a nivel intestinal, lo cual explica su menor toxicidad
por via oral [83].

Los estudios in vitro realizados describen variedad de efectos de la YTX a nivel
celular. En este sentido, esta toxina se describe como citotdxica y activadora de las
rutas de muerte celular por apoptosis, parapoptosis o autofagia en diferentes lineas
celulares [86-91]. Ademds la YTX esta relacionada con la afectacién de componentes
celulares concretos como el citoesqueleto, las moléculas de adhesién E-cadherinas,
los lisosomas y las mitocondrias [92-95]. Por otro lado, cambios en los movimientos
de calcio intracelular y de los niveles de nucledtidos ciclicos, la activacién de las
fosfodiesterasas o la inhibicién de la fagocitosis son también mecanismos de
regulacion celular descritos como alterados por la accién YTX [78, 96-98].
Recientemente la YTX también se ha caracterizado como un agente causante de

estrés en el reticulo endoplasmatico (RE) y en los ribosomas [99, 100].

La estimacidon del riesgo del informe de la EFSA para el grupo de las YTXs esta
basada en los datos disponibles de los estudios toxicolégicos debido a la ausencia de
episodios de intoxicacién alimentaria en humanos. En ella se establece una dosis
aguda de referencia de 25 ug de equivalentes de YTX por kg de peso vivo y se estima
gue no existe riesgo de excederla cuando una persona de 60 kg consume una porcién

de 400 g carne de molusco procedente de los mercados comunitarios [25].

11
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Figura 2. Estructura quimica de la YTX.

1.1.3. Azaspiracidos

Los azaspiracidos (AZAs) (Figura 3) son un grupo de ficotoxinas marinas producidas por
dinoflagelados del género Azadinium spinosum [101]. El primer episodio de intoxicacion
alimentaria se describe en 1995 en Los Paises Bajos por el consumo de mejillones de origen
irlandés contaminados con AZAs [102, 103]. La sintomatologia de la intoxicacion por AZAs
(AZP) se basa en un sindrome gastrointestinal agudo que incluye nduseas, calambres
estomacales, vémitos y diarrea [104]. Desde su descubrimiento, se han descrito mas de 20
andlogos de AZAs [105-108], ademas de que multiples han sido las zonas del globo terrestre
en las que se ha detectado su presencia en mariscos [109-112]. La denominacién del grupo
hace referencia a su estructura quimica que contiene una amina ciclica (aza), que a su vez
forma parte de uno de los tres anillos espiro y de un acido carboxilico (Figura 3).

Hasta la actualidad, un total de 6 casos de AZP se han documentado en zonas de
Europa y Estados Unidos [113-115], si bien se presume una incidencia mayor, considerando
tanto su distribucién globalizada como su sintomatologia comun con otras intoxicaciones
alimentarias. La totalidad de episodios de AZP fueron debidos al consumo de mejillones

contaminados, no obstante estas toxinas se han aislado también en otros moluscos bivalvos

12



1. Introduccion

como vieiras, almejas u ostras [116-118], ademas de en algunas especies de crustaceos
[119] o en esponjas [120]. Las autoridades de seguridad alimentaria de la UE, aunque
también de otros paises, conscientes del riesgo que este nuevo grupo de toxinas entrafia y
para proteger la salud del consumidor, han regulado la presencia de los andlogos de mayor
toxicidad y prevalencia: el azaspiracido-1 (AZA-1), el azaspiracido-2 (AZA-2) y el azaspiracido-
3 (AZA-3) en moluscos bivalvos destinados al consumo humano; quedando su limite

establecido en 160 ug de equivalentes de AZA-1 por kg de carne de molusco [13, 26].

Los estudios in vivo realizados en ratones para la evaluacién de la letalidad de este
grupo de toxinas muestran una DLsg por via intraperitoneal para el AZA-1 de 200 pg/kg,
siendo de 110 pg/kg para el AZA-2 y 140 ug/kg para el AZA-3 [103, 105]. Sin embargo, un
estudio mas reciente muestra una DLsgde 74, 117 y 164 ug/kg por via intraperitoneal y de
443, 626 y 875 pg/kg por via oral para el AZA-1, AZA-2 y el AZA-3 respectivamente en
ratones [121].

Las evaluaciones de toxicidad aguda in vivo de los AZAs reflejan que su
administracién por via intraperitoneal a ratones provoca un cuadro de sintomatologia
nerviosa con aletargamiento, dificultad respiratoria, espasmos o paralisis progresiva [102,
122] y la afectaciéon de higado, pancreas, bazo, timo, estdbmago e intestino delgado [123,
124]. De forma similar, la administracion oral de AZA-1 causa un fallo multiorganico
generalizado [125]. Los estudios de administracion oral repetida del AZA-1 reflejan su
capacidad para causar dafios persistentes en tejidos y sugieren su posible actividad como
iniciador tumoral [126, 127].

La evaluacién de la toxicocinética de este grupo de toxinas muestra que a las 24
horas de su administracién intraperitoneal, los andlogos AZA-1, AZA-2 y AZA-3 son
detectados en todos los érganos incluido el cerebro; pero que a las 24 horas de su
administracién oral sélo son detectados, en orden decreciente, en estdmago, higado,
intestino delgado, rifiones, pulmones, intestino grueso y corazén [121].

Los estudios de toxicidad in vitro realizados hasta la fecha, han descrito numerosos
efectos a nivel celular para este grupo de toxinas; sin embargo, el mecanismo de accién de
los AZAs permanece todavia desconocido. Algunos de los efectos descritos son:
citotoxicidad en diferentes lineas celulares, alteraciones del citoesqueleto de actina y de las

proteinas de membrana, activacion de las rutas apoptdticas y modificaciones de las rutas de
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sefializacion intracelular principalmente a través de la modulacién del calcio citosodlico [127-
134]. Finalmente, y de forma reciente, los AZAs han sido caracterizados como bloqueantes
agudos de los canales de potasio cardiacos humanos hERG (human ether-a-go-go related

gene) [135].

La estimacion del riesgo contenida en el informe de la EFSA para el grupo de los
AZAs se ha elaborado con datos de toxicidad de los estudios toxicoldgicos y de los episodios
de intoxicaciones alimentarias en humanos. El mismo fija una dosis aguda de referencia de
0,2 ug de equivalentes de AZA-1 por kg de peso y establece una probabilidad de excederla
de un 4% para una persona de 60 kg que consume una porcion de 400 g carne de molusco

de los mercados comunitarios [26].

..|||R4

R1 R2 R3 R4
AZA-1 H H Me H
AZA-2 H Me Me H
AZA-3 H H H H
AZA-4 OH H H H
AZA-5 H H H OH

Figura 3. Estructura quimica de los AZAs.
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1.2. Sistema cardiovascular

El sistema cardiovascular estd conformado por dos grandes componentes: el corazén
y el sistema vascular. La funcién principal de ambos es garantizar el aporte de
nutrientes, gases respiratorios y otras sustancias necesarias para el metabolismo
celular a todas las células y tejidos que componen el organismo, asi como retirar los
residuos generados o cualquier otro tipo de agente extrafio. Ademas, a través de la
sangre que circula por los vasos, este sistema mantiene la homeostasis interna
Optima para el correcto funcionamiento del cuerpo en términos de temperatura y de
pH corporal. Por todo ello, el sistema cardiovascular es esencial en la actividad de
todos los érganos y principalmente en aquellos que presentan una mayor irrigacién.
De tal modo que, cualquier dafio o alteracién en el mismo supone consecuencias en

la totalidad del organismo.

1.2.1. Anatomia del corazén

El corazén es el érgano encargado de propulsar la sangre a todo el cuerpo a través
del sistema circulatorio. Esta dividido en 4 cdmaras: dos atrios, derecho e izquierdo,
situados en la parte superior que funcionan como receptores de sangre; y dos
ventriculos, derecho e izquierdo, situados en la parte inferior que actian como
impulsores de la misma. La sangre poco oxigenada y con detritus celulares del
metabolismo es recogida por la circulacion venosa en todas las partes del cuerpo e
introducida en el atrio derecho por las venas cava inferior y superior. Desde éste, la
sangre accede al ventriculo derecho por la valvula tricuspide y de ahi a los pulmones,
por la arteria y valvula pulmonar, para su reoxigenacién. La sangre, de nuevo
oxigenada, llega mediante las venas pulmonares al atrio izquierdo; y desde el mismo,
a través de la valvula mitral, al ventriculo izquierdo desde donde es impulsada al
cuerpo a través de la valvula aértica (Figura 4).

El movimiento de atrios y ventriculos se realiza de forma ordenada vy
coordinada y constituye un ciclo cardiaco que se repite en cada latido. Cada ciclo
cardiaco presenta dos fases diferenciadas y controladas por un sistema de aperturay

cierre de valvulas, la didstole y la sistole. La primera es la fase de relajacidn y llenado

15



1. Introduccion

de sangre de los ventriculos y la segunda es la fase de contraccién y eyeccion de la

sangre [136-138].

A. aorta

Tronco
pulmonar

Atrio
izquierdo

Atrio

derecho i
Ventriculo
izquierdo
Ventriculo q
derecho

Figura 4. Anatomia del corazén
(Imagen modificada de www. anatomical.medicalillustration.com)

1.2.2. Estructura cardiaca

El corazén estd formado por tres capas concéntricas: interna, de revestimiento o
endocardio; media, muscular o miocardio y externa, de proteccion o epicardio
(Figura 5A). El miocardio es la capa muscular contractil del corazén y su unidad de
contraccién basica es el cardiomiocito o célula muscular cardiaca (Figura 5B). Los
cardiomiocitos, entre otras estructuras y organelas tipicas celulares, contienen
miofibrillas, que son los elementos contractiles. Las miofibrillas (Figura 5C) contienen
a su vez a la actina y la miosina que son las proteinas encargadas de la contraccién y
la relajacién y que forman los denominados filamentos finos de actina y filamentos
gruesos de miosina. Estos filamentos se disponen dibujando un patrén alternante de
bandas claras de actina, llamadas bandas |, y de bandas oscuras de miosina
denominadas bandas A. En posicién intermedia de cada banda I, se sitla una densa
linea, nombrada disco o linea Z. El espacio comprendido entre dos lineas Z se

denomina sarcémero 6 miofilamento y es la unidad fundamental de contraccién
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muscular (Figura 5D). Por otro lado, los cardiomiocitos se encuentran unidos por
unas estructuras densas de baja impedancia, designadas como discos intercalados y
gue determinan su actuacidn como sinticio funcional. Estos discos intercalados
contienen unas uniones intercelulares denominadas gap que permiten la transmisién

del impulso cardiaco y la comunicacidn intercelular [139, 140].

El musculo cardiaco es un tejido excitable con la particularidad de que los
cardiomiocitos que lo componen son células automdticas, es decir capaces de
contraerse sin ningun estimulo externo, y células ritmicas, lo cual permite que
mantengan una frecuencia de contraccidon basal. La capacidad de despolarizacion y
contraccién ritmica y sin inervacién de los cardiomiocitos se denomina ritmicidad

miogénica y es responsable del denominado como automatismo cardiaco [137, 141].
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Corazoén

A

Estructura
cardiaca

B Cardiomiocito

D

C Miofibrilla Sarcomero

Banda A Disco Z Disco Z

/

Y b))

3

044044

Disco Z Disco Z
: : : | | : : Filamentos finos
Filamentos gruesos de actina
de miosina

Figura 5. Estructura cardiaca y componentes de las miofibrillas de los cardiomiocitos.
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1.2.3. Electrofisiologia cardiaca

La actividad eléctrica cardiaca condiciona la capacidad de contracciéon y bombeo de la
sangre por parte del corazén y esta determinada por los potenciales de accion celulares
que tienen lugar en la membrana de los cardiomiocitos.

El potencial de accién cardiaco (Figura 6) se genera como consecuencia del
movimiento de iones que tiene lugar a través de canales iénicos transmembrana
dependientes de voltaje, y se compone de 5 fases numeradas de 0 a 4, donde la fase 4
se corresponde con la célula en estado de reposo o no estimulada. La apertura de los
canales rapidos de sodio (Na*), y la consecuente entrada a la célula de una corriente de
sodio (Ina), suponen la activacién del potencial de accién cardiaco; fase conocida como 0
o de despolarizacidn rapida. La desactivacidn de los canales de Na® y la activacién de los
canales de potasio (K*) transitorios que determinan pequefias corrientes repolarizadoras
de salida de K* transitorias (li,), definen la fase 1. La activacion de los canales de Ca*
tipo-L, con la consecuente corriente de entrada de estos iones a la célula (lc,..), y de los
canales de K*, responsables de las corrientes lentas retardadas rectificadoras de potasio
(Iks), caracterizan la fase 2 o de meseta. Finalmente, en la repolarizacién celular o fase 3,
los canales de Ca™ tipo-L se cierran y los canales de K* lentos permanecen activos al
mismo tiempo que se van activando los canales de K* responsables de las corrientes de
salida de K* o repolarizadoras que son la corriente rapida retardada rectificadora de
potasio (li) vy la corriente rectificadora li;. En la fase 4, los canales responsables de la Iy,
permanecen abiertos para mantener el potencial de reposo celular en valores negativos
[137, 142-144].

El potencial de acciéon cardiaco presenta una duracién larga (400ms) en
comparacidn con otros tipos celulares. Ello persigue, por un lado conseguir la
superposicién en el tiempo de los fenédmenos eléctrico y mecanico (contraccion de la
fibra), y por otro alargar los periodos refractarios para evitar generacién de

reexcitaciones simultaneas [137, 142].
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Figura 6. Potencial de accion cardiaco.

1.2.4. Sistema especializado de excitacion y conduccion eléctrica del corazén

La generacidon y propagacién de un potencial de accién cardiaco es posible por la
existencia de un sistema especializado de excitacion y conduccion del corazén, y que
ademas permite una contraccién coordinada de todas las células que lo componen. Este
sistema esta formado por el nddulo sinusal, el nédulo atrioventricular, el haz de His y sus
ramificaciones y las fibras de Purkinje (Figura 7). El automatismo cardiaco se manifiesta
sobre todo en el nodo sinusal, denominado también marcapasos fisioldgico del corazon,
y que situado en el atrio derecho es el encargado de dar comienzo al ciclo cardiaco
mediante su despolarizacién espontanea. El impulso cardiaco generado atraviesa los
atrios y llega al nddulo atrioventricular, donde se detiene para permitir una eficaz
contraccion de los atrios y un correcto llenado de los ventriculos para su posterior
despolarizacién. Finalmente el impulso es enviado a todas las células musculares que
componen los ventriculos a través del haz de His y sus ramificaciones y de las fibras de

Purkinje, provocando la contraccion de los mismos y la eyeccidn de la sangre [137] .
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Figura 7. Sistema de conduccion cardiaca.
(Imagen modificada de Berny and Levy Physiology, 62 Ed)

1.2.5. Mecanismo de contraccion cardiaca

La transformacién de la actividad eléctrica del corazéon en trabajo mecdnico de
contraccion se consigue gracias al mecanismo de acoplamiento-excitacion-contracciéon
de los cardiomiocitos. El funcionamiento del mismo depende de la disponibilidad de
calcio y energia celular en forma de ATP. El ATP se obtiene de la fosforilacién oxidativa
de las mitocondrias de forma mayoritaria; lo cual explica que éstas ocupen una gran
parte del espacio en la célula cardiaca y su papel esencial en el mantenimiento de la
funcionalidad miocardica. Por otro lado el calcio responsable de la contraccién se
obtiene fundamentalmente por dos vias, la extracelular y la intracelular. El calcio
extracelular accede al interior de la célula principalmente a través de los mencionados
canales de Ca** tipo-L que se abren tras la despolarizacién de la célula, y en menor
medida a través del intercambiador Na'/Ca*2. El calcio intracelular proviene del reticulo
sarcoplasmatico (RS) y su llegada a todas las miofibrillas que componen la célula se
garantiza por un sistema especializado de tubulos denominados T. La entrada de calcio
extracelular determina la activacién de unos receptores de rianodina situados en la
membrana del reticulo sarcoplasmatico y en consecuencia la liberacion de calcio de

estos reservorios al citoplasma, fenédmeno conocido como liberacién de calcio inducida
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por calcio y del que se obtiene la mayoria del calcio necesario para la contraccion
cardiaca. La tropomiosina es una proteina situada en los filamentos de actina que actua
como mecanismo de inhibicién de la interaccidn actina-miosina. Asimismo una molécula
de ATP unida a la miosina contribuye también a dicha inhibicion. Las troponinas |, Cy T
(Tnl, TnC y TnT) son proteinas reguladoras de la tropomiosina. El aumento de calcio
citosdlico supone la union de este ién a la TnC, fendmeno que a su vez desencadena la
separacion de la Tnl de la actina y de la TnT de la tropomiosina. El cambio
conformacional de este complejo tropomiosina-troponina y la hidrdlisis de la molécula
de ATP unida a miosina comporta la disponibilidad o exposicion de los lugares de unién
de los filamentos de actina y miosina. Como consecuencia ambos filamentos se
superponen, acortando la longitud de la célula y provocando con ello su contraccién.
Cuando los niveles de calcio disminuyen y no pueden interaccionar con la TnC, la
tropomiosina vuelve a inhibir los lugares de unién y se produce la relajacién. Los
mecanismos de extrusién de calcio citosdlico del cardiomiocito son varios, aunque de
manera principal es el reticulo sarcoplasmatico, a través de su bomba Ca*’ATP-asa, el
encargado de recuperarlo desde citoplasma al interior del mismo. Por tanto, el ATP es

necesario tanto en la contraccién como en la relajacion cardiaca [137].

1.2.6. Regulacion del corazén

El gasto cardiaco se define como la cantidad de sangre bombeada por cada ventriculo en
un minuto. Esta funcién de bombeo del corazén depende directamente de la frecuencia
cardiaca y del volumen sistélico.

El corazén tiene una actividad ritmica intrinseca que determina su frecuencia
basal de contraccion. Sin embargo, existen factores externos de naturaleza nerviosa y
hormonal que también la regulan causando los denominados efectos cronotrépicos. El
sistema nervioso auténomo, a través de sus componentes simpatico y parasimpatico,
modifica la frecuencia cardiaca. En condiciones de normalidad ambos componentes se
encuentran en situacion de equilibro, pero ante situaciones anémalas la actividad de
uno se puede sobreponer a la del otro. De esta manera, si predomina el componente
simpatico aumenta la frecuencia cardiaca, fendmeno conocido como taquicardia o

efecto cronotropo positivo; y si lo hace el componente parasimpatico disminuye la
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frecuencia, denominandose en este caso bradicardia o efecto cronotropo negativo. Otros
factores con influencia sobre la frecuencia cardiaca son la temperatura o la concentracion
de K" extracelular, cuyos incrementos provocan taquicardia y bradicardia respectivamente.

El volumen sistdlico es el volumen de sangre expulsado por el ventriculo izquierdo
en cada latido y su valor esta determinado por la fuerza de contraccién o contractilidad del
musculo cardiaco. Los factores que afectan a esta contractilidad se denominan factores
inotrdpicos. El volumen sistdlico presenta dos tipos de mecanismos de regulacion: la
regulacion intrinseca del volumen sistélico o Mecanismo de Frank-Starling y la regulacién
extrinseca. La regulacion intrinseca esta determinada por la precarga y la poscarga
cardiacas. La precarga se corresponde con la tensién pasiva de las fibras cardiacas y que
determina su longitud inicial antes de la contraccidn; es decir, la distensidon de las mismas
ante el volumen diastélico final. De tal modo que cuanto mayor es el volumen diastélico
final, mas enérgica serd la contraccién ventricular para permitir la salida del volumen
sistdlico total. Este comportamiento explica el equilibrio entre el gasto cardiaco de los
ventriculos derecho e izquierdo y se conoce como "ley del corazén" o ley de Frank-Starling.
La poscarga, por otro lado, es el acortamiento de las fibras miocdrdicas durante la sistole, es
decir, la carga que debe desplazar el musculo una vez iniciada la contraccién y que estd
condicionada principalmente por la presion de la aorta. En relacion a la regulacion
extrinseca del volumen sistélico, existen varios factores que pueden modificar la fuerza
contractil del corazén. Uno de ellos es el sistema nervioso auténomo, que regula el
inotropismo cardiaco del mismo modo que ocurre con el cronotropismo. Ademas, las
concentraciones extracelulares de los iones K* y Ca", tienen un efecto inotrdpico negativo
cuando estan aumentadas y disminuidas correspondientemente [137, 145].

Finalmente, indicar que el sistema nervioso auténomo también puede regular la
velocidad de conduccion del impulso cardiaco, causando asi el denominado dromotropismo

negativo o positivo en funcién de si la reduce o la aumenta respectivamente [137].
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1.3. Estudio de la cardiotoxicidad
La toxicologia cardiovascular es la disciplina que estudia los efectos adversos de
farmacos, agentes quimicos y agentes xenobidticos en el corazén y el sistema
cardiovascular de un organismo vivo. Por otro lado, la cardiotoxicidad, por definicidn, se
refiere a una alteracién cualitativa o cuantitativa en el corazén debida a farmacos o
sustancias tdxicas. En la actualidad existe un gran registro de sustancias, entre ellas
farmacos, productos naturales, quimicos industriales y agentes ambientales, que se han
asociado con alteraciones funcionales y estructurales del sistema cardiovascular [146-
149]. Esto es debido a que, cualquiera que sea la via, la introduccion de un téxico en el
organismo suele suponer su llegada al torrente sanguineo y por ende su transporte e
interaccidn con el corazén en funcién tanto de su concentracién como del tiempo de
exposicion [150].

Actualmente, y por la importancia que comporta, numerosas publicaciones
especializadas indican las técnicas in vitro e in vivo recomendadas para el estudio de la

cardiotoxicidad [151-153].

1.3.1. Estudio de la cardiotoxicidad in vitro

La actividad eléctrica del corazén determina su capacidad de contraccién y por tanto
de bombear la sangre al resto del cuerpo. Esta actividad eléctrica estd determinada
por los potenciales de accidn generados en los cardiomiocitos (léase pagina 19
“Electrofisiologia cardiaca”). Los canales idnicos transmembrana determinan el
equilibrio entre las corrientes idnicas de entrada y de salida de la célula y por tanto
controlan la duraciéon de los potenciales de accidén. De este modo, una prolongacién
del potencial de accién es consecuencia de un incremento de las corrientes de
entrada o despolarizadoras o de un descenso de las corrientes de salida o
repolarizadoras, al igual que una reduccién del mismo resulta a la inversa. Por el
papel determinante que los canales idnicos tienen en la funcionalidad del corazén, la
evaluacién de los efectos que una sustancia ejerce en los mismos y por consiguiente
en el potencial de accion cardiaco esta recomendada en los estudios de

cardiotoxicidad in vitro [152, 154].
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La fijacion de membrana (en inglés, Patch Clamp) es una técnica
electrofisiolégica que permite medir las corrientes eléctricas que se generan por el
flujo de iones que tiene lugar a través de los canales idnicos transmembrana de las
células. Esta técnica estd considerada “estandar de oro” para estudiar el potencial de
bloqueo agudo de las sustancias en los canales idnicos. Ademas en la actualidad, se
dispone de sistemas o plataformas que realizan esta técnica de manera automatica
(Figura 8) permitiendo el estudio de los efectos de las sustancias en los canales de

una manera mas sencilla, rapida y eficaz [154].

lonFlux 16 |

Figura 8. Imagen de una plataforma de Patch Clamp automatico.
(Imagen de www.fluxionbio.com)

1.3.1.1. Efectos en el canal cardiaco hERG

De todos los canales que determinan el potencial de accién cardiaco, el denominado
como hERG (en inglés, human ether-a-go-go related gen) es el mas evaluado [152, 155].
HERG se refiere al gen humano que codifica la proteina del canal K,11.1 Los K,11.1 son
los canales de potasio cardiacos dependientes de voltaje responsables de la corriente
rapida retardada rectificadora de potasio (l¢), con un papel esencial en la fase 3 de
repolarizacion del potencial de accién cardiaco (léase pdagina 19 “Electrofisiologia
cardiaca”) [156]. La disfuncidon de estos canales causa una reduccidon de sus corrientes

que se traduce en un aumento de la duracion de la repolarizacidn (prolongacién del
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potencial de accion cardiaco); y que en el electrocardiograma se aprecia como un
alargamiento del intervalo QT (Figura 9). Las alteraciones en la repolarizacién cardiaca
determinan cambios electrofisioloégicos a nivel celular y tisular que predisponen a la
aparicién de desdérdenes cardiacos; y cuyas consecuencias pueden ir desde la apariciéon
de sincopes, al desarrollo de arritmias fatales (Torsades de Pointes) o la muerte
repentina [155-157].

El potencial de accién cardiaco esta producido por diversas corrientes idnicas
(Figura 6), de tal modo que la evaluacién del efecto de una sustancia en un sélo canal no
es reflejo de la actividad que la misma puede tener a nivel celular o tisular. Por ende, la
mayoria de los expertos recomiendan testar mas de un canal cardiaco para obtener una
informacién completa de los diferentes efectos que una sustancia puede ejercer en las
distintas fases del potencial de accion cardiaco y por consiguiente en las diferentes
etapas del ciclo del corazén [151, 152]. No obstante, las peculiaridades estructurales y
de activacion que hERG reune, asi como las consecuencias a nivel funcional en el
corazén que su afectacién puede provocar, son las principales razones por las que la
evaluacién de este canal en los estudios de cardiotoxicidad in vitro se considera
primordial [155, 158, 159]. De hecho, su valoraciéon esta incluida en las guias publicadas
por la Agencia Europea del Medicamento (EMA, en inglés European medicine Agency)
gue fijan la estrategia a seguir en los estudios in vitro para estimar el potencial de una

determinada sustancia para alterar la funcionalidad cardiaca [160].

Nivel molecular Nivel celular Nivel tisular
(ECG)
espacio
extracelular

— —
espacio
intracelular k+
Alargamiento del Alargamiento del
Blogueo del canal hERG potencial de accién intervalo QT

Figura 9. Consecuencias del bloqueo del hERG.
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Por otro lado, en los ultimos afios se ha comprobado que determinados
compuestos pueden alterar el canal hERG por mecanismos diferentes al bloqueo agudo.
Por ello, la evaluacién del trafico celular del canal hERG se recomienda para determinar
los efectos a largo plazo que una sustancia puede ejercer en el mismo [151, 152]. En
efecto, en la actualidad existen multiples evidencias cientificas que describen la
afectacion del canal hERG de manera aguda o crénica e incluso por ambas; ademas de
constatar que los dos tipos de alteracion suponen las mismas consecuencias
electrofisioldgicas en la funcién cardiaca [161, 162].

Entre los métodos empleados para determinar el trafico celular de hERG se
encuentra el Western Blot. Esta técnica permite evaluar y cuantificar la expresion de las
dos formas proteicas que presenta este canal desde su sintesis, como forma
parcialmente glicosilada o inmadura (135 kDa), hasta su expresion funcional en la
membrana como forma glicosilada o madura (155 kDa) [163]. Por otro lado la
combinacién de técnicas inmunoquimicas con la citometria de flujo o la microscopia
confocal posibilita la visualizacion de las alteraciones del canal en sus diferentes

localizaciones celulares [162].

1.3.2. Evaluacion de la cardiotoxicidad in vivo

La metodologia para determinar la cardiotoxicidad in vivo implica el empleo de técnicas
gue permitan evaluar tanto la funcién como la estructura del corazén. De este modo, la
electrocardiografia y la medicidn de la presion arterial sanguinea se configuran como los
métodos de eleccion para el estudio de la funcionalidad cardiovascular y los
biomarcadores cardiacos y la histopatologia como las técnicas elegidas para valorar

cambios o dafios en la estructura del corazon.

1.3.2.1. Electrocardiografia
La electrocardiografia es la disciplina que estudia la actividad eléctrica del corazoén
mediante la interpretacién del electrocardiograma (ECG). Esta técnica esta considerada

de primera eleccién en la valoracidon de la funcionalidad cardiaca in vivo al permitir
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detectar de manera simple, rapida, no invasiva y eficaz los cambios en las propiedades
electrofisioldgicas del corazén [151, 152, 160].

El electrocardiograma es una representacién grafica inmediata de la actividad
eléctrica del corazén en cada latido. Asi, en el mismo se dibuja un trazado tipico que se
repite de forma regular y que de izquierda a derecha se corresponde con las ondas P, Q,
R, Sy Ty los diferentes intervalos y segmentos que ellas conforman (Figura 10). La onda
P es la primera deflexidn del ECG y representa la contraccion atrial. El segmento PR es el
periodo de tiempo entre el principio de la onda P y la siguiente deflexiéon y se
corresponde con la contraccidon y vaciado atrial asi como con la desaceleracién del
impulso cardiaco a nivel del nédulo AV. Las ondas Q, Ry S forman el complejo QRS y
representan la contraccion ventricular. Finalmente, la onda T es una deflexidn,
normalmente positiva, que representa la relajacion cardiaca (Figura 10).

En funcién de la especie considerada, existen caracteristicas especificas en el
trazado de los ECGs. Como ejemplo, la onda Q no se visualiza en la mayoria de las
ocasiones en las ratas, como tampoco presentan trazado isoeléctrico en el segmento ST
[164].

Los intervalos entre las diferentes ondas proporcionan informacion de gran
utilidad al reflejar en el caso del intervalo PR el tiempo de conduccién del impulso
cardiaco desde el nédulo sinusal al nédulo AV vy, en el caso del intervalo QT, el tiempo de
despolarizacién y repolarizacién cardiaca. Por tanto la evaluaciéon del ECG permite
detectar cambios en el ritmo normal del corazéon y en la conduccién del impulso
cardiaco (bloqueo o interrupcién), como también existen alteraciones cardiacas

concretas asociadas a trazados especificos [137, 164].
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Figura 10. Representacion en el ECG del ciclo cardiaco.

1.3.2.2. Medicion de la presion arterial

La presion arterial sanguinea (PAS) es el factor principal que determina el flujo de sangre
o perfusion a través de los vasos sanguineos. La medicién de la presion arterial se
considera método de eleccién para detectar alteraciones en la hemodindmica del
sistema cardiovascular [151, 165]. La presién arterial es la presion lateral ejercida por la
sangre sobre las paredes de las arterias y esta determinada por factores como Ia
elasticidad de las arterias, el volumen sanguineo, el gasto cardiaco y la resistencia
vascular periférica. La presion arterial presenta dos componentes entendidos como los
momentos de tiempo en los que la misma se mide. De tal manera que la medicion de la
fuerza que ejerce la sangre contra la pared de las arterias en la sistole o contraccidon

cardiaca se denomina presién arterial sistdlica, y en la diastole o relajacion cardiaca,
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presion arterial diastdlica; siendo la presion arterial media el promedio entre ambos

valores a lo largo de todo el ciclo cardiaco y la presién del pulso, la diferencia entre ellas.

La medicion de la presion arterial en estudios experimentales, y concretamente
para el registro en una rata, se realiza de manera habitual por tres métodos:
pletismografia con manguito en la cola como técnica no invasiva y cateterizacion
intraarterial o telemetria de radio como métodos invasivos. La técnica invasiva por
cateterizacion intraarterial ofrece valores cuantificables de mayor precision y por ello
estd considerada como técnica “estandar de oro” en los estudios experimentales de

evaluacion de la funcionalidad cardiaca [165].

1.3.2.3. Biomarcadores de cardiotoxicidad

La medicién de biomarcadores cardioespecificos estd recomendada en la actualidad
como método de eleccidn para la identificacion de efectos cardiotdxicos estructurales
[153, 166, 167]. Los biomarcadores cardiacos son variables biolégicas que ofrecen
informacién sobre procesos patologicos concretos. Aunque bajo esta definicién se
pueden englobar diferentes tipos de variables, el término biomarcador se emplea
generalmente para referirse a determinadas sustancias que muestran aspectos
fisiopatoldgicos de procesos concretos a nivel subcelular o celular de una parte o de la
totalidad de un drgano y que se detectan en plasma o suero por métodos diferentes a
las habituales bioquimica o hematologia.

De este modo, las principales caracteristicas que un buen biomarcador debe
reunir son las siguientes [167, 168]: especificidad de un proceso patolégico concreto,
sensibilidad, caracter predictivo, estabilidad en plasma o suero y validacién y/o
estandarizacion de sus métodos de andlisis en las diferentes especies animales. Ademas,
en su cuantificacién, determinados pardmetros como el tiempo de vida media en
sangre, el método de extraccion y las caracteristicas del modelo animal se deben de
considerar debido a que pueden variar tanto los niveles basales del biomarcador como

la sensibilidad del método analitico.
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En funcién del proceso patoldgico existen multitud de biomarcadores. En el caso de
los biomarcadores de cardiotoxicidad su clasificacidén atiende a las siguientes categorias

[169]:

Neurohormonales.
Inflamatorios.
Marcadores de estrés oxidativo.

Marcadores de remodelado de la matriz intersticial.

LA S

Marcadores de lesion miocitaria.

En la actualidad, las troponinas cardiacas, como marcadores de lesidon miocitaria, y
los péptidos natriuréticos, como marcadores neurohormonales, se encuentran entre los
pocos biomarcadores aceptados para la evaluacion de cardiotoxicidad [153, 166].
Asimismo el uso de los marcadores de remodelado de la matriz intersticial esta indicado

en el estudio de los efectos a largo plazo sobre la estructura cardiaca [170].

Troponinas cardiacas

Las troponinas cardiacas (cTns) son proteinas contractiles que regulan la interaccion
actina-miosina durante el fenomeno de la contraccion cardiaca (léase pdgina 21,
“Mecanismo de contraccidon cardiaca”). Estas proteinas estan consideradas como
marcadores “estandar de oro” para la deteccion de dafio miocardico debido a su elevada
especificidad y a su estable y rdpida liberacién a la circulacidon sanguinea [153, 166, 171].
Ademas las concentraciones sanguineas de las troponinas cardiacas son proporcionales
a la severidad del dafo causado tanto a nivel celular e histolégico como a nivel
fisioldgico y por tanto clinico. En ultimo lugar, y para el caso de los estudios preclinicos
de toxicidad, la efectividad de las troponinas cardiacas para detectar un amplio rango de
téxicos y procesos de diferente etiologia estd demostrada tanto en humanos como en
animales de experimentacion. Al mismo tiempo se dispone de una gran variedad de
plataformas de ensayo que permiten realizar su medicién de manera rdpida y precisa

[166, 168, 171].
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Péptidos natriuréticos

El corazon libera hormonas de forma fisiolégica o patolégica ante determinadas
situaciones. Los péptidos natriuréticos son hormonas con diferentes propiedades que se
liberan a la sangre en situaciones de estrés de la pared atrial o ventricular. Entre los
péptidos natriuréticos mas utilizados para la deteccion de alteraciones cardiacas
funcionales se encuentran el péptido atrial natriurético (ANP, en inglés atrial-natriuretic
peptide), el péptido cerebral natriurético (BNP, en inglés brain-natriuretic peptide) y las
respectivas porciones N-terminales de los propéptidos de ANP y BNP (NT-proANP y NT-
proBNP). El péptido cerebral natriurético debido a su estabilidad en sangre y elevada
sensibilidad, esta considerado como biomarcador de eleccién para la deteccidn de fallos

funcionales cardiacos tanto de cardcter agudo como crénico [153, 166, 172].

Marcadores de remodelado de la matriz intersticial

El remodelado cardiaco es el conjunto de cambios anatdmicos, geométricos, histoldgicos
y moleculares del miocardio que suceden como consecuencia de una sobrecarga o dano
miocdrdico. De las células que forman el corazén, dos tercios lo constituyen células no
musculares, principalmente fibroblastos [173, 174]. Los fibroblastos responden al dafio
liberando proteinas de la matriz extracelular, factores de crecimiento y citoquinas
proinflamatorias. La funcidn principal de la matriz extracelular es mantener la integridad
del tejido miocardico y asi preservar la funcién de la bomba cardiaca. El balance entre la
sintesis y degradacion de la matriz mediante el equilibrio entre las metaloproteinasas
matriciales (MMP) y los inhibidores de tejido de las metaloproteinasas matriciales
(TIMPs) consigue mantener la arquitectura del tejido muscular cardiaco [175]. Aunque el
remodelado cardiaco es una respuesta inicial de adaptacién al dafio, el mismo,
mantenido en el tiempo, puede causar alteraciones de la estructura cardiaca que
provoquen una descompensacion progresiva de la funcién cardiaca [176]. Por todo lo
expuesto, la medicidn en plasma o suero de los metaloproteinasas matriciales o de sus
inhibidores como biomarcadores de remodelacion cardiaca estd considerada de utilidad

en el estudio de efectos estructurales a largo plazo en el corazén [170].
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1.3.2.4. Histopatologia

La relacion estrecha entre estructura y funcién celular determina que el estudio de los
diferentes componentes de la célula nos permita conocer aspectos relacionados con la
funcionalidad de los tejidos. En este sentido, la histologia es la ciencia que estudia la
estructura microscopica de los tejidos que componen el organismo y la histopatologia es
la rama de la histologia que se encarga del estudio de los procesos patolégicos que
afectan a los mismos. Ambas especialidades se consideran de eleccién para el estudio de

los efectos téxicos a nivel de la estructura cardiaca [152, 177].

El tejido muscular cardiaco estd formado por fibras musculares que a su vez
estan compuestas por cardiomiocitos. Los cardiomiocitos son células largas y cilindricas
unidas por uniones especializadas denominados discos intercalares. Cada cardiomiocito
presenta las estriaciones caracteristicas del musculo estriado cardiaco (léase pagina 16,
“Estructura cardiaca”) y uno o dos nucleos ubicados en la zona central. Entre las fibras
existe un tejido de soporte o endomisio compuesto por fibroblastos, fibras de colageno

y fibras reticulares [139, 140].

Las técnicas cominmente empleadas en el estudio histopatoldgico de los tejidos
son la microscopia 6ptica y la microscopia electrénica. La diferencia principal entre
ambas técnicas radica en el grado de resolucion y aumentos que ofrecen cada una de
ellas. A nivel practico, la resolucién de un sistema dptico se puede definir como su
capacidad para proporcionar detalles de una muestra. De tal modo que la microscopia
Optica permite visualizar detalles del tejido con una resolucién de hasta 200 nm de
distancia, y la microscopia electrénica de hasta 1 nm. Por consiguiente, la ventaja
principal que la electrénica ofrece sobre la técnica convencional es un aumento de
resolucion de 200 veces, proporcionado por ello imagenes de la subestructura o
ultraestructura de la célula. No obstante, el uso de ambas técnicas no es excluyente sino
complementario; ya que mientras la microscopia 6ptica permite observar mayores areas
de una muestra de tejido (en cm?), la microscopia electrénica proporciona detalles o
caracteristicas en areas mas reducidas de la misma (en mm?). Ademads, la microscopia
Optica tiene una amplia variedad de técnicas de tincion que hacen posible una facil

identificacién y localizacién de los componentes celulares mientras que los métodos de
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tincion de microscopia electronica son escasos y ofrecen tan sdlo imagenes
monocromaticas. En ultimo lugar, la microscopia electrénica es una técnica mas costosa
en relacion al tiempo empleado y de infraestructura necesaria [178, 179].

La hematoxilina-eosina (H&E) es la tincion mas usada de forma rutinaria en
microscopia Optica. La hematoxilina tifie las estructuras acidas de azul purpura vy la
eosina marca las estructuras bdasicas de color rosado. En una célula animal, la mayor
parte de las estructuras acidas residen en el nucleo (ADN nuclear) y por el contrario, la
mayoria de estructuras citoplasmaticas son basicas. La intensidad de tincidon de esta
técnica depende de varios factores, entre ellos el grosor de la muestra y el protocolo de
tincién empleado [180].

En microscopia electrénica existen dos tipos de microscopios, el de barrido que
produce imdagenes en 3D o el de transmisién que las produce en 2D. En la priactica, el
microscopio electrénico de transmision ofrece una mayor informacién de Ia
ultraestructura biolégica de la célula y por ello es el mas utilizado [178].

A continuacién se muestran dos imagenes de tejido cardiaco que permiten
visualizar las diferencias expuestas para la microscopia optica (Figura 11) y microscopia
electrénica (Figura 12). Asimismo algunas de las estructuras o componentes celulares

gue se pueden visualizar con cada técnica estan indicadas.
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Figura 12. Imagen de tejido cardiaco por microscopia electronica (aumentos: 2000 nm).
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1.4. Toxinas marinas y cardiotoxicidad

Las toxinas marinas constituyen un campo de continua expansién tanto en lo que se
refiere a intoxicaciones alimentarias, como a su papel como fuente inestimable de
recursos para la industria farmacéutica. En ambos casos el estudio de la cardiotoxicidad
de las mismas se considera fundamental. Ello se debe a que hoy en dia, las
enfermedades cardiovasculares estan consideradas como primera causa de muerte en el
mundo occidental [181, 182]; lo que atendiendo a la seguridad alimentaria y la salud
publica implica que una gran parte de la poblacién se considera en situacién de riesgo

cardiovascular.

Por un lado, los estudios in vivo realizados hasta la fecha han descrito efectos
cardiotdxicos para las siguientes biotoxinas marinas: yesotoxinas [45, 55, 56, 79, 81, 83],
acido ocadaico [56], azaspirdcidos [135] brevetoxinas [183], palitoxinas [149, 184], y
ciguatoxinas [185]. Para las brevetoxinas, palitoxinas y ciguatoxinas, los efectos sobre la
funcién cardiaca estan relacionados con la interaccién de las mismas con determinados
canales o transportadores idnicos de la membrana celular de los cardiomiocitos; y
consecuente modificacidn de las corrientes idnicas que conforman el potencial de accién
cardiaco. En el caso del dcido ocadaico y la yesotoxina, para la cuales se han descrito
dafios ultraestructurales a nivel del tejido cardiaco, como también para los
azaspiracidos, que estan caracterizados como bloqueantes agudos del canal cardiaco de
potasio hERG, no se conocen las implicaciones a nivel de la funcién cardiaca que estos
efectos descritos suponen.

Por otro lado, la investigacién farmacolégica en el dmbito de las toxinas marinas
esta suponiendo el descubrimiento de compuestos con propiedades anti-cancerigenas,
anti-alzhéimer o inmuno-moduladoras entre otras [90, 186]. El uso de estas futuras
herramientas farmacoldgicas dependera, entre otros aspectos, de la superacidon de
estudios de seguridad farmacolégica propuestos por las autoridades sanitarias de los
diferentes paises y en recomendacion de organismos internacionales como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) o la Farmacopea Europea. En el caso de la UE,
es la EMA la que marca estas directrices a través de la elaboracion tanto de normativa

especifica como de guias informativas.
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Considerando tanto las opiniones de los expertos como las recomendaciones de
la EMA, un protocolo apropiado para evaluar la cardiotoxicidad de una determinada
sustancia debe de incluir y considerar todos los puntos enumerados a continuacion, si
bien es cierto que la idiosincrasia de los compuestos determina en cada ocasion la

inclusion o no de ellos [151-153, 160].

1. Utilizacion de modelos y técnicas experimentales in vitro e in vivo.

2. Administracion aguda y repetida de la sustancia a evaluar.

3. Correcto disefo experimental en relacidon a eleccion del modelo celular o
especie animal, tamafio muestral, uso de controles positivos y negativos y

eleccién de dosis, vias de administracion o tiempo de exposicién.

En la presente Tesis Doctoral, estos puntos se han tenido en cuenta para la
seleccidn de técnicas in vitro e in vivo que permitieran realizar una correcta evaluacion

de los efectos toxicos de las toxinas marinas.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido determinar el potencial cardiotéxico
in vitro e in vivo de algunas de las toxinas marinas mas comunes en las costas europeas.

De este modo, los objetivos especificos han sido los siguientes:

1. Evaluar el potencial cardiotdxico agudo in vitro de toxinas marinas de los grupos
DSP, YTX y AZP mediante la determinacidn de su capacidad de bloqueo del canal

hERG a través de la técnica de Patch Clamp automatico.

2. Valorar el potencial cardiotdxico in vitro a largo plazo de toxinas marinas de los
grupos YTX y AZP mediante la evaluacion de su capacidad para alterar el trafico

celular del canal hERG con las técnicas Western Blot y citometria de flujo.

3. Estudiar la cardiotoxicidad aguda in vivo de toxinas marinas de los grupos DSP,

YTX y AZP en ratas mediante el empleo de técnicas funcionales y estructurales.

4. Estudiar la cardiotoxicidad subaguda in vivo de toxinas marinas de los grupos YTX

y AZP en ratas con técnicas funcionales y estructurales.
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Esta seccidn recoge la metodologia empleada en la realizacion de los experimentos, los
resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral y las

discusiones correspondientes a cada bloque de resultados.

El conjunto de datos se encuentra recogido en siete articulos. Para su
presentacion se subdividen en un primer bloque correspondiente a la evaluacion del
potencial cardiotdxico agudo de las toxinas marinas AO y DTX-1, YTX y AZA-2; y un
segundo bloque de la evaluacién del potencial cardiotéxico subagudo de las toxinas

marinas YTX y AZAs.

3.1. BLOQUE I: Evaluacion del potencial cardiotoxico agudo de las toxinas marinas AO

y DTX-1, YTX y AZA-2.

Articulo 1. Acute cardiotoxicity evaluation of the marine biotoxins OA, DTX-1 and YTX.

Ferreiro SF, Carrera C, Vilarifio N, Louzao MC, Santamarina G, Cantalapiedra AG, Botana
LM.
Toxins (Basel).2015 Mar 27; 7(4):1030-47. Doi: 10.3390/toxins7041030.

El 4cido ocadaico y la yesotoxina son toxinas marinas asociadas con lesiones
ultraestructurales en el corazén. En este articulo se explora el potencial que tienen las
toxinas acido ocadaico (AO), dinofisistoxina-1 (DTX-1) y yesotoxina (YTX) para causar una
toxicidad aguda en el corazén. Los pardmetros utilizados para el evaluar la
cardiotoxicidad aguda fueron la capacidad de bloqueo agudo del canal cardiaco hERG
(en inglés, human ether-a-go-go related gen) in vitro y la evaluacién del
electrocardiograma (ECG) y los biomarcadores cardiacos in vivo tras una administracion
intravenosa de las toxinas. Los resultados manifiestan que ninguna de estas toxinas
bloquea el canal hERG; como tampoco alteran el ECG ni los niveles de los biomarcadores
cardiacos en el plasma de las ratas tratadas. La ausencia de alteraciones funcionales

cardiacas para estos grupos de toxinas, considerando el dafio en corazén a nivel
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ultraestructural descrito para ambos, sugiere la actuaciéon de los mecanismos de

compensacion del corazédn a corto plazo.

Articulo 2. In vivo arrhythmogenicity of the marine biotoxin azaspiracid-2 in rats.

Ferreiro SF, Vilarifio N, Carrera C, Louzao MC, Santamarina G, Cantalapiedra AG,
Rodriguez LP, Cifuentes JM, Vieira AC, Nicolaou KC, Frederick MO, Botana LM.
Arch Toxicol.2014 Feb; 88(2):425-34. Doi: 10.1007/s00204-013-1115-4.

En este articulo el objetivo del estudio ha sido determinar el potencial cardiotdxico
agudo del azaspiracido-2 (AZA-2) in vivo. El electrocardiograma (ECG) y los
biomarcadores cardiacos han sido los pardmetros utilizados para evaluar los efectos
cardiotéxicos de la toxina en ratas tras una administracion intravenosa. Ademas se ha
verificado el bloqueo agudo de canal cardiaco hERG (en inglés, human ether-a-go-go
related gen), previamente descrito para este grupo de toxinas. Los resultados obtenidos
muestran que el AZA-2, a pesar de bloquear el canal hERG, no provoca alargamiento del
intervalo QT en los ECGs de las ratas tratadas. Sin embargo, el AZA-2 altera la actividad
eléctrica del corazédn causando prolongacion de los intervalos PR y aparicion de
arritmias. La realizaciéon de futuros estudios serd necesaria para determinar el
mecanismo a través del cual esta toxina provoca estas alteraciones en el ritmo y la
conduccién cardiacas. Sin embargo, la potencial cardiotoxicidad del AZA-2 evidenciada
en este estudio debe tenerse en cuenta cuando se evalula el riesgo que los azaspiracidos
suponen para la salud publica; sobre todo en aquella poblacion con enfermedades

cardiovasculares preexistentes.
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3.2. BLOQUE II: Evaluacidn del potencial cardiotéxico subagudo de las toxinas marinas

YTX y AZAs.

Articulo 3. In vitro chronic effects on hERG channel caused by the marine biotoxin
azaspiracid-2.

Ferreiro SF, Vilarifio N, Louzao MC, Nicolaou KC, Frederick MO, Botana LM.
Toxicon. 2014 Dec; 91:69-75. Doi: 10.1016/j.toxicon.2014.09.012.

En este trabajo se han evaluado los efectos de la exposiciéon prolongada de azaspiracido-
2 (AZA-2) sobre el canal hERG (en inglés, human ether-a-go-go related gen) in vitro. Por
ello, tras 12 horas de exposicién a la toxina se evaluaron los niveles del canal en la
membrana plasmatica, su trafico celular y sus corrientes. Los resultados muestran que el
AZA-2 provoca un aumento de los niveles de hERG en la membrana plasmatica. La causa
de este efecto pudo ser una modificacion en los mecanismos de internalizacion del
trafico celular del canal, ya que se descarta un aumento de la producciéon del canal al no
estar incrementada la forma inmadura. A pesar del incremento de los niveles de hERG
en la membrana, no se detecté un aumento de las corrientes del canal. Se necesitan mas
estudios para determinar qué mecanismo lo provoca y sus consecuencias in vivo. No
obstante, las evaluaciones del riesgo para la salud publica realizadas para este grupo de
toxinas deberian de considerar los efectos aqui descritos; pues sugieren que los
azaspiracidos pueden causar cardiotoxicidad crdnica relacionada con el trafico de canal

cardiaco hERG.

Articulo 4. Subacute cardiovascular toxicity of the marine phycotoxin azaspiracid-1 in
rats.

Ferreiro SF, Vilariio N, Carrera C, Louzao MC, Cantalapiedra AG, Santamarina G,
Cifuentes JM, Vieira AC, Botana LM.
Aceptado para publicacién en Toxicological Sciences.

En este articulo se estudia la cardiotoxicidad subaguda del los azaspiracidos in vivo. El
azaspiracido-1 (AZA-1) se administrd a ratas por via intraperitoneal de manera repetida

durante un periodo de tiempo de 15 dias. Finalizado el tratamiento, se determind la
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cardiotoxicidad mediante la evaluacion del electrocardiograma, la presién arterial, los
biomarcadores plasmadticos de dafio cardiaco y la estructura del miocardio. Los
resultados evidenciaron que 4 administraciones de AZA-1, a dosis de 1, 10 y 55 ug/kg,
causan signos funcionales de insuficiencia cardiaca y alteraciones estructurales en el
corazoén. Concretamente, la administracion de esta toxina provocé una disminucion de la
presion arterial sanguinea, incremento de los niveles plasmaticos de TIMP-1 y aumento
de la produccidn de coldgeno y dafio ultraestructural en el miocardio. En conjunto estos
datos indican que la exposicion repetida de dosis bajas de AZA-1 causa cardiotoxicidad
sin provocar signos de toxicidad en otros érganos. Ademas, estas dosis de AZA-1 estdn
muy préximas a la cantidad de AZAs maxima permitida en el marisco destinado al
consumo humano. Todos estos hallazgos deberian de ser considerados en las
evaluaciones de riesgo para la salud publica realizadas para este grupo de toxinas,
considerando principalmente a la poblacion con enfermedad cardiovascular

preexistente.

Articulo 5. Subacute cardiotoxicity of yessotoxin: in vitro and in vivo studies.

Ferreiro SF, Vilarifio N, Carrera C, Louzao MC, Cantalapiedra AG, Santamarina G,
Cifuentes JM, Vieira AC, Botana LM.
Aceptado para publicacién en Chemical Research in Toxicology.

Este articulo evalta el potencial cardiotéxico acumulativo de la yesotoxina (YTX) in vitro
e in vivo. La cardiotoxicidad a largo plazo in vitro se estudié mediante la determinacién
del efecto de la YTX en el trafico celular del canal cardiaco hERG (en inglés, human ether-
a-go-go related gen). Los experimentos in vivo consistieron en la administracién repetida
de la toxina a ratas durante 15 dias. Finalizado este periodo, se valord el
electrocardiograma, la presién arterial sanguinea, los biomarcadores cardiacos y la
estructura miocardica. Los resultados mostraron que la exposicién de YTX a 100 nM
durante 12 o 24 horas provoca un aumento de los canales hERG en la superficie
extracelular. Por otro lado, las ratas que recibieron 4 administraciones por via
intraperitoneal de YTX a dosis de 50 6 70 ug/kg cada 4 dias durante 15 dias, mostraron
una bradicardia e hipotensidon, un aumento de los niveles plasmaticos TIMP-1 y

alteraciones ultraestructurales en el corazén. De tal modo que por primera vez, se
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muestran alteraciones en la funciéon cardiovascular asociadas a la cardiotoxicidad
subaguda inducida por la administracion repetida de la YTX. Atendiendo a los criterios
internacionales establecidos para la estimaciéon del riesgo que suponen las toxinas
marinas y al reciente incremento del limite maximo permitido para la YTX en el marisco
por las autoridades de seguridad alimentaria de diversos paises; la cardiotoxicidad
subaguda ejercida por la YTX puede suponer un riesgo para la salud publica y, en

especial, para aquellas personas que padecen enfermedades cardiovasculares.

Articulo 6. In vivo cardiomyocyte response to YTX and AZA-l-induced damage:
autophagy vs. apoptosis.

Ferreiro SF, Vilarifio N, Carrera C, Louzao MC, Santamarina G, Cantalapiedra AG,
Cifuentes JM, Vieira AC, Botana LM.
Sometido a Archives of Toxicology.

La yesotoxina (YTX) y el azaspiradcido-1 (AZA-1) son moléculas inductoras de muerte
celular. La finalidad de este estudio ha sido determinar la presencia de muerte celular en
los cardiomiocitos de las ratas expuestas de forma subaguda por via intraperitoneal a la
YTX y al AZA-1 durante 15 dias. La autofagia y la apoptosis son los dos tipos de muerte
celular mas habituales en los cardiomiocitos. Por ello, se determinaron varios
marcadores autofagicos y apoptdticos en los tejidos cardiacos de estas ratas empleando
la técnica de Western Blot. Los resultados mostraron que los corazones de las ratas
tratadas con YTX tienen los niveles de los marcadores autofagicos aumentados,
concretamente LC3-1l (en inglés, microtubule-associated protein light chain-3) y beclin-1.
Sin embargo, los corazones de las ratas expuestas al AZA-1 evidenciaron un aumento de
los niveles de los marcadores de apoptosis, especificamente las formas activas de las
caspasas 3 y 8, del fragmento de PARP generado por la actividad de las caspasas y del
ligando Fas. Por consiguiente, mientras que el dafio cardiaco inducido por la YTX
desencadena procesos autofagicos, el causado por el AZA-1 activa la apoptosis. Por
primera vez, se demuestra en experimentos in vivo la activacion de las rutas de muerte
celular en cardiomiocitos por parte de estas toxinas, ademas de que ambos mecanismos

parecen estar relacionados con las alteraciones descritas de la funcién cardiovascular.
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Articulo 7. Subacute immunotoxicity of the marine phycotoxin yessotoxin in rats.

Ferreiro SF, Vilarifio N, Carrera C, Louzao MC, Santamarina G, Cantalapiedra AG,
Cifuentes JM, Vieira AC, Botana LM.
Sometido a Chemical Research in Toxicology.

El propdsito de este estudio ha sido determinar la toxicidad subaguda de la YTX en el
sistema inmunitario en las mismas ratas usadas para el estudio de cardiotoxicidad
subaguda. De este modo, después de su administracidn repetida por via intraperitoneal,
se evalud la respuesta hematoldgica, las citoquinas inflamatorias y la presencia de dafio
estructural en bazo y timo. Los resultados evidenciaron que 4 administraciones de YTX
durante 15 dias causan un descenso en el porcentaje de recuento de linfocitos y un
incremento en el caso de los neutréfilos, una reduccidn de los niveles plasmaticos de la
interleuquina-6 y alteraciones estructurales en bazo. Por consiguiente, se describe por
primera vez, la inmunotoxicidad subaguda ejercida por la YTX en ratas. El riesgo que este
hallazgo supone para la poblacién en situacién inmunocomprometida debe de ser

considerado por las autoridades de seguridad alimentaria y salud publica.
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3.1. BLOQUE I: Evaluacion del potencial cardiotéxico agudo de las toxinas
marinas AO y DTX-1, YTX y AZA-2.
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Articulo 1. Acute cardiotoxicity evaluation of the marine biotoxins OA, DTX-1 and YTX.
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ABSTRACT

Yessotoxins (YTX) and azaspiracids (AZAs) are marine toxins produced by phytoplanktonic
dinoflagellates that get accumulated in filter feeding shellfish and finally reach human
consumers through the food-web. Both toxin classes are worldwide distributed and food safety
authorities have regulated their content in shellfish in many countries. Recently, YTXs and
AZAs have been described as compounds with subacute cardiotoxic potential in rats owed to
alterations of the cardiovascular function and ultrastructural heart damage. These molecules are
also well known in vitro inducers of cell death. The aim of this study was to explore the
presence of cardiomyocyte death after repeated subacute exposure of rats to AZA-1 and YTX
for 15 days. Because autophagy and apoptosis are often found in dying cardiomyocytes, several
autophagic and apoptotic markers were determined by western blot in heart tissues of these rats.
The results showed that hearts from YTX-treated rats presented increased levels of the
autophagic markers microtubule-associated protein light chain 3-1I (LC3-II) and beclin-1,

nevertheless AZA-1-treated hearts evidenced increased levels of the apoptosis markers cleaved
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caspase-3 and -8, cleaved PARP and Fas ligand. Therefore, while YTX-induced damage to the
heart triggers autophagic processes, apoptosis activation occurs in the case of AZA-1. For the
first time, activation of cell death signals in cardiomyocytes is demonstrated for these toxins

with in vivo experiments, which may be related to alterations of the cardiovascular function.

INTRODUCTION

Yessotoxins (YTXs) and azaspiracids (AZAs) are marine algal toxins that often accumulate in
filter feeding shellfish. YTX, the representative of its class, was first isolated from the scallop
Patinopecten yessoensis (Murata et al. 1987) and it is produced, as well as other analogs, by the
dinoflagellates Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedrum and Gonyaulux spinifera
(Paz et al. 2004; Rhodes et al. 2006; Satake et al. 1997). Many food safety authorities have
regulated limits for this toxin in shellfish in order to protect human health (European Comission
Regulation 2004; Munday et al. 2008); however, the scientific community currently considers
that there is no unequivocal evidence of human intoxications due to consumption of YTX
contaminated seafood. The need for regulation of this toxin is still a subject of discussion in
international forums. On the other hand, AZAs are produced by the dinoflagellate Azadinium
spinosum (Tillmann et al. 2009) and the first human intoxication, reported in The Netherlands in
1995, was caused by shellfish harvested in Ireland (MCMahon and Silke 1996; Satake et al.
1998). Azaspiracid poisoning (AZP) is an acute gastrointestinal syndrome (James et al. 2004)
and at least six human intoxication episodes have occurred since that first report (Furey et al.
2010). AZAs have also a worldwide distribution and food safety authorities of several countries
have regulated the presence of AZA-1, AZA-2 and AZA-3 in shellfish to protect human health
(European Comission Regulation 2004; Furey et al. 2010).

Recently AZA-1 and YTX have been shown to induce alterations of the cardiovascular
function in rats after subacute exposures raising additional concerns about seafood safety. YTX
induced marked bradycardia and hypotension (Ferreiro et al. 2016b) while rats treated with
AZA-1 displayed signs of heart failure and hypotension (Ferreiro et al. 2016a). In both cases,
ultrastructural damage to cardiomyocytes was found. Actually, ultrastructural alterations of
cardiac tissue have been described for YTX also in mice in several studies reporting
mitochondrial and myofibril damage (Aune et al. 2008; Aune et al. 2002; Ogino et al. 1997,
Terao et al. 1990; Tubaro et al. 2008; Tubaro et al. 2004; Tubaro et al. 2003) and in rats an
increase of autophagosome numbers in cardiomyocytes was also evident (Ferreiro et al. 2016b)
AZA-1-induced alterations of cardiomyocyte ultrastructure also affected mainly mitochondria
and myofibrils, but no increase of autophagosomes was observed (Ferreiro et al. 2016a). Among
the main modes of cardiomyocyte death are apoptosis and autophagy (Buja and Vela 2008).

Autophagy is a cellular degradation process that occurs at low basal levels in the normal heart

2
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and it is necessary for cellular homeostasis and to maintain cardiac function and structure.
Nevertheless, cardiovascular stressors can up-regulate autophagic activity and cause cell death
through excessive self-digestion and apoptosis induction (Dhesi et al. 2010; Gurusamy and Das
2009; Gustafsson and Gottlieb 2008). Apoptosis is a physiological cell self-destruction process
critical for normal development and tissues homeostasis. Autophagy and apoptosis have been
related to the pathology of many cardiac diseases (Gustafsson and Gottlieb 2008; Takemura et
al. 2013). The presence of abundant autophagosomes in the hearts of rats treated with YTX
suggests triggering of autophagic death in these cardiomyocytes. The lack of autophagosomes in
AZA-treated rats seems to indicate activation of different damage-response pathways, although
actual cell death was not demonstrated.

Multiple in vitro studies have demonstrated that YTX and AZA trigger cell death, in
addition to alterations of other cell functions such as calcium movement, cyclic nucleotides, E-
cadherin pathway, cytoskeleton alterations and protein trafficking (Alfonso et al. 2003; Alfonso
et al. 2005; de la Rosa et al. 2001; Ferreiro et al. 2014a; Ferreiro et al. 2014b; Korsnes and
Espenes 2011; Korsnes et al. 2007; Ronzitti et al. 2004; Twiner et al. 2012a; Twiner et al.
2012b; Vilarifio et al. 2006; Vilarifio et al. 2007). Interestingly, YTX has been described as an
inducer of different types of cell death depending on the cell model (Korsnes 2012), e.g.
autophagy in erythroid and glioma cell lines (Fernandez-Araujo et al. 2015; Rubiolo et al.
2014), or apoptosis in myoblast cell lines (Korsnes et al. 2006). Translocation of an AKAP 149-
PKA-PDE4A complex to the membrane or nucleus regulates YTX-triggering of apoptotic or
autophagic death in erythroid cells; endoplasmic reticulum (ER)-stress and mTOR signaling
being also involved in YTX-induced autophagy (Fernandez-Araujo et al. 2014; Rubiolo et al.
2014). AZA has been reported to cause apoptosis (Twiner et al. 2012b; Vilarifio et al. 2008;
Vilarifio et al. 2007), but no reports of autophagic death are available to our knowledge and its
mechanism of action is unknown.

Autophagy activation starts with the formation of the autophagosome. This process is
regulated by the autophagy-related (Atg) protein family. Beclin-1 (Atg6) plays an important role
in the initial phases by mediating the recruitment of other Atg proteins to the phagophore for its
transformation into a phagosome (Gustafsson and Gottlieb 2008). Microtubule-associated
protein light chain-3 (LC3)-I, an Atg8 protein, is conjugated to phosphatidylethanolamine to
generate LC3-I1, which is associated to the autophagosome membrane (Dhesi et al. 2010) and is
often used as a molecular marker of autophagy (Wesselborg and Stork 2015). Additionally,
autophagy is repressed by the mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCI).
MTORCT is regulated by several mechanisms, among them it is inactivated through adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) signaling and activated through the Akt
pathway (Jung et al. 2010). The regulation of apoptosis in cardiomyocytes is not completely

understood, but extrinsic and intrinsic pathways have been described in cardiomyocytes, as well
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as activation of caspases (Buja and Vela 2008; Lee and Gustafsson 2009). Cleavage of pro-
caspase-3 generates activated caspase-3 and it is considered one of the main effectors of
apoptosis. Furthermore, poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) is one of the targets of caspase-3
in vivo and augmented levels of PARP cleaved at a caspase-specific site reflect increased
caspase activity (Elmore 2007). In addition, the Fas-dependent pathway has been described as
one of the mayor triggers of cardiac apoptosis (Bishopric et al. 2001).

The aim of this study was to explore the involvement of autophagy and apoptosis in
subacute cardiotoxicity caused by YTX and AZA-1, considering in vitro induction of cell death
by YTX and AZA-1 and our recent in vivo data showing functional alterations and
ultrastructural heart damage in rats after subacute exposures to these compounds (Ferreiro et al.
2016a; Ferreiro et al. 2016b). Therefore, the expression of several molecules involved in
autophagic or apoptotic cardiomyocyte death pathways was evaluated by western blot in cardiac

tissues of YTX and AZA-1-treated animals.

MATERIAL AND METHODS

Reagents

YTX (purity > 97.9%) and AZA-1 (purity = 99%), both certified reference material (CRM)
quality, were supplied by Laboratorio CIFGA S.A. (Lugo, Spain). Anti-phospho-AMPKao
(Thr172; D79.5E) rabbit mAb, anti-AMPKa (F6) mouse mAb, anti-phospho-Akt (Serd73;
587F11) mouse mAb, anti-Akt (pan; 11E7) rabbit mAb, anti-beclin-1 (D40C5) rabbit mAb,
anti-caspase-3 (8G10) rabbit mAb, anti-LC3B antibody, anti-phospho mTOR (Ser2448)
antibody, anti-mTOR (L27D4) and anti-cleaved-PARP (Asp214) antibody (rat specific) were
from Cell Signalling Technology (Beverly, MA). Anti-FAS (A-20) and anti-caspase-8 p18 (H-
134) were purchased from Santacruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Mark™ pre-stained
protein standard, SeeBlue® Plus2 pre-stained protein standard, Novex“tris glycine gels (10%, 1
mm, 12 well), NuPAGE" tris-acetate gels (3-8%, 1 mm, 12 well), NuPAGE" tris-acetate SDS
buffer kit, NuPAGE® transfer buffer (20X), SuperSignal®West Femto maximum sensitivity
substrate, SuperSignal®West Pico chemiluminescent substrate, tissue extraction reagent I and
tris-glycine SDS sample buffer 2X were purchased from Thermo Fisher Scientific (Madrid,
Spain). Complete EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets and PhosStop phosphatase
inhibitor cocktail were from Roche Diagnostics (Barcelona, Spain). Anti-GADPH antibody
produced in rabbit, bovine serum albumin (BSA), f-mercaptoethanol and dimethyl sulfoxide
(DMSO) were from Sigma Aldrich S.A. Quimica (Madrid, Spain). Anti- mouse IgG HRP linked
whole Ab (from sheep) was purchased from GE Healthcare (Barcelona, Spain). Immobilon-P*
PVDF Membrane, monoclonal anti-actin clone C4 and peroxidase conjugated goat anti-rabbit

IgG were from Millipore® (Billerica, MA). Dried skim milk was from Nestlé S.A. (Vevey,
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Switzerland). TBST was 50 mM Tris base, 96 mM NaCl and 0.05% Tween-20. Stripping buffer
was 62.7 mM Tris base, 2% SDS and 0.7% [B-mercaptoethanol.

Animals and in vivo experimental design

The experiments were performed in Sprague Dawley female rats aged 8-16 weeks (180-260 g).
The rats were housed in a temperature- and humidity-controlled room (21£2 °C, 50+£5% relative
humidity) and maintained on a 12h/12h light/dark cycle. They were caged in pairs with free
access to food and water. After the first toxin/vehicle administration the rats were caged
individually, although they were allowed to see and smell their congeners.

The experiment duration was 15 days. YTX, AZA-1 or vehicle (DMSO) was administered
intraperitoneally (i.p.) on days 1, 5, 9, and 13. Doses of 50 pg/kg and 70 pg/kg YTX were
injected to 7 rats each and doses of 1 and 10 ug/kg AZA-1 were injected to 6 and 4 rats
respectively. Each treated rat received the same dose in all injections. For i.p. injection, the
solvent of YTX or AZA-l stock solutions (methanol) was evaporated and toxins were
reconstituted with DMSO. Saline solution (Grifols Engineering, Barcelona, Spain) was added
subsequently to provide a final concentration of 10 % DMSO (each rat received 50 uL of
DMSO per 200 g of body weight) and of 20 or 40 png/mL YTX (for the 50 and 70 pg/kg doses
respectively) and 0.4 or 4 ug/mL AZA-1 (for the 1 and 10 pg/kg doses respectively). The final
injection volume was 500 pL/ 200 g in all rats. 5 vehicle control rats were injected with the
same concentration of DMSO in saline solution. On day 15, the rats were anesthetized with
isoflurane (Fliso 1.5-2%) and, after collection of cardiovascular function data (Ferreiro et al.
2016a; Ferreiro et al. 2016b), they were euthanized by exsanguination. Heart samples were
collected from each animal and immediately stored at -80 °C until their analysis. All animal
procedures were conducted according to the principles approved by the Institutional Animal

Care Committee of Universidad de Santiago de Compostela.

Waestern blot analysis

Frozen heart tissues of YTX-, AZA-1- or vehicle -treated rats were excised and homogenized in
tissue lysis buffer supplemented with protease and phosphatase inhibitors (1 mL per 100 mg of
heart tissue). These procedures were performed on ice. Lysates were centrifuged at 10.000 rpm
and 4 °C, for 15 min and the supernatants were collected for western blot analysis. Protein was
quantified using a Direct Detect® spectrometer (Millipore®, Billerica, MA). This subcellular
fraction (30 pg of total protein) was separated by electrophoresis in 10% SDS polyacrylamide
gels for LC3, phospho/total-AMPKa, phospho/total-Akt, beclin-1, Fas-L, cleaved-PARP,
caspase-3 and caspase-8 blots, and in 3-8% NuPAGE" tris-acetate gels for phospho or total-
mTOR blots, and then transferred to PVDF membranes. The membranes were blocked with 5%

BSA or 5% dried skim milk in TBST and then incubated with primary antibodies diluted in
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blocking solution. Blocking and incubation conditions were optimized for each primary
antibody. After 5 washes of 10 min with fresh TBST, the membranes were incubated with the
appropriate anti-rabbit or anti-mouse, HRP-labeled secondary antibody (1:5000) for 1h at room
temperature and, finally, washed again 5 times in the same manner. All washes and incubations
were performed with constant shaking. Detection was done with HRP chemiluminescent West
Femto maximum sensitivity or with SuperSignal®West Pico chemiluminescent substrate
following the manufacturer instructions. The membranes were reblotted for normalization
versus actin or GADPH, or versus AMPKa, Akt and mTOR protein levels in case of
phosphorylated AMPKa, Akt and mTOR, after stripping for 30 min at 50 °C.
Chemiluminescence was detected using a Diversity Imaging System (Syngene, Cambridge, UK)

and quantified with Genetools software (Syngene, Cambridge, UK) in non-saturated images.

Electron microscopy

Heart tissue was collected for histological evaluation by TEM immediately after euthanasia. The
samples (I mm’) were fixed by immersion in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate
trihydrate buffer for 4 hours at 4 °C. Then, samples were rinsed with 0.1 M cacodylate
trihydrate buffer. Post-fixation by immersion in 1% 0sQ, in 0.1 M cacodylate trihydrate buffer
was performed for 60 min at 22°C. Finally, after a second rinse fixed tissues were dehydrated in
graded ethanol solutions, including one bath with 70% ethanol and 0.5% uranyl acetate, rinsed
in propylene oxide and embedded in Epon 812 (Momentive Specialty Chemicals Inc., Houston,
TX). A Leica Ultracut UCT ultramicrotome from Leica Microsystems GmbH (Wetzlar,
Germany) was used to obtain ultrathin sections of tissue samples and they were counterstained
with uranyl acetate and lead citrate. Ultrastructural analysis of 1 mm? samples was performed

with a JEOL JEM-1011 Transmission Electron Microscope (Jeol Ltd, Tokyo, Japan).

Data analysis
Data were plotted as mean + SEM. Statistical significance was determined using ANOVA;

p<0.05 was considered for significance.

RESULTS

YTX, AZA-1 or vehicle (DMSO) was administered i.p. to rats. The same dose was repeated
every 4 days to complete a total of 4 administrations during the experiment, which was ended
on day 15 after the first toxin injection. The doses of YTX were 50 and 70 pg/kg (7 rats per
dose) and the doses of AZA-1 were 1 and 10 pg/kg (6 and 4 rats per dose respectively). Vehicle
controls followed the same experimental procedure receiving DMSO in saline (5 rats). Rats

showing signs of moderate-severe suffering were euthanized before the end of treatment (one
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rat of each YTX-dosing group). The study included only the hearts of rats that received 4
administrations (complete programmed treatment) of 50 or 70 pg/kg YTX (n = 6 in both cases)
and 1 or 10 pg/kg AZA-1 (n = 6 and 4 respectively). The following results show autophagic and
apoptotic markers determined by western blot in the cardiac tissue of these toxin-treated and
control animals. In addition, cardiomyocyte ultrastructure was evaluated by TEM for signs of

cell death.

YTX and AZA-1 subacute effects on LC3 expression in heart tissue

The LC3-1I/LC3-I ratio is often used as a reporter of autophagy activation. To evaluate if
autophagy was enhanced in the hearts of rats chronically exposed to YTX or AZA-1, the effects
of these toxins on LC3 levels was determined in heart tissue by western blot (Figure 1 A). LC3-
11 levels were significantly elevated in heart tissues from rats treated with 50 and 70 pg’kg YTX
when compared to vehicle controls (Figure 1D). However, LC3-1 levels in hearts of YTX-
treated rats were not statistically different from controls in the same samples (Figure 1B).
Furthermore, the LC3-II/LC3-1 ratio was 1.4 and 2 times higher in YTX-exposed hearts for 50
and 70 pg/kg doses respectively than in controls (Figure 1F). This increase of LC3-I1I/LC3-1
ratio was statistically significant for 70 pg/kg YTX (Figure 1F). On the contrary, heart tissues
from AZA-1-treated rats showed similar levels of LC3-1 and LC3-II to controls, as well as

similar LC3-1I/LC3-I ratios (Figures 1C, 1E and 1G).

YTX and AZA-1 subacute effects on autophagic signaling pathways

The activation of several autophagy-related proteins in the hearts of YTX- and AZA-1-treated
rats was studied to support autophagy selective activation and to explore the involvement of
signaling routes. Beclin-1 expression levels and phosphorylation of mTOR, AMPKa and Akt
were evaluated by western blot (Figure 2A and 2B) as indicators of autophagy-related signaling
(Gurusamy and Das 2009; Kemp and Conte 2012). The results showed that beclin-1 expression
levels in hearts of YTX-treated rats were significantly increased above controls (1.8 times) for
the 70 pg/kg dose (Figure 2C). Furthermore, beclin-1 expression was significantly elevated
above controls (2.4 times) in heart tissues from rats treated with 1 pg/kg AZA-1 (Figure 2D),
but no statistical significance was found for the 10 pg/kg AZA-1 dose.

Levels of mTOR phosphorylation, evaluated as ratio of p-mTOR /mTOR were not
altered in YTX- or AZA-1- treated rats (Figures 2E and 2F). Actually, mTOR expression was
also compared in toxin-treated and control rats, and there was no statistically significant
difference among difterent dosing groups and controls (data not shown). Similarly, there was no
statistical significance among p-mTOR levels of different toxin-treated groups and controls

(data not shown).
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Similarly, Akt and AMPKa phosphorylation levels were evaluated as p-Akt/Akt and p-AMPKa
/AMPKa ratios. Akt phosphorylation, although not increased in cardiac tissue of YTX treated-
rats (Figure 2G), was statistically elevated in hearts exposed to 1 pg/kg AZA-1 (1.7 times above
controls), but not for the 10 pg/’kg AZA-1 treatment (Figure 2H). With regards to AMPKa, p-
AMPKa /AMPKu ratios were not modified in YTX- or in AZA-1-treated hearts (Figure 21 and
2J). AMPKa and Akt levels were not affected by toxin treatments (data not shown).

YTX and AZA-1 subacute effects on caspase-3 and PARP cleavage in heart tissue

To investigate whether YTX or AZA-1 subacute exposures triggered apoptosis in cardiac tissue,
the levels of pro-caspase-3, cleaved-caspase-3 and cleaved-PARP were evaluated by western
blot (Figure 3). The results showed pro- and cleaved-caspase-3 levels unaltered in the hearts of
rats exposed to YTX versus controls (Figure 3B and 3D respectively), but a significant increase
of pro-caspase-3 was evidenced in the hearts of the 1 pg/kg AZA1-dosing group (Figure 3C)
and of cleaved-caspase-3 in the 10 pg/kg AZAl-dosing group (Figure 3E). Accordingly,
cleaved-PARP was significantly increased in the hearts of rats that received repeated
administrations of 10 pg/kg AZA-1 (Figure 3G) and not altered in YTX-treated rats (Figure 3F).
Actually, cleaved-caspase-3 and cleaved-PARP were increased 1.7 and 6.8 times above control

levels respectively in rats receiving 10 pg/kg AZA-1.

YTX or AZA-1 subacute effects on extrinsic apoptosis signaling pathways

Fas ligand (Fas-L) binding to Fas receptor (Fas-R) triggers recruitment of the Fas-associated
death domain protein (FADD), which is followed by recruitment and cleavage of pro-caspase-8
to activated caspase-8, which finally activates caspase-3. Therefore, Fas-L and cleaved-caspase-
8 protein levels were studied in heart tissue of rats subacutelly exposed to YTX or AZA-I
(Figure 4A). The results showed that Fas-L expression levels were significantly increased in
cardiac tissue of rats dosed with 70 pg/kg YTX (2.2 times above controls, Figure 4B) and 10
pg/’kg AZA-1 (1.4 times above controls, Figure 4C). Pro-caspase-8 levels in the hearts of YTX-
treated rats were decreased for the 70 pg/ kg dose (Figure 4D); however, in rats treated AZA-1
they were not affected (Figure 4E). Cleaved-caspase-8 levels were not altered in heart tissue of
YTX-treated rats (Figure 4F). In rats dosed with 10 pg/ kg AZA-1 a statistically significant

increase was observed for cleaved-caspase-8 (1.8 times above controls, Figure 4G).

Cardiomyocyte ultrastructure after YTX or AZA-1 subacute exposure
Cardiomyocyte ultrastructure was analyzed for signs of cell death in rats treated with the higher
doses, which displayed activation of autophagic or apoptotic markers. Cardiomyocytes from

control rats showed normal arrangement and morphology of myofibrils, the characteristic dark-
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light band pattern of the sarcomeres and abundant spherical or elongated mitochondria, well-
arranged between myofibrils and with regular cristae (Figure 5A).

Heart tissue samples from rats that received four administrations of 70 pg/kg YTX evidenced
disorganization of myofibrils, with fragmentation and loss of the striated pattern (Figure 5B). In
addition, mitochondria were irregular in size and shape, and ordered arrangement between
myofibrils was lost (Figure 5B). Vacuolation of mitochondria cristae was observed in heavily
damaged cardiomyocytes, as well as an increase of autophagosome presence, appearance of
lipid-like droplets and rupture of plasma membrane (Figure 5B and 5C).

The cardiomyocytes of rats that received 4 administrations of 10 pg/kg AZA-1 showed also
myofibril fragmentation, mitochondria vacuolization, abundant lipid-like droplets and loss of
ordered arrangement of myofibrils and mitochondria (Figure 5D, 5E and 5F). In addition cell
shrinkage, widening of the intercellular space and rupture of plasma membrane were observed

in some areas (Figure 5D and 5E).

DISCUSSION

We have recently described YTX and AZA-1 as subacute cardiotoxic compounds in rats. In this
study we describe activation of autophagy and apoptosis markers in heart tissue collected from
the same rats that displayed cardiomyocyte ultrastructural damage and cardiovascular function
alterations after subacute exposure to YTX and AZA-1, which were reported in previous
publications (Ferreiro et al. 2016a; Ferreiro et al. 2016b). Actually, our results evidenced that
YTX-induced damage triggered autophagy enhancement while AZA-1 caused mainly an
elevation of apoptosis-related signals.

In the myocardium of rats treated with YTX, elevated levels of LC3-II, considered a
reliable marker of autophagy (Gurusamy and Das 2009), confirm the increase of autophagic
processes in this tissue, which was previously suggested based on electron microscopy
observations of a higher number of autophagosomes in the cardiomyocytes of these rats
(Ferreiro et al. 2016b). The increased levels of beclin-1, an Atg protein involved in
autophagosome nucleation (Gurusamy and Das 2009), yielded more evidence on autophagy
activation. For the 70 pg/kg dosing-group the results strongly support augmented autophagy,
with significant elevation of LC3-I1, beclin-1 and autophagosomes. For a slightly lower dose, 50
pe/kg, there seems to be also a slight increase of markers, but the signs were not consistently
significant. The bradycardia and hypotension that was evidenced in vive in rats of the higher
dosing-group (Ferreiro et al. 2016b), suggest contractile dysfunction that could be probably
related to increased autodigestion or to YTX inflicted damage previous to autophagy. The fact
that bradycardia, hypotension, ultrastructural cardiomyocyte alterations and ongoing cardiac

remodeling were also described in the lower-dosing group (Ferreiro et al. 2016b), indicates that
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function alterations are not exclusively dependent on autophagy. The AMPKa-mTOR and the
Akt-mTOR pathways, often implicated in autophagic signaling (Gurusamy and Das 2009), did
not seem involved in YTX-induced autophagy in cardiomyocytes. However, it is also possible
that the participation of these signals was missed due to kinetic issues, because all tissue
samples were collected at one time point for the two YTX-dosing protocols, which was on day
15 after the experiment was initiated.

On the other hand, subacute exposure to YTX did not induce significant changes of
apoptosis-related markers. The levels of cleaved-caspase-3 and cleaved-caspase-8, the active
forms of two caspases that are well-known participants in apoptotic processes, are not altered in
heart tissues from YTX-treated rats and, consistently, caspase-specific cleavage of PARP was
not detected (Elmore 2007). Overall, the lack of activation of caspases, generally considered
classic effectors of apoptosis also in the heart (Buja and Vela 2008), suggests that apoptosis is
not involved in the response to YTX-induced damage at these doses. However, an increased
presence of Fas-L in heart tissue for the higher YTX-dosing level might indicate triggering of
early extrinsic apoptosis signaling. Although Fas-L is a death ligand typically related to the
extrinsic apoptotic pathway, it has also been involved in a form of programmed cell death
known as autophagy-dependent necroptosis that occurs when autophagy is unable to maintain
protein and organelle quality and that has been related to the pathogenesis of cardiovascular
diseases (Kolattukudy and Niu 2012). The results suggest a progression from lower to higher
degree of cardiomyocyte damage as the YTX dose was increased from 50 to 70 pg/kg, the lower
dose already causing function impairment without clear autophagy activation and the higher
dose possibly surpassing the capability of autophagic mechanisms to cope with cell damage.
There are several cellular stressors that might cause autophagy induction, among them
endoplasmatic reticulum (ER) stress and mitochondrial dysfunction (Gurusamy and Das 2009).
Actually, ER stress has been related to heart disease and increased presence of autophagosomes
in cardiomyocytes (Petrovski et al. 2011), and it has been proposed as the mechanism by which
YTX induces autophagy in vitro (Rubiolo et al. 2014),

With regards to AZA-1 subacute cardiotoxicity our results evidenced an elevated
activation of the executioner caspase-3 and the initiator caspase-8 by augmented levels of their
cleaved forms in the myocardium of rats repeatedly exposed to 10 pg/kg. Higher levels of
caspase-cleaved PARP also supported the increase of caspase activity. In addition, the same
samples showed an elevated expression of Fas-L. Overall, this evidence suggests activation of
apoptosis with a participation of the extrinsic apoptotic route. Triggering of cell death
mechanisms in the cardiomyocyte would lead to a cell number reduction that directly
contributes to heart failure in the majority of cardiac disease types (Takemura et al. 2013),
which would be in agreement with the in vivo functional effects observed in these AZA-I-

treated rats that developed marked ascitis and hypotension at the end of treatment (Ferreiro et al.
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2016a), characteristic signs of cardiovascular imbalance caused by heart failure (Kemp and
Conte 2012). However, although the lower AZA-1 dose tested, 1 png/kg, seemed to induce an
increase of caspase-3 activation, PARP cleavage and Fas-L expression, these changes were not
statistically significant, suggesting that lower doses trigger lower apoptotic responses, and that
our experiment was not statistically powered to detect small differences. In addition, these rats
did not develop ascitis and their hypotension state was not so intense as in the higher dosing
group (Ferreiro et al. 2016a), indicating milder heart function impairment. Interestingly, the
hearts of rats dosed with 1 pg/kg AZA-1 showed significantly increased levels of beclin-1
expression and Akt phosphorylation. Beclin-1 has been considered a point of crosstalk between
autophagy and apoptosis. Actually, beclin-1 overexpression reduces apoptosis activation
(Nishida and Otsu 2008). Furthermore, Akt activation in cardiomyocytes is also implicated in
promoting cell survival and preventing apoptosis (Miyamoto et al. 2009). Augmented beclin-1
expression and Akt phosphorylation in the hearts of rats that received the lower AZA-1 dose
may indicate an attempt of the cardiomyocytes to remove damage and avoid apoptosis. For the
higher dose, damage probably exceeded the capacity of cardioprotective mechanisms leading to
the activation of apoptosis (Kemp and Conte 2012).

In vivo activation of autophagy or apoptosis signaling in YTX and AZA-1- exposed
hearts respectively leads to cell death of cardiomyocytes. Several features that have been
considered indicative of cardiomyocyte death, such as myofibril disorganization, mitochondria
vacuolation, citoplasmic lipid-like droplets, rupture of plasma membrane and cell shrinkage
(Takemura et al. 2013), were observed in electron microscopy images of the hearts of rats
exposed to these toxins. Although apoptosis-related morphology was more evident in the hearts
of rats that received AZA-1 and autophagosomes in rats exposed to YTX, signs of necrotic
death such as vacuolized mitochondria were present in both cases. Actually, necrosis is a
degradative process that follows irreversible injury by any of the two former pathways in the
heart (Buja and Vela 2008). The separation of different modes of cell death in cardiomyocytes is
often not possible; simultaneous presence of several death types has been previously described
in vivo (Buja and Vela 2008; Herman et al. 2011).

In summary, after in vivo subacute exposure of rats to YTX, cardiomyocytes displayed
evident signs of autophagic cell death, while subacute exposure to AZA-1 triggered mainly
apoptotic processes. At lower doses milder responses and protective signals are present.
Preferential activation of different damage-response pathways may be a reflection of differences
between both toxins in damage intensity or mechanism. In any case this study confirms that
YTX and AZA-1 activate damage-response signaling and death routes in the heart, yielding

more evidence on the previously reported cardiotoxic potential of these toxins.
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Legends to the figures

Figure 1. YTX and AZA-1 subacute effects on LC3-1 and LC3-II levels in heart tissue. LC3
levels were evaluated by western blot in heart tissue lysates of rats exposed repeatedly (4x) to
50 or 70 pg/kg YTX (n=6) or to 1 or 10 pg/kg AZA-1 (n=6 and 4 respectively). The same
experimental protocol was followed for vehicle control rats (n=5). (A) Representative images of
LC3 inmunoblots. The upper panel shows the 16 and 14 kDa bands corresponding to the LC3-I
and LC3-II proteins respectively. The bottom panel shows the actin re-blot. Band intensities
were measured and protein levels were plotted for toxin-treated rats and controls: LC3-1
expression levels in hearts of rats that were treated with (B) YTX or (C) AZA-1; LC3-II
expression levels in hearts of rats that were treated with (D) YTX or (E) AZA-1; LC3-II/LC3-1
ratio in hearts of rats that were treated with (F) YTX or (G) AZA-1. Actin band intensity was
used for normalization of LC3-1 and LC3-II data (mean + SEM, * statistically different from

control).

Figure 2. YTX and AZA-1 subacute effects on autophagic signaling. Beclin-1 and
phosphorylation of mTOR, AMPKa, and Akt were evaluated by western blot in heart lysates of
rats exposed repeatedly (4x) to 50 or 70 pg/kg YTX (n=6) or to 1 or 10 pg’kg AZA-1 (n=6 and
4 respectively). The same experimental protocol was followed for heart lysates of control rats
(n=5). (A) Representative images of beclin-1 immunoblots and actin re-blot in the upper panel,
and phospho-mTOR and total-mTOR re-blot in the bottom panel. (B) Representative images of
phospho-Akt and total-Akt re-blot in the upper panel and phospho-AMPKa and total-AMPKa
re-blot in the bottom panel. Band intensities were measured and protein levels were plotted for
toxin-treated rats and controls: beclin-1 levels in hearts of rats that were treated with (C) YTX
or (D) AZA-1; p-mTOR/mTOR ratio in hearts of rats that were treated with (E) YTX or (F)
AZA-1 compared to control hearts; p-Akt/Akt ratio in hearts of rats that were treated with (G)
YTX or (H) AZA-1; p-AMPKo/AMPKa ratio in hearts of rats that were treated with (I) YTX or
(J) AZA-1. Actin band intensity was used for normalization of beclin-1 data (mean = SEM, *

statistically different from control).

Figure 3. YTX and AZA-1 subacute effects on caspase-3 and PARP in heart tissue. Pro-
and cleaved-caspase-3 and cleaved-PARP levels were evaluated by western blot in heart lysates
of rats exposed repeatedly (4x) to 50 or 70 pg/kg YTX (n=6) or to 1 or 10 pg/kg AZA-1 (n=6
and 4 respectively). The same experimental protocol was followed for heart lysates of control
rats (n=5). (A) Representative images of caspase-3 immunoblots and actin re-blot in the upper
panel and cleaved-PARP and GADPH re-blot in the bottom panel. Band intensities were

measured and protein levels were plotted for toxin-treated rats and controls: pro-caspase-3
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levels in hearts of rats that were treated with (B) YTX or (C) AZA-1; cleaved-caspase-3 levels
in hearts of rats that were treated with (D) YTX or (E) AZA-1; cleaved-PARP levels in hearts of
rats that were treated with (F) YTX or (G) AZA-1. Actin or GADPH band intensities were used
for normalization of caspase-3 or cleaved-PARP data respectively (mean £ SEM, * statistically

different from control).

Figure 4. YTX or AZA-1 subacute effects on extrinsic apoptosis signaling. Fas-L and pro-
and cleaved-caspase-8 levels were evaluated by western blot in heart lysates of rats exposed
repeatedly (4x) to 50 or 70 pg/kg YTX (n = 6) or to 1 or 10 pg/’kg AZA-1 (n = 6 and 4
respectively). The same experimental protocol was followed for heart lysates of control rats (n =
5). (A) Representative images of Fas-L immunoblot and GADPH re-blot in the upper panel and
caspase-8 immunoblot and actin re-blot in the bottom panel. Band intensities were measured
and protein levels were plotted for toxin-treated rats and controls: Fas-L levels in hearts of rats
that received (B) YTX or (C) AZA-1: pro-caspase-8 levels in hearts of rats that were treated
with (D) YTX or (E) AZA-1; cleaved-caspase-8 levels in hearts of rats that were treated with
(F) YTX or (G) AZA-1. GADPH or actin band intensities were used for normalization of Fas-L

or caspase-8 data respectively (mean = SEM, * statistically different from control).

Figure 5. AZA-1 and YTX effects on heart muscle ultrastructure. (A) Representative
electron microscopy image of myocardium of control rats. (B and C) Representative electron
microscopy images of myocardium of rats that received 4x 70 pg/kg YTX. (D, E and F)
Representative electron microscopy images of myocardium of rats that received 4x 10 ng/kg
AZA-1. (Scale bar: 2000 nm for A, B, C, E and F; 1000 nm for D). Black arrows indicate
rupture of plasma membrane. Autophagosomes (A), collagen (c), intercalated disks (id),

intercellular space (is), mitochondria (mi), myofibrils (m), lipid-like droplets (L).
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Figure 3.
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Figure 4.

A

YTX

Control 5

¥

AZA-1

70 Control 1

10 (ug/kg)

A B

Fas-L s s s S 88 8 = 48 kDa
GADPH = s s  SSSES S 8 —< 36 kDa

Pro-Caspase-8 i Sl s SRS A e < 55 kDa

Cleaved-
caspase-8
Actin  ——— o
B ..
3-
=
8 2
(e
14 e
0
Control YTX YTX
50 pyg/kg 70 pgrkg
D 1.5+
Y
fmé 14 - T
g - - .
8
é 0.54
o
0
Control YTX YTX
50 yg/kg 70 pgrkg
F .
@
@
8,
2 T
8 — l
o —
2 11
©
@
o
Control YTX YTX
50 pg/kg 70 pg/kg

162

= 18 kDa

L a— a—— < 42 kDa

4_
3-
<
8 2
L *
1 |—_|
0 Control AZA-1 AZA-1
1ug/kg 10 pglkg
E 1.5
o
o)
o 14 T -
g - Els
2]
3
é 0.5+
o
0—Control AZA-1 AZA-1
1ug/kg 10 pglkg
G .
@ *
@
@
2%
3 ==
o
2 1
©
o
o
Control AZA-1 AZA-1
1 Hg/kg 10 pg/kg

20



icaciones

3. Publ

Figure 5.

21

163



3. Publicaciones

Articulo 7. Subacute immunotoxicity of the marine phycotoxin yessotoxin in rats.

Ferreiro SF, Vilarifio N, Carrera C, Louzao MC, Santamarina G, Cantalapiedra AG,
Cifuentes JM, Vieira AC, Botana LM.

Sometido a Chemical Research in Toxicology.

165


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreiro%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilari%C3%B1o%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carrera%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Louzao%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santamarina%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cantalapiedra%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cifuentes%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieira%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Botana%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23934164

3. Publicaciones

Subacute immunotoxicity of the marine phycotoxin yessotoxin in rats

Tk

*
Sara F. Ferreiro?, Natalia VilarifioT” , Cristina Carrera®™, M. Carmen Louzao¥, German

- +
SantamarinaT’ *, Antonio G. Cantalapiedrat *, J. Manuel Cifuentes§, Andrés C. Vieira¥, Luis
*
M. Botana®’

¥

Departamento de Farmacologia®, Departamento de Ciencias Clinicas Veterinarias', Hospital

Veterinario Universitario Rof Codina* and Departamento de Anatomia y Produccion Animal§,

Facultad de Veterinaria, Universidad de Santiago de Compostela, 27002 Lugo, Spain

* To whom correspondence should be addressed:

Luis M. Botana, Natalia Vilarifio
Departamento de Farmacologia
Facultad de Veterinaria

Campus Universitario

27002 Lugo

Spain

e-mail: luis.botana(@usc.es, natalia.vilarino@usc.es

Telephone and Fax: +34 982822233

Keywords: Yessotoxin, subacute toxicity, immune system, leukocytes, cytokines, spleen,

apoptosis

167



3. Publicaciones

TOC
T Q )\“7\
o Q L Me=T
A0y, Yessotoxin = PN
i YTX) - L)
Mo \"-o y [ \\
Gaso7 /2»7 /o }_9 ,\42
' K ofk/z' Lo ] - o\—‘(,\ E’\-Jbﬁr
Neutrophil 0,/}\ /},\ /r /L\% R ——
— T oI ‘S -
White blood P s ‘-\f:.
. cells + a‘;iaﬁ"! “?gl
E e Immune — 8 o %?'.'p ;
system v o 8RN
'. Chemokines Splenic tissue
damage

168



3. Publicaciones

ABSTRACT

Yessotoxin (YTX) is a marine phycotoxin produced by dinoflagellates and accumulated in filter
feeding shellfish. YTX content in shellfish is regulated by many food safety authorities to
protect human health, although currently no human intoxication episodes have been
unequivocally related to YTX presence in food. The immune system has been proposed as one
of the target organs of YTX due to alterations of lymphoid tissues and cellular and humoral
components. The aim of the present study was to explore subacute immunotoxicity of YTX in
rats by evaluating the hematological response, inflammatory cytokine biomarkers and the
presence of YTX-induced structural alterations in the spleen and thymus. The results showed
that repeated administrations of YTX caused a decrease of lymphocyte percentage and an
increase of neutrophil counts, a reduction in interleukine-6 (IL-6) plasmatic levels and
histopathological splenic alterations in rats. Therefore, for the first time, subacute YTX-
immunotoxicity is reported in rats, suggesting that repeated exposures to low amounts of YTX

might also suppose a threat to human health, especially in immuno-compromised populations.
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INTRODUCTION
Yessotoxin (YTX) is a marine phycotoxin that was first isolated from the scallop Patinopecten
yessoensis in 1987." YTX is produced by the phytoplanktonic dinoflagellates Protoceratium
reticulatum, Lingulodinium polvedrum and Gonyaulux spinifera™ and accumulated in filter
feeding mollusks. Presently, no human intoxications have been undoubtedly related to YTXs,
however several food safety authorities have limited their levels in shellfish destined to human
consumption in order to protect public health.*® In vivo toxicological data identified the heart
as one of the main target organs of this toxin owed to ultrastructural alterations in mouse
cardiomyocytes after acute and short-term exposures to YTX.”" Moreover, two cardiotoxicity
studies in rats showed no heart dysfunction after a single YTX administration,'* but marked
bradycardia and hypotension associated to ultrastructural cardiac damage after repeated YTX
exposures.’” In addition to the heart, the immune system has also been proposed as a YTX target
due to histopathological alterations and apparent changes of cell populations in the thymus after
acute exposure of mice to lethal and sublethal doses. "

In vitro toxicological data have demonstrated that YTX cause citotoxicity in many cell

17-21 .
as well as alterations of several

lines, inducing cell death through different pathways,
aspects of cell function and cell signaling such as intracellular calcium movements, cyclic
nucleotide levels, disruption of cytoskeleton components as F-actin and E-cadherin and
triggering of ribotoxic stress.”’” Moreover, YTX has been reported to inhibit protein
endocytosis and phagocytic activity, to induce the production of inflammatory cytokines or to
have immunomodulatory effects trough protein kinase C (PKC) activation.*****

European medicines Agency (EMA) guidelines to evaluate immunotoxicity recommend
that the initial standard toxicity study should include a hematological analysis to quantify
leukocytes, a clinical chemistry analysis to estimate globulin levels and a histopathology
evaluation of lymphoid tissues as thymus and spleen.”' Furthermore, cytokines, chemokines and
growth factors, collectively known as cytokines, have been used as biomarkers to evaluate

inflammation or the immune response. Interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-a (TNF-a)

are considered primary inflammatory cytokines and they are commonly detectable in blood
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samples.”” Chemokines are also implicated in the control of inflammatory responses through the
recruitment of a specific leukocyte population to inflammation sites during organ damage,
among other functions. CXCLS5/LPS-induced chemokine (LIX) and the keratinocyte
chemoattractant/human growth-regulated oncogene (KC-GRO) are chemokines that have been
associated to chemotaxis of neutrophils after heart injury.”

Overall, in vivo and in vitro toxicological data suggest that YTX exerts toxic effects on
the immune system. The aim of this study was to explore subacute immunotoxicity of YTX in
rats by evaluating the hematological response, several plasmatic inflammatory cytokine
biomarkers and histological structure of YTX-induced structural alterations in the spleen and/or

thymus after YTX repeated administrations.

MATERIAL AND METHODS

Reagents

YTX certified reference material (CRM) was supplied by Laboratorio CIFGA S.A. (Lugo,
Spain). Sodium chloride solution 0.9% was from Grifols Engineering, S.A. (Barcelona, Spain).
Dimethyl sulfoxide (DMSO) was from Sigma-Aldrich Co. LLC. (St. Louis, MO). Milliplex”
Map KITs were from Millipore® (Billerica, MA). Anti-ACTIVE® Caspase-3 pAb was
purchased from Promega Biotech Ibérica, SL. (Madrid, Spain). Dako REAL™ Detection
System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse was from Dako Diagnostics, S.A. (Barcelona, Spain).

All chemicals were reagent grade quality.

Animals and in vivo experimental design

Female Sprague Dawley rats and housekeeping conditions were as in Ferreiro et al.™* The
experiment duration was 15 days. YTX and/or vehicle (DMSO) were administered
intraperitoneally (i.p.) on days I, 5, 9, and 13. Doses of 50, 70 and 100 pg/kg YTX were
injected to 8, 7 and | rats respectively. Each treated rat received the same dose in all injections.

For i.p. injection the solvent of the YTX stock solution (methanol) was evaporated and the toxin

171



3. Publicaciones

was reconstituted with DMSO. Saline solution (Grifols Engineering, Barcelona, Spain) was
added subsequently to provide a final concentration of 10% DMSO (each rat received 50 pL of
DMSO per 200 g of body weight) and 20, 40 or 61 pg/mL YTX (for the 50, 70 and 100 pg/kg
doses respectively, final injection volume was 500 pL/ 200 g in all rats). Eight carrier control
rats were injected with 10% DMSO in saline solution. On day 15, they were anesthetized with
isoflurane (Fliso 1.5-2%) and, after a cardiovascular function evaluation,"” one catheter was
placed in the jugular vein for blood sample collection. Two blood samples of 400 and 500 uL
were collected in EDTA tubes for the detection of biomarkers and hematological analysis
respectively. All animals were euthanized by exsanguination at the end of the experiment,
except for those that died during the treatment period or those euthanized prematurely to prevent
suffering. All animal procedures were approved by the Institutional Animal Care Committee of

the Universidad de Santiago de Compostela.

Hematological analysis

A blood sample collected at the end of every experiment was immediately analyzed in the
IDEXX ProCyte Dx® Haematology Analyser for the following parameters: haematocrit (HCT),
red blood cells (RBC), reticulocytes and white blood cells (WBC) (neutrophils, lymphocytes,
monocytes, eosinophils and basophils). Because this analyzer system was not validated for rats,
WBC were also counted in stained blood smears under a microscope (100x magnification) to
verify the haematology analyzer results. In each blood smear, 20 microscope fields were
randomly chosen and two smears were examined per rat. Lymphocyte and neutrophil
percentages were confirmed by optical microscopy. In addition, hematocrit values were similar

to those obtained in glass micro-hematocrit capillary tubes.

Inflammatory biomarkers
IL-6, TNF-0, LIX and KC-GRO were measured in one plasma sample collected at the end of
each experiment using a commercial assay based on the Luminex XMap® technology. Blood

samples were centrifuged immediately after collection to separate the plasma fraction and stored
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at -80 °C until their analysis. An immunology/immune response rat cytokine/chemokine
Milliplex” Map KIT was used for quantification of IL-6, TNF-a, LIX and KC-GRO in plasma
(100 uL) following the instructions provided by the manufacturer, All samples were assayed in

duplicate.

Spleen and thymus histology

Samples of spleen and thymus were collected immediately after euthanasia from rats that
received repeated administrations of 50 (n=5), 70 (n=5) and 100 (n=1) pg/kg YTX or vehicle
alone (n=1). Macroscopic organ examination was done during the extraction process and the
samples were then prepared for light microscopy (LM).

For LM, spleen and thymus samples were fixed by immersion in Bouin’s solution for 24
hours at 4°C. Tissue samples were embedded in paraffin according to standard laboratory
procedures. Paraffin-embedded sections were cut 3-pm thick, mounted on silanized slides, and
dried overnight at 37°C. Then, they were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and
examined under the light microscope for routine histochemical and morphological analyses.

Immunohistochemical detection of activated caspase-3 was performed on deparaffinized
tissue sections using a specific antibody. Spleen sections were deparaffinized in xylene followed
by hydration in a graded ethanol series of 100, 90 and 70%. To block peroxidase activity and
prevent non-specific staining, a pre-treatment with Dako REAL™ Peroxidase-Blocking
Solution was performed for | hour at RT. Then tissue sections were rinsed 3 times in PBS
(phosphate buffer solution) with 0.005% Tween20" (PBS-T) and incubated for 2h at RT with
the primary antibody anti-Caspase-3 (1:500). After 3 washes with PBS-T, spleen sections were
incubated with a secondary antibody (Dako REAL™ Link, Biotinylated Secondary Antibody
(AB2)) for 30 min at RT. Subsequently, the samples were rinsed 3 times in PBS-T and revealed
with diaminobenzidine (DAB+) chromogenic substrat. Finally, the sections were counterstained

with hematoxylin, dehydrated with ethanol and xylene, and permanently mounted in DPX.
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Data analysis
Data were plotted as mean = SEM. Statistical significance was determined using t test for
unpaired data. ANOVA was used for multiple comparisons. P<0.05 was considered for

significance.

RESULTS

In vivo immune system toxicity was studied after subacute treatment with YTX, simultaneously
to an evaluation of cardiotoxicity.” YTX was administered i.p. at doses of 50, 70 and 100 pg/kg
to 8, 7 and 1 rats respectively. The experiment lasted 15 days and every 4 days the same dose of
toxin was injected to complete 4 administrations. The exact same procedure was performed in 8
control rats in the absence of toxin. Rats showing signs of moderate-severe suffering were
euthanized before the end of treatment (one rat of each YTX-dosing group). The study included
only the rats that received 4 administrations and completed the programmed treatment of 50 or
70 pg/kg YTX (n = 7 and 6 respectively), with one exception, histopathological analysis of the
100 pg/kg-dosed rat is also presented. The following results were obtained from these

experiments.

Effect of yessotoxin on hematology parameters

A hematological analysis was performed in rats that received four administrations of 50 (n=4)
and 70 (n=6) pg/kg YTX or vehicle alone (n=4). The results showed that YTX caused
significant alterations in lymphocyte and neutrophil percentages. In fact, YTX induced a marked
reduction of lymphocyte percentage from 81.3 % in controls to 54.4 % and 48.1% in rats treated
with 50 and 70 ng/kg respectively (Figure 1A) and a notorious increase of neutrophil percentage
from 10.1 % in controls to 32% and 39.7% in 50 and 70 pg/kg YTX-treated rats respectively
(Figure 1B). The percentages of neutrophils and lymphocytes provided by the analyzer were
validated using blood smears (Figures 1C and 1D). HCT, monocytes, eosinophils, basophils,

and reticulocytes were not altered in YTX-treated rats when compared to controls (Table 1);
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however, this analyzer is not validated for rats and only HCT results were verified by manual

micro-hematocrit.

Effect of YTX on inflammatory biomarkers

The levels of IL-6, TNF-a, LIX and KC-GRO were evaluated in plasma of rats injected with 50
(n=7) and 70 (n=6) pg/kg YTX or vehicle alone (n=8). The samples were analyzed with an
immunology/immune response (rat cytokine/chemokine) Milliplex® Map kit. The results
showed statistically significant reductions of IL-6 plasma levels in rats that received YTX
(Figure 2A). Actually, IL-6 concentration in plasma was 1.8 and 2.8 times lower than control
levels for rats treated with 50 and 70 pg/kg YTX respectively. TNF-a, LIX and KC-GRO

plasma levels were not significantly altered by toxin treatment (Figure 2B, 2C and 2D).

Histological damage of splenic and thymic tissue

After euthanasia, spleen and thymus were examined for macroscopic alterations and collected
for histopathological analysis. No rat presented evidence of spleen or thymus damage by
macroscopic observation.

Histopathological alterations of spleen and thymus were evaluated by LM. Splenic
tissue damage was observed in rats that received YTX (Figure 3). Actually, cellular depletion,
apoptosis and neutrophil infiltration were observed in the spleen of rats that received 50, 70 and
100 pg/kg YTX (Table 2), when compared to control and normal rat spleen structure. The
number of rats displaying these histological alterations increased with the dose, as it did also the
intensity of damage. In addition, the presence of apoptosis was evaluated by
immunohistochemistry of activated caspase-3 in spleen sections of rats injected with 50 (n=2),
70 (n=1) and 100 (n=1) pg/kg YTX or vehicle alone (n=1). Immunohistochemistry results
indicated increased activated-caspase-3 levels in the spleen of YTX-treated rats versus controls
(Figure 4). No alterations, were observed in thymus tissue that could be undoubtedly related to
toxin administration in rats that received 50 (n=5), 70 (n=5) and 100 (n=1) pg/kg YTX, when

compared to control and normal rat thymus structure.
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DISCUSSION
In the last years few studies have explored toxic effects of YTX on the immune system, despite
the fact that some in vitro and in vivo data suggest its immunotoxicity and immunoregulatory
potential.'***?*** The present work showed that repeated i.p. administrations of YTX induced
blood leukocyte count alterations, with an increase of neutrophils and a decrease of
lymphocytes, a reduction of plasma 1L-6 levels and spleen histopathology alterations in rats.
The immune system is highly sensitive to several toxics. However, the effects on the
immune system observed in toxicity studies may be secondary to other primary toxicological
signs, as a consequence of stress triggered by toxicity symptoms instead of being directly
caused by the toxin.’® Because the rats exposed to YTX in this evaluation displayed clear signs
of toxicity or mild-moderate suffering (accumulation of porphyrin secretions, decreased
grooming, reduced appetite) and had alterations of heart function,”” the effects of YTX on the
immune system might be secondary. Actually, alterations of the WBC balance are considered an
indicator of stress.”’ Lymphocyte decrease in favour of neutrophil increase, observed in the rats
that received YTX in our study, has been also described in situations of prolonged stress.’’
Decreased cellularity and increased apoptosis in the spleen are also considered additional signs
of stress.*® Both of these signs were observed in spleens from rats after subacute exposure to
YTX by histological analysis and immunohistochemistry for activated-caspase-3, which is
considered a sensitive and specific tool to identify apoptosis in lymphoid tissues.” Furthermore,
while acute stress is reported to induce stimulation of the immune system, prolonged stress is
usually related to its suppression and dysregulation,’ which would be in agreement with the
reduction of IL-6 plasma levels observed in YTX-treated rats. On the other hand, IL-6
concentration increases are associated with heart dysfunction and alteration of the cardiac
extracellular matrix, both in acute and chronic pathological processes.” Therefore, considering
the evidenced signs of cardiotoxicity in the rats repeated exposed to YTX, these cytokine levels
should have been increased instead of reduced. Consequently, the evidenced IL-6 reduction may
have been due to a direct action in the immune system or by a stress-related secondary effect of

the toxin.
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The ability of YTX to cause apoptosis has been described by several authors in many
cellular models'” and specifically in human and mouse lymphocytes.'*”** Therefore, YTX-
triggered cell death might also be directly responsible for the reduction of circulating
lymphocytes and presence of apoptotic cells in the spleen. Furthermore, the inhibition of
macrophage phagocytic activity by YTX* might contribute to increase apoptotic bodies owed
to a reduction of clearing in the spleen.”” The absence of histological alterations in the thymus
was surprising considering previously reported tissue damage for this toxin in mice,'® but it may
indicate differences in species sensitivity. In addition, the protective role of spleen against
pathogens and its function as blood filter imply direct exposure to the toxin, which might
explain the higher sensitivity of this organ to the toxic insult in our experiments.*'

YTX undoubtedly causes immune system toxicity after repeated exposures, either
directly or secondary to toxicity-triggered stress, or both. These findings provide new evidence
on subacute effects after repeated exposures to YTX, which might affect the hostage immune
response to other insults. The question is whether yessotoxin is toxic orally. Clearly, oral
toxicity is much lower than i.p. toxicity, however absorption of yessotoxin after oral

9,12 . . . .
Current risk assessment is based on toxicological

administration has been reported in mice.
data obtained with mice, since no toxic episodes in humans have been related to YTX."
Moreover, chronic or subacute toxicity studies are scarce, and risk is estimated from acute
toxicity data.”> The YTX regulatory limit has been recently raised from 1 to 3.75 mg of YTX
equivalents/kg in shellfish in many countries” and it is not regulated in others, which will
increase human population exposure to this toxin and, based on our results, might suppose a
threat for immune compromised individuals.

In summary, for the first time we report blood leukocyte count alterations, plasma IL-6
level reductions and spleen histopathology alterations in rats treated with YTX which indicated
immunotoxicity. Future studies should explore possible chronic immunotoxicity and absorption
of this toxin after ingestion with food, but these results raise a concern about human health

associated to repeated exposures to low amounts of YTX, especially in immunocompromised

populations.
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Tables

Table 1. Hematological parameters in rats that received four administrations of YTX and
control rats (Mean + SEM).

Hematological YTX YTX
Control Physiologic
parameters 50 pg/kg 70 ng/kg
(n=4) range
(%) (n=4) (n=6)
HCT 42+0.8 40+0.8 41+0.5 30-44
MONO * 8+1.9 11.5£0.9 10.7+1.1 0-2
EOS ® 0.2+0.1 0.320.1 0.4+0.1 0-1
BASO * 0.4+0.2 0.5+0.2 1.1+0.4 0-1.2
RETIC * 2.840.2 3.9:04 3.6+0.4 1.5-3.9

# Parameters not validated using blood smears.

Table 2. Histopathological alterations in rat spleen after subacute administration of YTX
or vehicle. Data are expressed as number of rats in which the alteration was observed/total

number of rats that received the same dose.

Cellular depletion Apoptosis | Neutrophil infiltration
Control 0/1 0/1 0/1
YTX 50 pg/kg 1/6 4/6 3/6
YTX 70 pg/kg 3/7 6/7 6/7
YTX 100 pg/kg 1/1 1/1 1711
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Legends to the figures

Figure 1. Lymphocyte and neutrophil percentages in blood of rats treated with YTX.
Neutrophils and lymphocytes were quantified in blood samples collected from rats that received
4 intraperitoneal administrations of 50 or 70 pg/kg YTX or carrier alone (n = 4, 6 and 4
respectively). Lymphocyte (A) and neutrophil (B) percentage in total white blood cells of rats
exposed to YTX. Representative images of blood smears used to verify the leukocyte count in a
rat treated with 50 (C) or 70 (D) pg/kg of YTX. Black arrow indicates neutrophil and white
arrow indicates lymphocyte. (mean + SEM, * statistically different from control). (For color

images see the electronic version of the article: www/...).

Figure 2. Inflammation biomarkers in plasma of rats treated with YTX. Biomarkers were
quantified in plasma samples collected after 4 intraperitoneal administrations of 50 or 70 pg/kg
YTX or vehicle (n = 7, 6 and 8 respectively). IL-6 (A), TNF-a (B), LIX (C), and KC-GRO (D)
concentrations in plasma of rats exposed to YTX and controls (mean £ SEM, * statistically

different from control).

Figure 3. YTX effects on splenic tissue. Histopathological damage of spleen evaluated by LM
in rats injected with 70 pg/kg YTX or vehicle alone. (A and C) Representative images of
hematoxylin/eosin spleen sections from a control rat. (B and D) Representative images of
hematoxylin/eosin spleen sections from YTX-treated rats showing apoptotic cells (white arrow),
cellular depletion and neutrophil infiltration (black arrow). Microscope magnifications of 200x
(A and B) or 400x (C and D). (For color images see the electronic version of the article:

www/...).

Figure 4. YTX apoptotic effects on splenic tissue. An immunohistochemical assay for

activated caspases-3 was performed on deparaffinized tissue sections of spleen of rats injected
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with 70 pg’kg YTX (n=1) or vehicle alone (n=1). Representative images of splenic tissue
sections immunostained for activated-caspase-3 from control (A and C) or YTX- treated rat (B
and D). The apoptotic cells are stained in brown color (arrows). Microscope magnifications of
200x (A and B), or 400x (C and D). (For color images see the electronic version of the article:

www/...).
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Figure 1.
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Figure 3.
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4. DISCUSION

En los ultimos afos las floraciones de algas nocivas son un fendmeno mundial de
creciente frecuencia, intensidad y duracién [8, 9, 12]. Como consecuencia, la
investigacidn en torno a las toxinas marinas que producen se ha convertido en un drea
prioritaria con importantes desafios relacionados con el estudio de las intoxicaciones y

su impacto sobre la salud [1, 12].

Los efectos de las toxinas marinas a nivel gastrointestinal, en el sistema nervioso
o en el sistema cardiovascular, entre otros, depende del tipo de compuesto. Sin
embargo, cabe destacar la importancia del sistema cardiovascular, ya que debido al
papel vital que ejerce en la funcién de todos los érganos que componen el organismo, su

afectacion puede implicar importantes consecuencias.

Para algunas toxinas marinas, concretamente el AO y la YTX, se han descrito
efectos ultraestructurales en tejido cardiaco que apuntarian a una posible
cardiotoxicidad [45, 55, 56, 79, 81, 83]. Sin embargo, una parte de la comunidad
cientifica pone en duda que estas alteraciones se correlacionen con un trastorno
funcional en el corazén, ya que hasta el momento no existian evidencias de que estas
toxinas afectasen a la funcidn cardiaca. En la presente Tesis Doctoral se demuestra que
mientras una exposicion aguda a estas toxinas no provocd alteraciones de la funcidn
cardiovascular, una exposicién subaguda a YTX, con cuatro dosis repetidas durante un
periodo de 15 dias, causo bradicardia e hipotension como signos funcionales en las ratas
tratadas, ademas de evidentes alteraciones ultraestructurales en los corazones
indicativas de muerte celular por activacién de la autofagia. Estos efectos in vivo de la
YTX ponen de manifiesto su toxicidad cardiovascular, hasta hace poco en entredicho, y
por tanto sugieren la necesidad de llevar a cabo una revisidon de la caracterizacion del
riesgo para la salud del consumidor que suponen los niveles maximos de YTX
actualmente regulados [17].

Para el AZA-1, en el transcurso de esta Tesis Doctoral, se publicé su efecto in vitro
sobre el canal de K* cardiaco hERG, concretamente su bloqueo de caracter agudo [135].
Aunque atendiendo a los criterios de clasificacion de potencia de inhibicién de este

canal, esta toxina se clasificaria dentro de los inhibidores considerados de potencia
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moderada-baja [187]; su posible repercusién in vivo sobre la funcion cardiaca no se
habia estudiado. Los resultados de nuestra evaluacién demuestran por primera vez una
actividad cardiotoxica del AZA in vivo. De hecho tanto la exposicién aguda como
subaguda a los AZAs evidencid alteraciones funcionales cardiacas. Ademads, las dosis
subagudas utilizadas en nuestros estudios estdan muy cercanas a los niveles de
exposicion de toxina permitidos segun los criterios actuales de evaluacion de riesgo de la
EFSA. Estas dosis produjeron signos de insuficiencia cardiaca, especialmente una
marcada ascitis, hipotensién y lesiones en los cardiomiocitos a nivel ultraestructural

indicativos de muerte celular por activacién de una respuesta apoptdtica.

El trabajo presentado comprende estudios in vitro e in vivo. Aunque las
principales evidencias de cardiotoxicidad se obtuvieron con las evaluaciones in vivo en
ratas, la inclusidon de la valoracion de la actividad de estas toxinas sobre el canal hERG
resulta esencial para la estimacién de la cardiotoxicidad en humanos. Esto es debido a la
principal disparidad existente entre el potencial de accion cardiaco de una rata y del ser
humano, que concretamente se corresponde con las diferentes corrientes responsables
de la fase 3 de repolarizacion de la membrana del cardiomiocito y cuya intervencion se
considera critica para un correcto desarrollo del mismo. De este modo, la Iy, corriente
de la que es responsable el canal hERG, es el componte principal de esta fase en el caso
del ser humano, y la Iy, lo es en la rata [164]. Por lo tanto, para una estimacién completa
del potencial cardiotoxico de estas toxinas en las personas, resultaba imprescindible
incluir, junto con los estudios realizados in vivo en roedores, experimentos in vitro en el
canal que supone la mayor diferencia entre los potenciales de accion cardiacos de
ambas especies, el canal cardiaco hERG.

En estos estudios in vitro sélo los AZAs, y concretamente el AZA-2, bloquearon el
canal cardiaco hERG con una potencia clasificada como de moderada-baja, confirmando
lo descrito recientemente para estas toxinas por otro grupo de investigacion [135]. Esta
clasificacién de potencia de los AZAs reduce sus probabilidades de causar alteraciones
en la repolarizacién cardiaca y por ende en el potencial de accién cardiaco; lo cual se
veria como un alargamiento del intervalo QT en el electrocardiograma [164, 187]. El AO,

la DTX-1 y la YTX no presentaron ningin efecto agudo sobre el canal hERG. Por
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consiguiente, ninguna de las toxinas evaluadas posee una potencia de bloqueo del canal
hERG con significacion fisiolégica como para causar alteraciones funcionales de
importancia a nivel cardiaco.

En relacién con los estudios in vitro de toxicidad a largo plazo, también se
exploraron los efectos de AZA-2 y YTX sobre hERG, concretamente sus efectos en la
expresion en membrana y en sus corrientes después de exposiciones prolongadas de
ambas toxinas. En este caso tampoco se observaron efectos que pudiesen tener
relevancia fisiopatolédgica. De hecho, aunque estas dos toxinas provocaron un aumento
significativo de la expresién del canal hERG en la membrana celular después de una
exposicion de 12 horas, las corrientes dependientes de este canal no presentaron
modificaciones debido al efecto originado por las mismas. La YTX y los AZAs se han
relacionado con la inhibicion del proceso de endocitosis celular [95, 98, 134]. Este efecto
podria estar relacionado con una reduccién de la internalizacion del canal hERG y por
ello causar el aumento de su niumero en la membrana celular; teniendo en cuenta en
todo caso que aparentemente el nimero de canales funcionales no se ve afectado de

forma significativa.

De forma general, los datos disponibles de los estudios in vivo de las toxinas
marinas hacen referencia a la toxicidad aguda, y en ellos se basan las estimaciones de
riesgo para la salud humana realizadas para la mayor parte de ellas. El estudio de la
cardiotoxicidad in vivo determiné que la administraciéon intravenosa aguda de AO, DTX-1
y YTX en ratas no altera ni el electrocardiograma ni la concentracién plasmatica de los
biomarcadores cardiacos. Considerando que las evidencias publicadas para estas
toxinas, y sobre todo para la YTX, indican cardiotoxicidad a nivel de la ultraestructura de
los cardiomiocitos; esta ausencia de efectos funcionales sugiere que el daifo causado no
es suficiente para provocar una alteracién funcional y/o que los mecanismos de
compensacion del corazén, como el mecanismo Frank-Starling, la activacién
neurohormonal o la remodelaciéon ventricular [188], mantienen la funcién cardiaca
dentro de la normalidad.

En contraposicidon, la administracién aguda intravenosa de AZA-2 en ratas
provocd una prolongacion significativa de los intervalos PR, con consecuentes bloqueos

de la conduccién del impulso cardiaco de diferente grado, y un aumento de la frecuencia
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de aparicion de arritmias. Estos efectos demuestran una capacidad del AZA-2 para
afectar el ritmo y la conduccién cardiacos sin alterar los mecanismos de repolarizacién
cardiaca.

A la vista de estos resultados de toxicidad aguda, y considerando las dosis de
toxina utilizadas en los experimentos de administracion intravenosa, cabe suponer que
el AZA-2 posee un mayor potencial cardiotéxico que el AO, la DTX-1 y la YTX. De hecho,
aunque las dosis de AZA-2 (11 pg/kg) y YTX (10 pg/kg) usadas en nuestros estudios estan
proximas a la DLsg, y son ademads 10 veces menores que la DLsg por via intraperitoneal en
ambos casos [80, 105], solamente se observaron alteraciones de la funcion cardiaca para
el AZA-2. De un modo similar, la dosis de AO (20 pg/kg), que al igual que las anteriores
es 10 veces menor que la DLsp por via intraperitoneal [44, 46], fue suficiente para
provocar un aumento de ALT, al igual que lo causd el AZA-2, y confirmando para ambas
toxinas una actividad hepatotéxica ya descrita [54, 125]. Sin embargo, el AO no indujo

ninguna alteracién detectable de la funcién cardiaca, mientras que el AZA-2 si lo hizo.

Como se menciona en lineas anteriores, la valoracion de los riesgos para la salud
humana estd basada en la mayoria de los casos en experimentos de toxicidad aguda
debido a la escasez de datos sobre toxicidad crénica en el conjunto de las toxinas
marinas. No obstante, lo ideal seria determinar su ingesta diaria admisible (IDA) a partir
de estudios de toxicidad con exposiciones repetidas y a largo plazo. La carestia de estos
compuestos ha sido la causa que ha impedido en muchos casos la realizacidon de este
tipo de experimentos.

Los datos de toxicidad in vitro e in vivo de los AZAs y la YTX apuntaban un
potencial efecto tdxico a largo plazo a nivel cardiaco. En efecto, los AZAs son
responsables de dafios caracterizados como de lenta recuperacion en el estdmago, el
intestino delgado y el pulmén de ratones después de su exposicidn oral repetida a dosis
subletales [126]. Ademas de ser toxinas que se han detectado en los corazones de
ratones tras su administracion por via oral [189] y para la cuales se ha demostrado que
algunos de sus efectos a nivel celular son irreversibles [130]. La YTX, por otro lado, causa

la muerte celular de cardiomiocitos in vitro [88] y provoca alteraciones
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ultraestructurales en los corazones de ratones tanto después de su administracion oral e
intraperitoneal aguda como de la oral repetida [45, 55, 56, 79, 81, 83].

Los resultados de nuestros estudios subagudos confirmaron que Ia
administracidn intraperitoneal de cuatro dosis repetidas de YTX o de AZA-1 a ratas a lo
largo de 15 dias indujo alteraciones funcionales que incluyeron un estado de
hipotensién acusado de caracter dosis-dependiente. Ademds, y también para ambas
toxinas, se observaron alteraciones estructurales como un incremento significativo del
marcador de remodelacidn cardiaca TIMP-1 y un aumento de la produccion de coldgeno
entre las fibras cardiacas; siendo éste ultimo solamente significativo en los corazones de
las ratas tratadas con AZA-1. En relacion con la ultraestructura del miocardio observada
por microscopia electrdnica, tanto la YTX como el AZA-1 causaron desorganizacion de las
miofibrillas de los cardiomiocitos con ruptura y perdida del patrén estriado tipico de
musculo cardiaco, una marcada afectacién mitocondrial reflejada tanto en cambios en el
tamafio, forma y localizacién de las mitocondrias como en la vacuolizacién de su
contenido, la apariciéon de cuerpos lipidicos y la ruptura del sarcolema de los
cardiomiocitos.

Hasta aqui, los efectos funcionales y estructurales causados por la YTX y el AZA-1
en las ratas de nuestras evaluaciones cardiacas coinciden para la accién de ambas
toxinas; no obstante, existen otros que son claramente diferentes. A nivel funcional,
mientras la toxicidad cardiaca de la YTX se manifiesta con una acusada bradicardia a
dosis de 70 pg/kg, la dosis de 10 ug/kg de AZA-1 supone el desarrollo de una clara
ascitis, sintoma asociado a la instauracion de una insuficiencia cardiaca [188]. Las
alteraciones en la estructura del miocardio, y concretamente los cambios en la matriz
extracelular, que incluyen de manera fundamental a las redes de coldageno, han sido
caracterizados como signos indicadores del proceso de remodelacién cardiaca [175,
176]. El remodelado cardiaco se define como el conjunto de cambios anatémicos,
geométricos, histoldgicos y moleculares del miocardio que surgen como resultado de un
dafio persistente. Estos cambios, y de manera principal la fibrosis, determinan un
deterioro de la funcidn ventricular diastdlica y sistdlica que como ultima consecuencia
suponen el desarrollo de una insuficiencia cardiaca. De esta manera, lo que inicialmente
actua como un mecanismo de reparacion ante un dafio o a un estrés mecanico

existente, puede ser origen del desarrollo gradual de un proceso de fallo cardiaco [175,
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176]. Las evidencias de remodelacion cardiaca de las ratas tratadas con AZA-1
permitieron dar explicacion fisiopatoldgica al cuadro ascitico desarrollado por las ratas a
lo largo del proceso de administracién. Ademds sugieren, al igual que en su
administracion aguda, un mayor potencial cardiotdxico para el AZA-1, ya que esta toxina
en un mismo periodo de tiempo y con una dosis mds de 5 veces menor que la de YTX
ocasiond un proceso de remodelado de la matriz intersticial del miocardio con
consecuencias funcionales.

Otra evidencia de una superior cardiotoxicidad ejercida por el AZA-1 con
respecto a la YTX se encuentra en las alteraciones ultraestructurales detectadas en los
tejidos cardiacos. Por primera vez se detectaron autofagosomas en los cardiomiocitos
mas afectados de las ratas tratadas con YTX, especialmente con la dosis de 70 y 100
ug/kg. Sin embargo, los cardiomiocitos de las ratas tratadas con AZA-1 con una dosis
hasta 7 veces menor y que manifestaron un intenso dafio ultraestructural cardiaco no
presentaron autofagosomas A estos hallazgos hay que aifiadir que en estos mismos
tejidos, pero a nivel molecular, se comprobd que mientras la YTX indujo el aumento de
las sefiales relacionadas con la autofagia y por tanto de los mecanismos de
mantenimiento de la homeostasis celular a nivel funcional y estructural [190, 191], el
AZA-1 causd un aumento de los marcadores que indican activacion de las rutas de
apoptosis, lo cual sigue constatando su mayor potencial cardiotdxico[192, 193].

En la misma linea, la dosis de AZA-1 de 1 pg/kg activd sefiales que estan
relacionadas con el disparo de mecanismos de supervivencia de la célula como son las
proteinas beclin-1 y Akt [194, 195]. La proteina beclin-1 es un marcador de autofagia de
cuya activacion depende el inicio del proceso autofdgico y que ademads actiua como
punto de inflexién entre la autofagia o la apoptosis. De esta manera su activacién
conlleva una respuesta protectora frente al dafio que dispara la autofagia, y su inhibicién
supone la apoptosis [195]. De un modo semejante, la Akt es una proteina implicada en la
regulacién positiva de la autofagia y su activacién se ha relacionado con la proteccién de
cardiomiocitos en casos de estrés o dafio continuado [194]. Estas sefiales de
supervivencia no aparecieron en los tejidos tratados con la dosis de 10 pg/kg, en los que
por otro lado, si se detectaron claros signos de apoptosis como son la retraccion del

volumen celular y el aumento de la densidad citoplasmatica a nivel ultraestructural, y el
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incremento de los marcadores de regulaciéon y/o activacion de las rutas apoptoticas
como las caspasas 3y 8, el PARP y el ligando Fas [196-199]. Por tanto parece que a este
nivel de dosificacion los mecanismos de proteccion se ven sobrepasados por la
intensidad del daio celular y se dispara la muerte por apoptosis.

Para el caso de la YTX el aumento de LC3-Il y de beclin-1, ambos marcadores de
autofagia [190, 200, 201], resulté significativo a 70 pg/kg; como ademas lo fueron los
niveles del ligando Fas, que aparte de su implicacidon en la regulacién de la apoptosis por
la via extrinseca, se asocia con un tipo de muerte celular programada conocida como
autofagia dependiente de necropoptosis, y que ocurre cuando los mecanismos de
autofagia se ve superados en su funcién de mantener la integridad celular [202]. Sin
embargo, la dosis de 50 pg/kg de YTX no activé de modo estadisticamente significativo
ninguna de las sefales moleculares anteriormente mencionadas. Estos resultados
sugieren que el dafio en el miocardio es menor en las ratas tratadas con 50 pg/kg de YTX
que en el caso del AZA-1, al menos para la dosis de 10 pg/kg.

Tanto las diferencias evidenciadas entre los efectos funcionales y estructurales
causados por la YTX y el AZA-1, como las detectadas en la activacion por estas toxinas de
las principales rutas de muerte celular de los cardiomiocitos, indican ya no sélo un
efecto tdxico superior para el AZA-1 en el corazdn sino que ambas toxinas parecen
actuar mediante mecanismos de toxicidad diferentes.

A las afirmaciones anteriores se le puede anadir cierta toxicidad selectiva para el
AZA-1 a nivel cardiaco. Ello se explica porque aunque ambas toxinas provocaron efectos
cardiotdxicos, sélo la YTX ocasiond signos de toxicidad en otros drganos. La toxicidad en
el sistema renal y hepatico pudo ser secundaria al estado de hipoperfusién, ya que la
irrigacion sanguinea de ambos sistemas depende directamente del correcto
funcionamiento de la hemodinamica del sistema cardiovascular. Sin embargo, frente a
un estado de hipotensién acusado similar producido por ambas toxinas, sélo las ratas
tratadas con YTX mostraron afectacion significativa de los parametros de dafio renal y
hepatico [203-205], lo que sugiere que la YTX ejerce un efecto tdxico directo también en
estos o6rganos.

Los efectos en el metabolismo lipidico y de la glucosa, de nuevo sélo
evidenciados en las ratas tratadas con YTX, se suman a esta inespecificidad de accién

tdxica. Esta toxina se ha descrito como un agente causante de estrés tdxico en el reticulo
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endoplasmatico [100]. La toxicidad en este organulo a nivel hepdatico justificaria las
modificaciones en el metabolismo lipidico y de la glucosa manifestadas por la alteracion
significativa de los niveles plasmaticos de CHOL y GLU; ademas de dar otra posible
explicacion al incremento de la ALKP. No obstante, la sola deteccion de ambos
pardmetros no nos permite dilucidar si es una accién especifica de la YTX o si es
consecuencia de su toxicidad secundaria que igualmente puede activar los mecanismos
de estrés en el reticulo endoplasmatico.

Si en este punto consideramos que el estrés en el reticulo endoplasmatico no
sélo ha sido descrito como causante de la aparicién del mismo tipo de lesiones en los
cardiomiocitos que las evidenciadas en nuestros estudios para la YTX, y principalmente
por su implicacion en las rutas autofagicas del corazén, sino que ademas se relaciona
con el desarrollo fisiopatoldgico de alteraciones a nivel cardiovascular, renal y hepatico
[206-209]; cabe proponer este mecanismo de toxicidad como el causante de los efectos
descritos para la YTX en todos los tejidos mencionados. Al mismo tiempo, dado que el
sistema cardiovascular tiene una mayor sensibilidad al dafio de este organulo celular
gue ningun otro sistema del organismo, fundamentalmente por su participacion directa
en numerosos aspectos de la fisiologia cardiaca como son la regulacién de los flujos de
Ca*? y el control de los mecanismos de excitacion-contracciéon del corazén [207], la
presencia de mayores dafios a nivel cardiaco en relacién al resto de érganos, adquiriria
sentido para el tratamiento de la YTX.

Por ultimo, en relacion con la toxicidad de la YTX en otros érganos o sistemas,
nuestros resultados también confirmaron su actividad inmunotdxica e
inmunomoduladora [84, 98, 210]. De las alteraciones observadas, las discrasias
sanguineas y las alteraciones estructurales de bazo parecen indicar una toxicidad
secundaria como consecuencia de un estado de estrés causado por el tratamiento con
YTX [211]. Sin embargo, la reduccion de la interleuquina-6 plasmatica, que
habitualmente se encuentra incrementada en casos de dano cardiaco [212] o de estrés
en el reticulo endoplasmatico a nivel del sistema inmunitario [213], puede sefalar cierta

accion toxica directa de la YTX en este sistema.
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Con todo, los hallazgos referidos para la YTX proporcionan por primera vez una
significacion fisioldgica funcional a los efectos histopatolégicos descritos en multiples
estudios in vivo realizados hasta la fecha [45, 55, 56, 79, 81, 83], ademas de mostrar un
potencial cardiotdxico in vivo de los AZAs que hasta el momento no se habia detectado.
Por otro lado, la cardiotoxicidad aguda y subaguda de AZAs parece ser superior que la de

la YTX y presentar cierta especificidad de accién en el corazén.

Toda esta informacidn debe de ser considerada en relacidn al riesgo que suponen
ambas toxinas para la seguridad alimentaria y por ende para la salud publica. Para el
caso de los AZAs, una racion de 400 g de carne de molusco, de acuerdo con el limite
maximo permitido de 160 pg de equivalentes de AZA-1 por kg de carne de molusco [13],
puede suponer una dosis de toxina de 1 pg/kg para una persona de 60 kg de peso. Las
dosis de AZAs que mostraron efectos significativos a nivel cardiaco en ratas fueron 11
ug/kg de AZA-2 como dosis intravenosa aguda y 1 6 10 ug/kg de AZA-1 como dosis
intraperitoneales subagudas. Si a estas dosis se les aplican los factores de correccidn
intra e inter-especie recomendados por la EFSA [26] y ademas son corregidas para una
via de administracion oral [26, 49, 121, 214], se obtiene una equivalencia de dosis orales
agudas en humanos comprendidas en un rango de 8,3 a 20 ug/kg de AZA-2 y dosis orales
subagudas de 0,16 a 3,33 pg/kg de AZA-1. El tamaio de la racién establecida por la EFSA
para la estimacién de riesgos es considerada por algunos expertos extremadamente
protectora, y de hecho el Cédex Alimentarius recomienda utilizar para el calculo de
riesgos y limites regulados una racion de 250 g de carne de molusco [23]. Sin embargo,
aun considerando una racidn de 250 g, la exposicidn para una persona de 60 kg seria de
0,63 pg/kg. Esta dosis es casi cuatro veces superior a la dosis oral subaguda estimada
como equivalente en humanos de la dosis de 1 pg/kg en ratas y que produjo una clara
hipotensién en las mismas.

Si analizamos ahora la YTX, el limite maximo permitido esta actualmente en 3,75
mg de equivalentes de YTX por kg de carne de molusco; después de que éste se haya
incrementado recientemente por las autoridades europeas de seguridad alimentaria en
recomendacién tanto de la EFSA como del Cddex Alimentarius ante la inexistencia de
datos irrefutables de toxicidad en humanos [17, 25, 215]. Atendiendo a esta cantidad

maxima permitida, una racién de 400 g o 250 g de carne de molusco puede suponer
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hasta 25 o0 15,63 ug de YTX por kg respectivamente para una persona de 60 kg de peso.
Si a las dosis de 50 y 70 pg/kg de YTX empleadas en el estudio subagudo en ratas, se les
aplica los factores de correccion intra e inter-especie recomendados por la EFSA [25], y
se les corrige para una via de administracion oral [81], se obtienen dosis orales en
humanos de 25 y 35 pg/kg respectivamente. No obstante, para el caso de la YTX, todavia
son necesarios mas estudios toxicocinéticos que determinen su biodisponibilidad oral y
gue puedan ser extrapolables a la situacién en humanos, proporcionando datos
concluyentes que permitan hacer una mejor estimacion de los riesgos.

A la vista de estas cifras, las dosis usadas en los estudios subagudos, y que mostraron
signos evidentes de cardiotoxicidad para ambas toxinas después de su administracion
repetida, e incluso en otros drganos y sistemas para el caso de la YTX, estdn muy cerca de
los limites maximos de toxina permitidos en los mariscos destinados al consumo humano.
Ademas si se tuviese en cuenta la poblacidon en riesgo cardiovascular preexistente, los
factores intra-especie probablemente incrementarian [10]; recordando aqui que las
enfermedades cardiovasculares estan consideradas como primera causa de muerte en el

mundo occidental [182].

La mayoria de los limites de toxinas regulados hasta la fecha se han establecido con
el objetivo principal de proteger a la poblacién de sus posibles efectos agudos. Este hecho se
justifica, entre otros motivos, por la escasez de datos disponibles de toxicidad crénica o de
exposiciones repetidas y por la gravedad vy letalidad de alguno de ellos. Al mismo tiempo,
esta regulacién ha permitido controlar el progresivo aumento de este tipo de intoxicaciones
alimentarias que vendria de la mano del incremento de las floraciones de algas nocivas
téxicas de los ultimos anos [8-10]. Sin embargo, los resultados de los estudios subagudos
realizados en esta Tesis Doctoral ponen en evidencia la necesidad de considerar los efectos
gue a largo plazo las toxinas marinas suponen o pueden suponer cuando son ingeridas de
manera repetida en las cantidades legalmente permitidas. En este sentido, la ingesta diaria
admisible, como la cantidad de un contaminante que una persona puede ingerir cada dia
durante toda su vida sin que cause daiios para su salud, es el parametro que las autoridades
de seguridad alimentaria utilizan para controlar la exposicidon a contaminantes alimentarios,

y que no esta incluida en los analisis de riesgo realizados por las autoridades de seguridad
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alimentaria para la YTX y la AZA-1 por no disponer de datos toxicoldgicos que lo permitieran
[25, 26].

Si tenemos presente que los estandares de salud publica de la actualidad se centran
cada vez mas en los factores desencadenantes de enfermedades de tipo crénico-
degenerativo denominadas como “de la civilizacién” o “no transmisibles”, entre los cuales
se incluye el consumo habitual de sustancias nocivas para la salud, como lo son las pequefias
cantidades de toxinas marinas contenidas en los mariscos destinados al consumo humano
[216]; los resultados de esta Tesis Doctoral manifiestan una necesaria reevaluacion de los
andlisis de riesgo realizados para estas toxinas en la que se incluya sus toxicidades a largo

plazo.
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5. CONCLUSIONES

1. EIAO Yy la YTX no bloquean el canal cardiaco hERG mientras que el AZA-2 lo bloquea
con una potencia clasificada como de moderada-baja sin significacidn fisioldgica

funcional.

2. La YTX y el AZA-2 incrementan la expresién del canal cardiaco hERG en la
membrana plasmdtica debido a una afectacion de los mecanismos de

internalizacion sin consecuencias funcionales en términos de corriente.

3. El AZA-2 tiene un efecto cardiotéxico agudo en ratas que se manifiesta como

alteraciones funcionales en el ritmo y la conduccién del corazon.

4. La exposicidon subaguda de las ratas a YTX y AZA-1 evidencia la capacidad de estas

toxinas para causar alteraciones funcionales y estructurales a nivel cardiaco.

5. El dafio cardiaco subagudo inducido por la YTX desencadena un aumento de los
procesos autofagicos y el causado por el AZA-1 activa sefiales intracelulares

apoptéticas.

6. El AZA-1 presenta cierta especificidad cardiaca pues sélo el corazén mostré
alteraciones estructurales. Sin embargo, la YTX provoca inmunotoxicidad y efectos

tdxicos en rifiones e higado.
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