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INTRODUCCION






1. IMPORTANCIA CRECIENTE DE LA ACUICULTURA EN LOS
ULTIMOS ANOS

Debido a que la creciente demanda mundial de productos pesqueros es cubierta con
dificultad por la pesca extractiva, la acuicultura se perfila como la mejor alternativa de cara
a cubrir esta demanda (Asociacion Empresarial de Productores de Cultivos Marinos,
APROMAR 2009). En los ultimos 50 afios la acuicultura mundial ha crecido
espectacularmente, pasando de una produccion de menos de un milléon de toneladas anuales
a comienzos de la década de 1950, a 51.7 millones de toneladas en 2006, lo que representa
una tasa de crecimiento anual de casi el 7% con un valor de 78.800 millones de ddlares.
Segiin la FAO (2009), la acuicultura actualmente representa casi la mitad (47%) del
alimento acudtico mundial, y estd previsto que su contribucidon siga aumentando hasta

alcanzar el 50 % en 2015.

China es el principal productor mundial en términos de cantidad de productos
acuicolas, representando en el 2005 el 67 % de la producciéon mundial. Europa, por su
parte, produjo en el mismo afio el 4% incluyendo capturas y produccion acuicola
(Statistical Office of the European Communities, EUROSTAT 2007). Dentro del continente
Europeo, Espafia y Dinamarca aportan, cada una, el 14 % de la produccion pesquera,
seguidos por Francia y el Reino Unido que aportan el 12 % (Statistical Office of the
European Communities, EUROSTAT 2007).

Segun los datos de la Subdireccion General de Estadistica del Ministerio de Medio
Ambiente, Medio Rural y Marino (MARM) del aio 2008, la actividad acuicola en Espafia
sustenta en torno a 3400 empresas, titulares de 5503 establecimientos. Ademas segun los
ultimos datos aportados por las Comunidades Auténomas a la Junta Nacional Asesora de
Cultivos Marinos y Ministerio de Medio Ambiente (JACUMAR), la produccion espafiola
de acuicultura continental y marina alcanzd, en el afio 2008, 265.313 toneladas,
correspondiendo 65.262 toneladas a peces, 113 toneladas a crustaceos y 199.938 toneladas
a moluscos. Dentro del cultivo de moluscos la especie por excelencia es el mejillon que

supone un 72,69% del total de su produccion acuicola.



Galicia es la comunidad autonoma espafiola con las tasas mas elevadas de
produccion de mejillon, actividad que genera unos 11.500 puestos de trabajo directos y
7.000 indirectos. Las mas de 3300 bateas que existen dedicadas al cultivo de este molusco,
han situado a Espafia como segundo productor mundial después de China con un volumen
de facturacion anual que oscila entre 120 y 150 millones de euros en primera venta

(Consello Regulador do Mexillon de Galicia, 2007)

2. EPISODIOS TOXICOS

Los moluscos bivalvos son organismos filtradores que se alimentan principalmente
de microalgas planctonicas. Algunas especies de estas microalgas producen compuestos
toxicos que se acumulan en los tejidos del bivalvo y se transmiten a través de la cadena
trofica a niveles superiores llegando incluso al hombre, lo que, en ocasiones, supone graves

problemas para la salud publica.

El término “episodio tdxico” se emplea para referirse a una proliferacion de
microalgas (especialmente del grupo de los dinoflagelados) productoras de potentes

venenos o toxinas y a su acumulacién en los organismos que las consumen.

Para que se produzca un episodio toxico, no es necesario que la biomasa del
fitoplancton tdxico en el agua sea muy elevada, ya que la gran capacidad filtradora de la
mayoria de los moluscos bivalvos conlleva que estos invertebrados las acumulen

facilmente.

En los ultimos afios la aparicion de este tipo de episodios toxicos ha ido en aumento,
no solo en su frecuencia sino también en intensidad y distribucion geografica. Esto ha
obligado a la generalizacion de programas de control, tanto de las condiciones
oceanograficas como del fitoplancton, que garanticen la salubridad de los productos del
mar para el consumo humano. En Galicia esta labor es llevada a cabo por el Instituto
Tecnoloxico para o Control do Medio Marifio (INTECMAR), institucion que se encarga de
prohibir la explotacion en las zonas de produccion cuando los niveles detectados de toxinas

en los moluscos, superan los limites legales establecidos.
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Debido a que la explotacion de moluscos bivalvos es una actividad de gran tradicion
e importancia en las costas gallegas, la aparicion de episodios téxicos conlleva
repercusiones econdmicas y sociales que ocasionan importantes pérdidas econdmicas en
los sectores marisquero y de acuicultura. La incidencia econdmica de los episodios toxicos
sobre la acuicultura del mejillon es muy variable y depende fundamentalmente de: 1) la
duracion del periodo de cierre, 2) la localizacion geografica (dentro de Galicia, Pontevedra
es la ria mas afectada), 3) la situacion de la instalacion de cultivo en la ria (normalmente se
ven mas afectados los poligonos que estan en la parte mas externa de las rias), 4) la
extension geografica del episodio (si, por ejemplo, se cierran todas las areas de produccion
el mercado quedara sin abastecimiento). En ocasiones, la situacion en algunos poligonos
puede ser muy grave llegando a reducirse a un 16% el nimero de dias al afio en los que la

recoleccion estd permitida.

3. TOXINAS MARINAS

Los episodios toxicos pueden estar provocados por la presencia de toda una serie de
toxinas de origen fitoplanctonico, cuyas distribuciones geograficas son muy amplias y sus
efectos sobre el hombre variables. Atendiendo a los efectos bioldgicos que producen dichas
toxinas se pueden clasificar en 7 grupos principales cuyos componentes, responsables y

sintomas se describen brevemente a continuacion.

3.1.- Toxinas responsables de intoxicaciones paralizantes (PSP =Paralytic Shellfish

Poisoning)

Los principales sintomas de una intoxicacion del tipo paralizante van desde un
entumecimiento o picazon leve hasta la paralisis respiratoria completa que, en casos fatales,
ocurre entre dos y doce horas después de la ingestion. El principal representante del grupo
de toxinas causantes de este sindrome, y el compuesto que mayor toxicidad presenta, es una

guanidina heterociclica denominada saxitoxina (STX), que ademas fue la primera toxina



PSP caracterizada quimicamente (Schantz et al., 1957, Schantz et al., 1961). Los
principales responsables de la produccion de estas toxinas son dinoflagelados del género
Alexandrium (Doucette and Anderson, 1993) y de las especies Gymnodinium catenatum
(Anderson et al., 1989) y Pyrodinium bahamense (Bates et al., 1978).

3.2.- Toxinas responsables de intoxicaciones amnésicas (ASP= Amnesic Shellfish

Poisoning)

Entre los sintomas que se asocian a las intoxicaciones amnésicas destacan los
espasmos abdominales, vomitos, desorientacion y pérdida de memoria (amnesia). El
principal representante del grupo de toxinas causantes de este sindrome es el aminoacido
tricarboxilico denominado acido domoico (DA) (Wright et al., 1989). Los principales
responsables de la produccion de estas toxinas son diatomeas del género Pseudo-nitzschia,
principalmente, P. multiseries (= Nitzschia pungens) (Subba Rao et al., 1988; Bates et al.,
1989).

3.3.- Toxinas lipofilicas responsables de intoxicaciones diarreicas

Los principales sintomas de la intoxicacion que produce el consumo de moluscos
contaminados con toxinas lipofilicas son diarrea, nauseas, vomitos y dolores abdominales.
Dichos sintomas aparecen entre 30 minutos y algunas horas tras la ingestion y la
recuperacion completa se observa dentro de los tres dias siguientes. Aunque las lipofilicas
son el grupo de toxinas que tiene repercusiones menos drasticas sobre la salud humana, su
amplia distribucion geografica y su elevada frecuencia de aparicion las convierte en uno de
los grupos mas importantes. Este grupo incluye las toxinas del grupo del acido okadaico y

los azaspiracidos.
3.3.1.- Toxinas del grupo del acido okadaico (DSP= Diarrhetic Shellfish Poisoning)

Las toxinas en forma libre son un grupo de poliéteres acidos constituido por el acido

okadaico (OA), como componente principal, y las dinofisitoxinas 1y 2 (DTX1 y DTX2)
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(Murata et al., 1982; Yasumoto et al., 1985). Los principales productores son,
generalmente, los dinoflagelados del género Dinophysis. (D. acuminata, D. fortii, D.
acuta...) (Yasumoto et al., 1980; Lee et al., 1989) y del género Prorocentrum (P. lima, P.
belizeanum, P. maculosum) (Zhou and Fritz, 1994; Quilliam et al., 1996; Morton, 1998).

3.3.2.- Azaspiracidos (AZAs)

Son un grupo de toxinas caracterizadas por una Unica estructura que incluye un
anillo de unién azaspiro, una amina ciclica y un acido carboxilico (Satake et al., 1998).
Ademas de los sintomas caracteristicos de su grupo, también provocan en los ratones una
paralisis lenta y progresiva. Hasta hace unos afios el dinoflagelado heterotréfico
Protoperidinium crassipes era considerado el principal responsable de la produccion de
estas toxinas (Yasumoto et al., 2002; James et al., 2003), pero en el afio 2009, el
dinoflagelado fotosintético Azadinium spinosum, se identifico como productor primario de
los AZAs (Tillmann et al., 2009), sugiriendo que el citado Protoperidinium es

exclusivamente un vector de estas toxinas.

3.4.- Toxinas lipofilicas no diarreogénicas: (YTX, PTX, SPX)

Incluye toxinas con caracteristicas de solubilidad similares a las toxinas
diarreogénicas, con las que concurren frecuentemente en muestras naturales (MacKenzie et
al., 2002). Hasta hace poco, este tipo de toxinas se incluian en el grupo anterior ya que su
respuesta en el método del bioensayo en raton es la misma que la de las toxinas
propiamente diarreicas (produce la muerte de los ratones). Hace unos afos se realiz6 una
nueva clasificacion basada en los efectos biologicos de las toxinas, de tal forma que se
excluian del grupo anterior por no tener efectos diarreogénicos (Ogino et al., 1998; FAO et
al., 2004). Este grupo incluye principalmente a las pectenotoxinas, las yesotoxinas y los

espirolidos.
3.4.1. - Pectenotoxinas (PTX)

Son compuestos tipo poliéter lactona (Daiguji et al., 1998). Por inyeccion

intraperitoneal son hepatotoxicas y segin estudios histopatologicos realizados en ratones,
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producen dafios severos en la mucosa intestinal y acumulacion de fluidos en el intestino

delgado.

Son producidas por dinoflagelados de diferentes especies. Dinophysis fortii, fue el
primer productor identificado (Draisci et al., 1996), pero también se han encontrado en D.
acuminata (Mackenzie et al., 2005; Blanco et al., 2007a), D. acuta (Suzuki et al., 2003) y
D. caudata (Fernandez et al., 2006).

3.4.2. - Yesotoxinas (YTX)

Son poliéteres sulfatados. Pueden presentar efectos cardiotoxicos (Terao et al.,
1990). Sus principales productores son los dinoflagelados Protoceratium reticulatum
(Satake et al., 1997) y Lingulodinium polyedrum (Tubaro et al., 1998; Paz et al., 2004).

3.4.3. - Espirdlidos (SPX)

Son iminas macrociclicas (Hu et al., 1995a) y sus principales sintomas en raton
incluyen piloereccion, espasmos musculares y abdominales, hiperextension del lomo y
arqueo de la cola. Su principal productor es el dinoflagelado Alexandrium ostenfeldii
(Cembella et al., 1998).

3.5. - Toxinas neurotoxicas (NSP= Neurotoxic Shellfish Poisoning)

Afectan al sistema nervioso central alterando a la vision, el habla o la ingestion.
Esta intoxicacion neurologica es causada por brevetoxinas poliéteres producidas por el

dinoflagelado Karenia brevis (=Gymnodinium breve, Ptychodiscus brevis).

3.6. - Ciguatera (CFP= Ciguatera Fish Poisoning)

Produce un tipo de intoxicacién que presenta sintomas similares a los de las toxinas
lipofilicas a los que se le unen sintomas neuroldgicos. Incluyen las gambiertoxinas y sus
principales productos de biotransformacion, las ciguatoxinas (Lehane and Lewis, 2000). Se

caracterizan por presentar a los peces (y no a los moluscos) como vector de transmision
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entre las microalgas bentonicas que las producen (Gambierdiscus spp.) y el hombre. Hasta
hace unos afios solo se conocia su desarrollo en zonas costeras de regiones tropicales y
subtropicales de donde era endémica pero en los ultimos afos, probablemente debido al
aumento del comercio, la extension geografica de su incidencia ha aumentado
considerablemente. De esta forma actualmente, la ciguatera es, a nivel mundial, el tipo de
intoxicacion alimentaria mas comun causada por productos de mar, estimandose que
mundialmente entre 10000 y 50000 personas sufren anualmente de la enfermedad que

conforma un problema sanitario global (De Fouw et al., 2001).

3.7.- Palitoxina

Es una neurotoxina bastante potente de la que todavia no se sabe mucho. Su
envenenamiento se caracteriza por provocar nauseas, espasmos abdominales, diarrea
severa, parestesia de las extremidades y dificultad respiratoria. Aunque existen numerosos
analogos estructurales e isdmeros debido a su tamafio y caracteristicas conformacionales, lo
cierto es que hasta el momento solo se ha conseguido aislar un analogo de la misma, la
Ostreocina-D, a partir de Ostreopsis siamensis (Usami et al., 1995). Por lo general se
introduce en la cadena alimentaria a través del consumo de cangrejos, en ocasiones algun
pez o invertebrado marino, y basicamente es producida por corales del género Palythoa y
por el dinoflagelado bentonico Ostreopsis (Taniyama et al., 2003). Hace pocos afios se
descubri6o ademads, el primer caso conocido de envenenamiento humano por palitoxina
causado como consecuencia de las lesiones en la piel de los dedos que se produjo una
persona tras el contacto directo con corales zoantidos (Parazoanthus sp.) mientras limpiaba

el acuario de su casa (Hoffmann et al., 2008).

4. TOXINAS DSP

4.1.- Antecedentes histéricos

En 1961, Korringa and Roskam describieron, tras el consumo de mejillones

procedentes de Holanda, una intoxicacion que presentaba los sintomas caracteristicos de las
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toxinas DSP, pero en ese momento el agente causante no fue identificado. Afios después en
1975, Guzméan and Campododnico describieron un episodio similar sucedido en 1970 en
Chile y encontraron una relacion con la aparicion de una importante proliferacion de
organismos pertenecientes al género Dinophysis. Inicialmente la comunidad cientifica no
dio gran importancia a estos descubrimientos. Sin embargo tras la aparicion de dos nuevas
intoxicaciones, una en Japon en 1976, en la que resultaron afectadas 42 personas que
presentaron vomitos y diarreas severas tras haber consumido mejillones (Mytilus edulis) y
vieiras (Patinopecten yessoensis y Chlamys nipponensis akazara), y otra en 1977, en la
misma zona y estacion del afio y con sintomas similares a la anterior, en las que resultaron
afectadas 122 personas, se decidi6 empezar a investigar las posibles causas (Blanco et al.,

2005).

La cuantificacion de este tipo de toxicidad pudo realizarse por primera vez gracias a
las investigaciones de Yasumoto et al. (1978, 1979), quienes consiguieron aislar por
primera vez 2 tipos de toxinas lipofilicas e implementar un bioensayo en ratéon para su

deteccion.

La principal toxina responsable de estas intoxicaciones fue identificada por Murata
et al. (1982) como OA, una molécula que ya habia sido aislada y descrita previamente en la

esponja Halichondria okadai (Tachibana et al., 1981).

Respecto a los organismos productores de esta toxina no se supo nada hasta que en
1980, Yasumoto et al. relacionaron a las toxinas DSP con el dinoflagelado planctonico
Dinophysis fortii y en 1982, Murakami et al. hicieron lo propio con el dinoflagelado

bentdnico Prorocentrum lima.

A raiz de estos nuevos descubrimientos se empezaron a identificar toda una serie de
episodios toxicos previos causados por toxinas DSP en numerosas partes del mundo, como
Espafia (Campos et al., 1982) y Noruega (Underdal et al., 1985). No obstante la mayoria de
ellos se asociaron a la aparicion de individuos de Dinophysis (resumen en Europa en Van
Egmond et al., 1993), y solo en raras ocasiones, a la presencia de Prorocentrum lima y

otras especies del mismo género.
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4.2. Estructura quimica

El grupo de las toxinas DSP estd formado principalmente por el OA y las DTXs. El
OA, que ha sido descrita como la toxina principal de las DSP (Murata et al., 1982), fue
aislado por primera vez de dos esponjas del género Halichondria, H. okadaii, y H.
melanodocia (Tachibana et al., 1981). La DTX1 o 35(S)-metilOA, fue aislada y descrita
por Murata et al. (1982). Por su parte la DTX2 o 31-desmetil-35 metil acido okadaico fue
aislada y descrita por primera vez en Irlanda (Hu et al., 1992a). E1 OA y la DTX1 han sido
descritas como las principales toxinas causantes de episodios de DSP a nivel mundial,
siendo la primera mas abundante en Europa y la segunda en Japén (Van Egmond et al.,
1993). Sin embargo las DTX2 solo han sido descritas como mayoritarias en episodios de
DSP concretos sucedidos en Irlanda (Carmody et al., 1996), Espana (Gago-Martinez et al.,
1996) y Portugal (Vale and Sampayo, 1999).

En general, las toxinas diarreicas principales son poliéteres largos con una funcion
carboxilica que se diferencian principalmente en el nimero o en la posicion que ocupan los
grupos metilo que contienen (C31-C35). Sus masas moleculares son algo superiores a los
800 Da. También han sido encontrados varios analogos e isdmeros del OA y las DTXs en
plancton y bivalvos tales como la norokadanona (Fernandez et al., 2003a), el acido
belizeanico (Cruz et al., 2008) o el 19-epi-OA (Cruz et al., 2007; Paz et al., 2008). Existen
ademads, numerosos derivados de estas toxinas que presentan una serie de modificaciones
en su estructura respecto de las toxinas parentales tales como : a) esterificacion del grupo
hidroxilo en la posicion C; y C,; con 4cidos grasos de diferente longitud de cadena,
basicamente C;4 y Cg, saturados o insaturados, dando lugar a los componentes
denominados genéricamente “DTX3” (Yasumoto et al., 1985); b) formacion de diol-ésteres
insaturados en las posiciones C;, Cg 0 Cy (Yasumoto et al., 1987; Hu et al., 1992b); c)
oxidacion de la parte diol de las moléculas de los diol-ésteres; d) esterificacion de los diol-
ésteres con cadenas sulfatadas, con o sin funciéon amida en el extremo polar de la cadena
dando lugar a los grupos “DTX4” y “DTXS5” respectivamente (Hu et al., 1995b,c,); e)
pérdida de un grupo hidroxilo en cualquiera de las posiciones de C, a C; (Figura 1); f)
esterificacion con acidos grasos de los diol-ésteres descritos en b; g) formacion de diol

¢ésteres de los compuestos descritos en a).
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Figura 1. Estructuras quimicas del acido okadaico, dinofisitoxinas y algunos de sus derivados.
Los diol-ésteres se designan como OA-D#x, donde # es el nimero de 4tomos de carbono de la
cadena diol y x es una asignacion arbitraria. DTX6 es un diol-éster que ha recibido esta
designacion especifica. “Oxidized OA-Dx” son algunos derivados producidos por la oxidacion de
los diol-éster. Norokadanona es un posible precursor del OA encontrado en Prorocentrum lima.
(Fuente: Fernandez, 2007).
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Tanto el OA como sus derivados son componentes lipofilicos y aunque su
solubilidad en solventes orgédnicos (metanol, acetona, cloroformo o diclorometano) es, en
general elevada, varia extremadamente de unos componentes a otros. Los derivados
acilados DTX3 y los diol-éster son mas apolares que sus toxinas originales. Sin embargo
los derivados oxidados de los diol-éster, la DTX4 y la DTX5 son mas polares que sus
toxinas originales y su solubilidad en determinados solventes organicos tales como
diclorometano o hexano es bastante reducida, especialmente en el caso de DTX4 y DTXS
que son solubles en agua. El OA es poco sensible a la luz, el oxigeno y el calor. Con
respecto a este ultimo factor se ha visto que mientras el OA permanece estable hasta
temperaturas de 120°C, la DTX2 comienza a degradarse a partir de los 100°C (Mccarron et
al., 2007). Asi mismo todas las toxinas pertenecientes a este grupo son altamente estables

durante meses en estado congelado (- 20°C a — 80°C) (Mccarron et al., 2007).

4.3.- Distribucioén

Actualmente este tipo de toxicidad estd ampliamente distribuida por todo el mundo,
de lo que se derivan numerosas publicaciones que describen la aparicion de episodios
toxicos que presentan altos niveles de toxinas DSP en bivalvos o en fitoplancton a lo largo
de toda la costa de Europa, Canada, América del Sur, Japon, Australia y Africa (revisado en

Blanco et al., 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Distribucién mundial de las toxinas DSP en 2008 (Fuente: Woods Hole
Oceanographic Institution, WHOI 2008).

La situacion concreta del Noroeste de Espafa, en donde la aparicion de episodios de
DSP asociados especialmente a la especie Dinophysis acuminata es un fenomeno muy
comun a lo largo del afio, es de notable importancia al tratarse esta zona de uno de los

mayores productores de mejillon a nivel mundial.

4.4.- Principales organismos productores

Los principales organismos asociados al sindrome DSP son dinoflagelados
pertenecientes al género Dinophysis (D. acuminata, D.fortii, D. acuta, D. novergica, D.
mitra, D. rotundata) (Yasumoto et al., 1980; Lee et al., 1989; Vale et al., 1998; Fernandez
et al., 2001) y del género Prorocentrum (P. lima, P. belizeanum, P. maculosum) (Lee et al.,
1987; Zhou and Fritz, 1994; Quilliam et al., 1996; Morton et al., 1998).

Mientras el cultivo de numerosas especies bentonicas del género Prorocentrum
resulta relativamente sencillo empleando medios de cultivo estdndares para algas
fotosintéticas, el caso del género Dinophysis es bastante mas complejo. Los dinoflagelados

del género Dinophysis incluyen especies heterotrofas o mixotrofas, lo que dificulta
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considerablemente el poder establecer y optimizar sus condiciones de crecimiento. En el
afio 2006, Park et al. (2006) consiguieron establecer por primera vez el cultivo de la especie
D. acuminata. Para ello fue necesario alimentar al dinoflagelado con el ciliado Mirionecta

rubra, quien a su vez requeria aportes de microalgas criptofitas del género Teleaulax.

La variabilidad del contenido celular de toxinas en los dinoflagelados esta
relacionado con las diferentes fases de crecimiento celular y poblacional en interaccion con
las condiciones ambientales (fotoperiodo, estado nutricional, salinidad, temperatura, estrés)

(Anderson et al., 1990; Taroncher-Oldenburg et al., 1997; Pan et al., 1999).

Las principales toxinas DSP que han sido encontradas en células de fitoplancton son
el OA, DTX1, DTX2, DTX4, DTXS5 y DTX6 (revisado en Blanco et al., 2005). Hasta la
fecha los derivados DTX3 nunca han sido encontrados en microalgas marinas (s6lo se
detectaron trazas en muestras de plancton (Vale, 2010)), lo que sugiere que se originan en
los propios bivalvos mediante acilacion (Lee et al., 1989). A partir de cultivos de P.lima, se
descubri6 en los afos 90 que, mientras la transformacion de las forma sulfatadas a diol-
¢éster ocurria en cuestion de minutos, la de diol-éster a OA era mas lenta y requeria de horas
(Quilliam and Ross, 1996; Suzuki et al., 2004). Al ser consideradas estas moléculas como
menos toxicas que sus derivados (Hu et al., 1992b, 1995b), su compartimentalizacion
podria constituir una estrategia para evitar la autotoxicidad celular. Ademas los diol-éster al
carecer de grupo ionizable (Quilliam et al., 1996), podrian ser transportadores efectivos
para mover la toxina libre (OA) entre los diferentes compartimentos celulares (Blanco et
al., 2005).

En Galicia las especie responsables de los abundantes episodios toxicos de DSP
varian de unas rias a otras. Asi en las Rias Altas, las principales especies implicadas en la
aparicion de pulsos de presencia de toxinas DSP entre primavera y otofio son Dinophysis
acuminata y D. sacculus mientras que en las Rias Baixas es mas abundante la aparicion de
D. acuminata cuyas proliferaciones llegan a ser tan persistentes que en ocasiones provocan
cierres de hasta 10 meses de duracion (Arévalo et al., 1995). La presencia de D. acuta y D.
caudata suele asociarse a episodios de DSP de finales de verano — otofio, mas localizados

en el tiempo (Pizarro, 2008).
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4.5.- Toxicologia

Los efectos toxicos caracteristicos de una intoxicacion del tipo DSP estan bien
caracterizados y documentados desde los primeros informes clinicos realizados a raiz de
una intoxicacion masiva en Japon en 1978 cuando 42 personas presentaron importantes
cuadros de diarrea y vomitos (Yasumoto et al., 1978). Los primeros sintomas de este tipo
de intoxicacion aparecen entre los 30 minutos y las pocas horas (no mas de 12 horas) tras la
ingesta del producto contaminado, con diarrea, vomitos, nauseas, dolor de cabeza e incluso

en algunos casos, fuerte dolor abdominal. La recuperacion suele producirse a los 3 dias.

A través de los resultados obtenidos en los bioensayos en raton se ha podido
establecer una buena correlacion entre la toxicidad de estas toxinas en humanos y los
efectos fisicos que causa en el raton. De esta forma la dosis minima de OA (principal toxina
del grupo) requerida para producir sintomas en humanos adultos se ha establecido en 1
unidad de raton (UR), y se define como la cantidad de toxina requerida para provocar la
muerte de un raton de 20 g en 24 horas, tras la inyeccion intraperitoneal de la toxina. Hay
que tener en cuenta que los efectos causados por el OA sobre el ratdon varian en funcion de
cual sea la via de administracion de la toxina. Asi si la administracion es oral, el OA
provoca dafios intestinales, diarreas e incluso la muerte, pero no afecta al higado. Por el
contrario si la administracion es mediante inyeccion intraperitoneal, los efectos sobre el

intestino son escasos pero el higado si se ve afectado sustancialmente (Berven et al., 2001).

Tanto el OA como las DTXs actian inhibiendo las protein-fosfatasas
serina/treonina, especialmente PP2A, un poco menos PP1B y en menor medida PP2B
(Cohen, 1989; Fujiki and Suganama, 1993). Estas enzimas estan implicadas en los procesos
de defosforilacion de los residuos de la fosfoserina y fosfotreonina de los substratos
proteicos y por tanto en la regulacion del metabolismo celular, replicacion del DNA,
transcripcion, progresion del ciclo celular, diferenciacion, desestabilizacion gendmica e
incluso oncogénesis (Ten-Hage et al., 2000; Vanden Heuvel, 2002). La hiperfosforilacion
causada por la inhibicién de la actividad de las protein fosfatasas serina/treonina, afecta a la
secrecion de Na' y a la permeabilidad de los fluidos de las células intestinales, de ahi el

efecto diarreogénico de estas toxinas (Cohen et al., 1990).
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Ademas las toxinas del grupo del OA parece que tienen efectos cronicos bastante
importantes que, tras una exposicion prolongada, les confiere caracter de promotores
tumorales y carcindogenos (Fujiki et al., 1988; Fujiki and Suganama, 1999; Ten-Hage et al.,
2000). La salubridad para los humanos asociada a la toxicidad cronica de las toxinas DSP
como promotores de tumores y componentes mutagénicos todavia no ha sido

adecuadamente estimada (Cordier et al., 2000).

4.6.- Técnicas de deteccién de las toxinas DSP

Como en el caso de otras toxinas marinas, existen basicamente dos tipos de métodos
para su determinacion o la de su toxicidad que se emplean en funcion del coste econdmico
y de la informacién que se quiere obtener: Los ensayos y los analisis. Existen, a su vez dos
tipos de ensayos: in vivo (bioensayos) e in Vitro que normalmente se aplican para la
proteccion de la salud publica y en los que la prioridad es determinar la toxicidad o la
concentracion global de toxinas. Los analisis incluyen los métodos quimicos basados en la
separacion de las toxinas por cromatografia liquida de alta eficacia y deteccion
colorimétrica, fluorimétrica o por espectrometria de masas, asi como la electroforesis
capilar. Hasta ahora los métodos analiticos se empleaban basicamente en investigacion
cuando lo que se queria era identificar y cuantificar cada una de las toxinas presentes en las
muestras. Sin embargo recientemente, la Unidn Europea acaba de aprobar un nuevo
reglamento en el que se establece un periodo maximo de 3 afios para sustituir
completamente a los bioensayos por los analisis como métodos oficiales de deteccion de las

toxinas (Comision Europea, 2011).
4.6.1. Ensayos in vivo (bioensayos)

Se basan en la administracion a un animal de la muestra o extracto de la misma, por

via oral o intraperitoneal y la observacion de los sintomas y/o los tiempos de muerte.

Hasta el afio 2014, el bioensayo en ratén (Yasumoto et al., 1978) continuara siendo
uno de los métodos oficiales para detectar el OA y las DTXs. Este método también se

emplea para la deteccion de otras toxinas (YTX, PTX, AZAs) debido a que presentan
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propiedades de solubilidad muy similares. No obstante el rango de sustancias detectadas, la
sensibilidad y la recuperacion de toxinas depende en gran medida, por un lado, de la
seleccion y proporcion de solventes orgéanicos empleados (tanto para la extraccion como
para los procedimientos de limpieza de las muestras) y por otro, del modo de
administracion de las toxinas (ingestion oral o inyeccion intraperitoneal). El método
estandar implica una extraccion con acetona seguida de una particion liquido-liquido con
éter dietilico. A continuacion se evapora el éter, se resuspende en Tween 60 al 0,1% en
medio salino y se inyecta por via intraperitoneal a los ratones. Los ratones se observan
durante 24 horas anotando sintomas y tiempo de muerte que se correlaciona con la
toxicidad de este tipo (dependiente de la concentracion de toxina y su potencia) presente.
En cada ensayo deben utilizarse 3 ratones. La muerte de dos de los tres ratones en un lapso
de 24 horas tras la inoculacién en cada uno de ellos de un extracto equivalente a 5 g de
glandula digestiva o 25 g de cuerpo entero, debe considerarse como un resultado positivo
con respecto a la presencia de estas toxinas a niveles superiores a los establecidos en la
legislacion (Comision Europea, 2011). La toxicidad se proporciona en unidades raton (UR),
de tal forma que una UR es definida como la cantidad minima de toxina requerida para
producir la muerte de dos de tres ratones en las 24 horas siguientes a la inyeccion
intraperitoneal, es decir, la cantidad minima necesaria (aproximadamente 4 ug de OA
(Aune et al., 2007)), administrada intraperitonealmente, para matar un ratéon de 20 g en 24
horas (Yasumoto et al., 1978). El limite de deteccion para el bioensayo en raton depende de
las condiciones especificas del procedimiento pero puede establecerse en aproximadamente
0.05 UR g'. La cantidad total maxima (en cuerpo entero o cualquier parte consumible por
separado) de OA o DTXs que contenga el molusco bivalvo vivo que va a ser
comercializado nunca podra ser superior a 160 pg de equivalentes de OA por kg
(Comision Europea, 2004). En general se considera al bioensayo en ratdbn como un método
caro y que requiere bastante tiempo, que no es capaz de distinguir entre toxinas o grupos y
en el que se pueden producir abundantes efectos matriz (Stabell et al., 1991; Goto et al.,
2001). Ademas este método, ha sido continuamente objeto de criticas desde el punto de
vista ético del bienestar de los animales. No obstante est¢ método ha asegurado la salud
publica durante afios, es mas barato que la mayor parte de los métodos que podrian

utilizarse para el control de toxinas y tiene numerosas ventajas en los programas de control,
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como su facil adaptacion a volumenes de trabajo cambiantes y la deteccion de toxinas

desconocidas.

El bioensayo en rata (Kat, 1983) también esta regulado para la deteccion de OA,
DTXs y AZAs, Es un test de toxicidad oral en el que en cada ensayo deben utilizarse 3
ratas. Una reaccion diarreica en cualquiera de las 3 ratas se considerara un resultado
positivo con respecto a la presencia de OA, DTXs y AZAs a niveles superiores a los
establecidos en la legislacion (Comision Europea, 2011). El limite de deteccion de este
ensayo es de aproximadamente 800 mg de equivalentes de OA por kg ' de glandula
digestiva (Blanco et al., 2005). Aunque este tipo de bioensayo simula la forma en la que se
intoxican los humanos y no requiere de extraccion previa de las toxinas, es un método solo

semicuantitativo y de baja precision.

Existen otra serie de ensayos in vivo alternativos al bioensayo en raton y en rata,
que incluyen el empleo de crias de raton (Hamano et al., 1986), bioensayos con Daphnia
magna (Vernoux et al., 1993) e incluso bioensayos con otros mamiferos (revisado en
Fernandez et al., 2003b).

4.6.2. Ensayos in vitro
4.6.2.1. Ensayos funcionales

Los ensayos funcionales correlacionan la toxicidad con la respuesta de las células de
cultivo al mecanismo de accion de la toxina. Existen varios métodos desarrollados para OA

y DTXGs.

Los ensayos de inhibicion de las fosfatasas, que son mencionados especificamente
en la legislacion como un método alternativo para la deteccion de toxinas lipofilicas
(Comision Europea, 2011), son ensayos funcionales que se basan en la capacidad
inhibitoria que el OA y las DTXs tienen sobre las protein fosfatasas PP1 y PP2A (Bialojan
and Takai, 1988; Cohen, 1989). El procedimiento detecta y cuantifica las toxinas midiendo
la inhibicion de fosfatasas parcialmente purificadas. Las fosfatasas purificadas se disponen

en una fase solida (una placa de microtitulacion) y el ensayo de inhibicion, para determinar
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la presencia o no de las toxinas, se realiza mediante una incubacion en los pocillos de la
placa de un extracto metandlico de las toxinas en presencia de una determinada cantidad de
enzima. Las toxinas se determinan mediante la comparacion de la actividad fosfatasa con
patrones conocidos de la misma. La forma de revelar la actividad de la toxina consiste en
cuantificar el color del fosfato libre, la fluorescencia (para substratos fluorescentes), la
luminiscencia (para substratos luminiscentes) o la actividad radiactiva que generan los
distintos tipos de substratos para la PP2A en un espectrofotometro, fluorimetro,
luminémetro, o medidor de radiactividad. De esta forma se han desarrollado ensayos
basados en sustratos radiactivos (Holmes, 1991; Chen et al., 1993; Honkanen et al., 1996),
ensayos colorimétricos (Takai and Mieskes, 1991; Simon and Vernoux, 1994; Tubaro et

al., 1996a) y ensayos fluorimétricos (Vieytes et al., 1997; Prassopoulou et al., 2009).

En general y en trabajo con soluciones patron, la sensibilidad de los métodos
fluorimétricos (limite de deteccion de 2 pg OA/kg hepatopancreas) es mayor que la de los
colorimétricos (limite de deteccion de 10 pug OA/kg hepatopancreas) (Mounfort et al.,
1999). Ademas los ensayos fluorimétricos presentan buenas correlaciones tanto con
métodos analiticos (HPLC) como con bioensayos (Gonzalez et al., 2002) lo cual también

sucede con algunos colorimétricos.

Uno de los kits comerciales que ha tenido bastante utilizacion es el Toxiline DSP
(ZEU Inmunotec). Este kit se basaba en un ensayo enzimatico que emplea la fluorescencia
como principio de deteccion. Inicialmente fue desarrollado y patentado por Botana et al.
(1996) y posteriormente ZEU-Inmunotec lo estandarizé y comercializ6. Su validacion se
realizd en colaboraciéon con el CRLMB (Laboratorio Comunitario de Referencia de
Biotoxinas Marinas). El test es aplicable para equinodermos, tunicados, gasterépodos
marinos y varias especies de bivalvos (mejillones, almejas, ostras o vieiras) tanto para la
determinacion del OA como de otras toxinas carboxilicas del grupo de las DSP. Presenta un
limite de deteccion de 30 ug OA/kg hepatopancreas y un limite de cuantificacion de 85 pg
OA/kg hepatopancreas. Recientemente este test estd siendo sustituido por otro

colorimétrico, con limites de deteccion similares y que estd siendo validado.

Por lo general los ensayos de inhibiciéon enzimdtica son simples, econdmicos,

sensibles, rapidos y selectivos y permiten detectar el OA, DTX1, DTX2 y presumiblemente
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otros analogos de este grupo. En los casos de las DTX3, los diol-éster y la DTX4 Ia
aplicacion de este tipo de ensayos requiere un paso previo de hidrolisis (Mounfort and

Suzuki, 2001).

Los ensayos de citotoxicidad permiten detectar cualitativa y cuantitativamente una
respuesta toxica de las células basada en la observacion al microscopio, o por otros
métodos, de los cambios morfoldgicos y/o estructurales que sufren dichas células tras ser

expuestas a la toxina.

Uno de los primeros ensayos de citotoxicidad desarrollados se basdé en la
observacion microscopica de los cambios morfoldgicos que sufrian hepatocitos de rata que
habian sido expuestos a extractos de toxinas DSP y a OA purificado (Aune et al., 1991).
Posteriormente Amzil et al. (1992), obtuvieron una buena correlacion entre los resultados
del ensayo celular y de la cuantificacion del OA por HPLC. Por su parte en un ensayo
realizado por Fessard et al. (1994), y que posteriormente fue completado por Diogéne et al.
(1995), se encontr6é un nuevo cambio morfoldgico como consecuencia de exponer extractos
de fibroblastos a la toxina OA. Tubaro et al. (1996b) desarrollaron un ensayo de
citotoxicidad para la cuantificacion del OA en mejillones, basado en la utilizacion de
células KB (carcinoma epidérmico humano). Recientemente, Cafiete et al. (2010) llevaron
a cabo un estudio comparativo entre un ensayo celular con células NG108-15 (limite de
deteccion de 47 ug equivalentes OA/kg) y un ensayo de inhibicion de fosfatasas (limite de
deteccion de 45 pg equivalentes OA/kg) y encontraron que ambos ensayos son
perfectamente validos para la deteccion de OA en mejillones naturales y ademas, que los

resultados obtenidos son bastante similares respecto a los de LC-MS/MS.

En general se puede decir que el ensayo de citotoxicidad es un método cualitativo,
en el que los cambios que se producen no dependen linealmente de la dosis administrada,
y que permite distinguir entre el OA, la DTXI, las YTXs y la PTX1, ya que cada una de
ellas induce cambios en la forma de las células o la aparicion de irregularidades en la
superficie de las mismas. Ademas este tipo de ensayos, que resultan esenciales para
elucidar el mecanismo de accion de las toxinas, son altamente sensibles, relativamente
sencillos y permiten aumentar el nimero de muestras examinadas. No obstante esta técnica

presenta ciertas dificultades a la hora de replicar los resultados entre distintos laboratorios.
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4.6.2.2. Ensayos estructurales (inmunoensayos)

A lo largo de los afios se han ido desarrollando diferentes tipos de inmunoensayos
para la deteccion del OA y las DTXs, basados en la medicion de la interaccion que se
produce entre anticuerpos y toxinas especificas y que no tienen por qué relacionarse

necesariamente con la actividad biologica de la toxina.

El método RIA (“Radioinmunoassay”) desarrollado para el OA por Levine et al.
(1988), mide la inhibicion resultante de la competencia que se produce por el anticuerpo
entre el OA de las muestras y OA tritiado. Es un método sensible con un limite de
deteccién de 0.2 pg OA mL™, pero su complejidad y uso de componentes radiactivos lo

limitan sustancialmente para su aplicacion rutinaria en laboratorios de control.

También se han desarrollado varios métodos ELISA (“enzyme-linked
inmunosorbent assay”) en forma de kits para la deteccion de toxinas DSP entre los que se
encuentran el “DSP Rapid kit” (Sceti, Tokio, Japén) y el “Okadaic acid kit” de Rougier
Bio-Tech (Montreal). E1 “DSP Rapid kit” se basa en el uso de anticuerpos monoclonales
desarrollados por Usagawa et al. (1989). El ensayo es muy rapido y sencillo y tiene el
limite de deteccion en aproximadamente 20 ng OA g'l. Los anticuerpos muestran una
reactividad cruzada del 70% con DTX1 (Usagawa et al., 1989), del 40% con DTX2
(Carmody et al., 1995) y no reaccionan con las DTX3, que tendrian que ser hidrolizadas
para obtener, al menos, resultados cualitativos. El “Okadaic acid kit” se basa en el uso de
anticuerpos monoclonales contra el OA y un anticuerpo anti-idiotipyc (Shewstowsky et al.,
1992), vinculado a la fase solida que compite con el OA de las muestras por el sitio de
unién al anticuerpo. La sensibilidad del anticuerpo para DTX1 y DTX2 es
considerablemente mas baja que la exhibida para el OA, y las DTX3 no se detectan. Sin
embargo ciertos derivados como diol-éster, DTX4 y DTXS presentan afinidades similares a

las del OA (Lawrence et al., 1998).

En general los inmunoensayos son métodos sensibles, rapidos y con buen
rendimiento. Sin embargo la reactividad cruzada de los anticuerpos estd limitada a

componentes con sitios especificos compatibles, por lo que puede que o bien no se detecten
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todos los analogos (falsos negativos), o que los que se detecten no sean toxicos (falsos

positivos).

4.6.3. Métodos quimicos

Permiten realizar el andlisis cualitativo y cuantitativo de las toxinas individuales.
Miden una respuesta instrumental que es proporcional a la cantidad de toxina presente en la
muestra. Requiere una calibracion previa del equipo asi como el uso de estdndares de cada

una de las toxinas.
4.6.3.1. Cromatografia liquida con detector de fluorescencia (HPLC-FD)

Dentro de los métodos quimicos, la HPLC-FD ha sido ampliamente utilizada en
todo el mundo para la deteccion de las toxinas lipofilicas. Ninguna de las toxinas
pertenecientes al grupo de las DSP posee grupos que al ser excitados a una determinada
longitud de onda absorban luz de una longitud de onda caracteristica (cromoéforos), o que
tengan fluorescencia (fluoro6foros). Debido a esto, para poder emplear las técnicas de
HPLC-FD en la identificacion y cuantificacion de estas toxinas, es necesario introducir un
paso previo a la cromatografia consistente en una derivatizacion quimica precolumna en la
que los extractos toxicos reaccionan con reactivos fluorescentes. Mediante esta técnica
quimica se forman toda una serie de productos que posteriormente son separados en la
columna cromatografica y detectados como derivados fluorescentes de las toxinas. En el
caso del OA y las DTXs, los fluor6foros mas frecuentes reaccionan con el grupo carboxilo
de la molécula. Uno de estos reactivos es el 9-anthryldiazomethane (ADAM) (Lee et al.,

1987) (Figura 3), ampliamente utilizado debido a su elevada selectividad y sensibilidad.
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Figura 3. Marcaje fluorescente del grupo carboxilo del OA y DTX con ADAM (Lee et
al., 1987)

Para eliminar las posibles interferencias que pueden generar la presencia de los
compuestos fluorescentes, se suele realizar un paso previo de limpieza de muestras
mediante cartuchos de extraccion en fase solida (SPE). El limite de cuantificacion de esta
técnica es de 100 pg de OA kg’ de glandula digestiva (EFSA, 2008). Las DTX3, diol-
ésteres, DTX4 y DTXS no pueden ser identificadas directamente mediante este método, por
lo que es necesario para su identificacion un paso previo de hidrolisis alcalina (Yasumoto
et al., 1989; Fernandez et al., 1996).

Dentro de los principales inconvenientes de esta técnica destacan la escasa
estabilidad del reactivo ADAM vy la posibilidad de pérdida de toxinas durante el paso de
lavado en columnas de silice. El procedimiento con ADAM ha sido objeto de numerosas
modificaciones con el fin de mejorarlo (Quilliam, 1995; Quilliam et al., 1998). Ademas se
han investigado otros reactivos como posibles sustitutos del ADAM, como el 1-
bromoacetylpyrene (BAP) (Dickey et al., 1993), la cumarina, un derivado de un
fenilpropanoide (Shen et al., 1991; Luckas, 1992; Marr et al., 1994), el 2-(anthracene-2,3-
dicarboximido) ethyl trifluoromethanesulfonate (AE-OTf) (Akasaka et al., 1996) o el

luminarin-3 (James et al., 1998).
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4.6.3.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)

El desarrollo y la aplicacion de la técnica de LC-MS en los ultimos afios para el
analisis de toxinas marinas asi como el desarrollo de métodos capaces de identificar
numerosas toxinas a la vez, han supuesto uno de los mayores avances en su campo, y han
convertido a este técnica, en la herramienta actual mas poderosa para la identificacion y
determinacion de multiples toxinas. Es un método especifico, sensible y selectivo, que es
capaz de aportar informacion sobre la estructura de las toxinas facilitando su confirmacion
y la identificacion de nuevas toxinas y analogos. Al igual que otros métodos quimicos
necesita patrones para la calibracion, desarrollo del método y cuantificacion, pero en
ocasiones es posible obtener informacion de la presencia de un andlogo de una toxina de
estructura conocida a partir del patron de la toxina mas relevante del grupo.

Existen numerosos tipos de espectrometros de masas (trampas idnicas, cuadrupolos
simples, triples cuadrupolos, tiempo de vuelo...) que difieren principalmente en la
sensibilidad e informacion que aportan.

A lo largo de los afios se han ido desarrollando numerosos métodos tanto para la
deteccion de OA, DTX1 y DTX2 (Pleasance et al., 1990; Quilliam, 1995; Draisci et al.,
1998; Suzuki and Yasumoto, 2000; Gerssen et al., 2009b) como de DTX3 y diol-ésteres de
OA y DTXI1 (Hu et al., 1992b; Marr et al., 1992; Vale and Sampayo, 1999; Suzuki et al.,
2004; Vale, 2006a; Torgersen et al., 2008a,b; Gerssen et al., 2009b). Dichos métodos
difieren unos de otros basicamente en la fase movil, tipo de tampon, pH, fuerza ionica, fase
estacionaria y modo electrospray (positivo o negativo) empleado.

Uno de los grandes problemas de estas técnicas, ademas del elevado coste de los
equipos, se deriva de la presencia de efectos derivados de la matriz bioldgica de las
muestras que, en ocasiones, conlleva cuantificaciones erroneas. La supresion parcial o total
de la ionizacion o el aumento de su eficiencia debido a la coelucion de sustancias puede
provocar variaciones en las respuestas y dificultar las cuantificaciones mediante el uso de
soluciones estandar puras, por lo que Ito et al. (2001), sugieren el uso de métodos de
adicion estandar para la cuantificacion de toxinas DSP mediante LC-MS. También han

sido propuestas como medidas para eliminar los posibles efectos matriz, la inclusion de
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pasos de limpieza mediante cartuchos de extraccion en fase solida (SPE) previos al analisis
en LC-MS (Ofuji et al., 1999; Suzuki and Yasumoto, 2000; Gerssen et al., 2009a).
Actualmente el LC-MS estd siendo usado como método de rutina para la
cuantificacion de toxinas DSP y PTX en Nueva Zelanda para controlar la recogida de
moluscos comerciales (McNabb and Holland, 2003) y hasta ahora, como complemento al
bioensayo en ratobn en programas de control (Hess et al., 2003). Sin embargo acaba de
aprobarse un nuevo reglamento (Comision Europea, 2011) por el que se modifica uno
anterior (Comision Europea, 2005) en lo relativo a los métodos de andlisis reconocidos para
la deteccion de biotoxinas marinas en moluscos bivalvos vivos. En ¢l se determina como
nuevo método de referencia para la deteccion de toxinas lipofilicas el LC-MS/MS, si bien
se establece un periodo de adaptacion hasta el 31 de diciembre del 2014 durante el que el
bioensayo en raton también podré ser utilizado, a fin de permitir que los Estados miembros

adapten sus métodos al citado LC-MS/MS.

4.6.3.3. Electroforesis capilar
La electroforesis capilar es un método cuantitativo que presenta una alta resolucion
en la separacion y requiere muestras de pequeiio tamafio. Han sido desarrollados algunos

métodos (Gago-Martinez, 2003a; Gago-Martinez et al., 2003b).

5. MITIGACION DE LOS EPISODIOS TOXICOS

El tratar de disefar estrategias que permitan eliminar o al menos disminuir en parte,
los efectos negativos que conlleva la aparicion de episodios toxicos resulta de indudable
interés practico. En los ultimos afios se han desarrollado diferentes estrategias para tratar de
mitigar las incidencias de los episodios toxicos centrandose en los 3 agentes fundamentales
involucrados en el proceso: el fitoplancton, los moluscos bivalvos y el hombre.
Fundamentalmente son 3 las vias sobre las que se puede actuar: reduccion de la
disponibilidad de toxina, eliminacién de toxinas de los organismos y seleccion genética de

los organismos cultivados.
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5.1.- Reduccién de la disponibilidad de toxina

La exposicion de los moluscos bivalvos al fitoplancton toxico productor de toxinas
DSP puede disminuirse, al menos en parte, o bien reduciendo la biomasa algal disponible o

bien variando la localizacion de la poblacion de bivalvos

Hasta el momento se han probado toda una serie de luchas fisicas, quimicas y
bioldgicas para reducir la biomasa de las poblaciones tdxicas pero sin gran €xito en general
(revisado en Blanco-Pérez, 2001). La tinica técnica que se ha desarrollado con éxito frente a
la proliferacion del fitoplancton nocivo se empled en Corea para combatir toda una serie de
episodios causados por el dinoflagelado Cochlodinium polykrikoides (Kim, 1998). Este
método consiste en dispersar arcillas en el agua que al sedimentar, arrastran una buena
parte de las células nocivas. Afios mas tarde se tratdo de romper las células mediante el uso
de ultrasonidos (Thomas and Gerritsen, 2000) pero debido a las consecuencias negativas
que pueden suponer la liberacion de determinadas sustancias contenidas en las células al
agua, se descartd para su uso a gran escala. A nivel de accidon quimica se prob6 también la
posibilidad de tratar a la especie Gymnodinium breve con una sustancia producida por una
cianoficea y denominada aponina que induce la lisis celular (Steidinger, 1993). El método
resulto ser efectivo contra la floracion, pero al igual que en el caso de los ultrasonidos, la
liberacion de toxinas al agua podia producir efectos incluso mas adversos que en la propia
microalga, por lo que la técnica fue rechazada. El empleo de electrolisis del agua de mar
como fuente de cloro activo para destruir las células toxicas también ha sido sugerido (Kim
et al., 2000). No obstante, tanto este tltimo método como el de ultrasonidos son del todo
inespecificos y pueden afectar a las poblaciones de plancton que sucedan a las que se
destruyen de manera completamente impredecible. También han sido probadas a nivel
experimental numerosas vias de accion bioldgica basadas en el uso de virus (Nagasaki and
Yamaguchi, 1997; 1998a,b), bacterias (Yoshinaga et al., 1997; Gentien, 1998; Doucette et
al., 1999), hongos (Mountfort et al., 1996) y protozoos (revisados en Elbrichter and
Schnepf, 1998) que fueran capaces de matar las células toxicas, pero estas vias nunca han

sido probadas en situaciones reales.
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La segunda posible via de actuacion consiste en la reubicacion de las poblaciones en
lugares o a profundidades donde las concentraciones de las poblaciones nocivas sean

menores (Haamer et al., 1990; Desbiens and Cembella, 1993).

5.2. Eliminacion de toxinas de los organismos

Otra forma de tratar de mitigar las consecuencias de los episodios toxicos pasa por
actuar sobre los propios moluscos bivalvos una vez que ya han adquirido la toxicidad,
disefiando tratamientos que permitan la eliminacion de los toxicos, bien sea in Vivo o

mediante procesado industrial.

A lo largo de los ultimos afios se han hecho numerosos intentos de disefiar
estrategias que permitan acelerar la depuracion de organismos marinos contaminados con
DSP. Entre ellas una de las mas claras consiste en transferir los bivalvos a otras aguas libres
de organismos toxicos y con condiciones ambientales favorables para el proceso depurativo
(Desbiens and Cembella, 1993; Lodeiros et al., 1998). Desafortunadamente, un efecto muy
reducido de las condiciones ambientales sobre la tasas de depuracion de toxinas DSP y PSP
en Mytilus galloprovincialis (Blanco et al., 1999), sugiere que la translocacion de las
poblaciones es una herramienta mas util para prevenir la reintoxicacidon que para
incrementar la propia tasa de depuracion. Aunque se ha tratado de acelerar la depuracion de
toxinas PSP en diversos organismos y con diversos compuestos (revisado en Fernandez et
al., 2003a), han sido pocos los intentos realizados para las toxinas DSP. De entre ellos cabe
destacar, un tratamiento con ozono (Croci et al., 1994), variaciones de temperatura o
salinidad (Blanco et al., 1999) y la edad o el tamafio de los bivalvos (Duinker et al., 2007),
pero ninguno de ellos parece tener influencia sobre las tasas de eliminacion de estas
toxinas. Por su parte la disponibilidad de alimento si parece tener un ligero efecto positivo
sobre la depuracion (Sampayo et al., 1990; Blanco et al., 1999) aumentando su tasa

aparente en condiciones de ayuno (Svensson, 2003).

Cuando los organismos no van a ser vendidos o consumidos vivos, se pueden
emplear algunos procesos industriales con el fin de eliminar o al menos reducir, la cantidad

de toxina que contengan (revisado en Reboreda et al., 2010). El procesado industrial mas
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sencillo es el que se basa en la eliminacion de las partes del organismo que acumulan
mayor cantidad de toxina. La acumulacion de las toxinas es muy diferente en los distintos
organos y tejidos de los bivalvos (Cembella et al., 1993; Bricelj and Cembella, 1995;
Arévalo et al., 1998; Blanco et al., 2007b) con lo que la posibilidad de reducir la toxicidad
de los individuos por eliminacion de las partes mas toxicas (evisceracion) es viable. Sin
embargo este proceso ha de emplearse con cautela, dado que el mecanismo de acumulacion
diferencial en los distintos 6rganos y tejidos es dinamico, con lo que no es posible asignar
un porcentaje de toxicidad determinado a un 6rgano o tejido sino que éste depende del
estado de intoxicacion/ desintoxicacion en el que se encuentre el bivalvo en ese momento.
En el caso de la vieira Pecten maximus, la evisceracion es el método mas empleado para
poder explotar las poblaciones evitando intoxicaciones de tipo ASP. También existen otros
métodos de procesado industrial que han resultado tener bastante éxito, especialmente para
PSP y ASP. En este sentido se ha visto que las concentraciones de toxinas PSP se reducen
en diversos moluscos cuando se enlatan o autoclavan en medio basico (Berenguer et al.,
1993; Vieites et al., 1999) o cuando se someten a un tratamiento térmico (Nagashima et al.,
1991; Indrasena and Gill, 1999). El efecto de la congelacion para la eliminacion de PSP
depende, en gran medida, de la matriz empleada (Reboreda et al., 2010). La congelacion
(Leira et al., 1998), el cocinado (Vidal et al., 2009) y, como ya se cit6 anteriormente, la
evisceracion, han resultado ser métodos bastante eficaces para la reduccion de toxicidad de
tipo ASP. Ninguna de estas técnicas parece ser efectiva para la eliminacion de las DSP pero
hace unos afnos, se desarroll6 un método bastante eficaz para eliminar dicha toxicidad de
los bivalvos mediante el uso de fluidos supercriticos (Gonzalez et al., 2002) . Esta técnica
permite reducir notablemente la toxicidad de los bivalvos pero requiere una deshidratacion
inicial del producto con lo que unicamente es aplicable sobre aquellos productos que

requieran, o al menos toleren bien, dicho tratamiento.

5.3. Seleccion genética de los moluscos cultivados

Actualmente estd siendo objeto de estudio una tercera via que consiste en
seleccionar genéticamente los moluscos cultivados que tengan una menor capacidad de

acumulacion de toxinas. Mediante esta via, en caso de resultar efectiva, se podra disminuir,
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al menos en parte, la incidencia de los episodios toxicos. Dicha estrategia se basa en
seleccionar, mediante técnicas de mejora genética, un conjunto de reproductores con menor

capacidad de captacion y/o retencion de las toxinas que la media de la poblacion actual.

5.4. Importancia de los mecanismos de acumulacion

La aparicion de episodios toxicos suele traer consigo graves repercusiones
economicas y sociales que ocasionan importantes pérdidas economicas en el sector
pesquero y afines. Como ya se cit6 en el apartado anterior, la mayor parte de las estrategias
para eliminar, o al menos mitigar, las consecuencias de estos procesos, pasan, ademas de
por realizar controles estrictos de la presencia de las toxinas, por conseguir que los bivalvos
acumulen menos cantidad de toxina o que la eliminen mas rapidamente. Para ello, y en
vista del poco éxito de las técnicas simples empleadas hasta ahora, es indispensable conocer
las bases de los procesos de incorporacion, retencion y eliminacion de las toxinas en los
bivalvos. La informacion que se posee actualmente respecto a todo esto todavia es
insuficiente porque, aunque se han realizado varios estudios tratando de determinar los
factores que regulan los la acumulacion (ver apartado 5.2.), han sido muchos menos los
enfocados a los mecanismos implicados en dichos procesos (Svensson and Forlin, 2004).
Comprender los mecanismos de retencion de las toxinas a cualquier nivel (6rgano-celular-
molecular), sus posibles transformaciones intracelulares y sus principales mecanismos de
eliminacidn, abriria toda una serie de posibilidades diferentes para tratar de disefar
mecanismos efectivos de reduccion de la acumulaciéon que permitieran minimizar, al

menos en parte, las consecuencias negativas de los episodios toxicos.

Actualmente apenas existe informacion acerca de dichos mecanismos de
acumulacion de toxinas en moluscos bivalvos. Lo esperable inicialmente es que las toxinas,
independientemente de su forma de entrada en la célula y debido a que no son
constituyentes celulares, en caso de que no se eliminen directamente, sufran
biotransformaciones similares a las de los xenobidticos, convirtiéndose en conjugados
polares que serian mas facilmente excretados. Existe también la posibilidad de que la via de

eliminacidon sea la opuesta, a través de la formacion de compuestos mas hidrofobicos en
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lugar de mas hidrofilicos, como los que estdn implicados en el metabolismo de esteroides
en ostra (Janer et al., 2004) o del estradiol en mejillones (Janer et al., 2005; Labadie et al.,
2007). Algunos compuestos (ésteres con acidos grasos) de los que serian producidos, en
caso de que esta Gltima via fuese utilizada, estan presentes en los bivalvos (Marr et al.,
1992;Vale and Sampayo, 1999; Suzuki et al., 2004; Vale, 2006a; Torgersen et al., 2008b;
Gerssen et al., 2009D).

5.5. Fisiologia digestiva de los moluscos bivalvos

Los moluscos bivalvos se alimentan mediante filtracion captando las particulas en
suspension (seston) del medio. Al estar esta tesis centrada en el mejillon y ser la fisiologia

de la nutricion del género Mytilus la mas estudiada, en €l se centrara esta descripcion.

Las particulas en suspension son retenidas por las branquias y transportadas hacia
los palpos que rodean la boca. Cuando la cantidad de material en suspension supera la
capacidad digestiva del mejillon, este la expulsa como pseudoheces antes de entrar en la
boca, por lo que no sufren el proceso digestivo (Widdows et al., 1979). El alimento
ingerido llega, a través del esofago, al estobmago donde sufre los procesos de ruptura,
seleccion y una parte de la digestion extracelular. En el estobmago se encuentra el estilo
cristalino, que al girar por accion de los cilios que presenta el saco del estilo que lo
contiene, choca contra el escudo gastrico y libera enzimas digestivas. Asi el alimento que
llega sufre procesos de ruptura mecanica y es digerido extracelularmente. Una vez rotas y
disgregadas las particulas alimenticias, se dirigen, en funciéon de su tamafio, o bien a los
diverticulos de la glandula digestiva (las mas pequefias y menos densas) o bien al intestino
medio directamente (las més grandes y pequeiias muy densas) desechandose directamente

como heces o volviendo a la circulacion en torno al estilo para ser mas procesadas.

La glandula digestiva, que es el principal 6rgano en el que el mejillon acumula las
toxinas de tipo DSP (Blanco et al., 2007b), esta formado por un conjunto de pequefios
tabulos de unién (zona tubular) sin salida terminados en un acino digestivo (zona acinar),
que conectan con el estdmago a través de varios conductos ciliados (Figura 4). Los tubulos

digestivos estan compuestos por dos tipos celulares principalmente (Morton, 1983), las
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células digestivas y las células secretoras (Weinstein, 1995). Las células digestivas (Figura
5A) son los tipos celulares mas grandes y mas abundantes. Se caracterizan por ser largos,
con forma de columna, ricos en lisosomas, con la superficie de la célula tapizada con
abundantes microvilli, su citoplasma presenta numerosas vesiculas citoplasmaticas y entre
sus funciones estan las de digestion intracelular, detoxificacion, biotransformacion de
xenobioticos y defensa antioxidante (Gosling, 2003). Las células secretoras (Figura 5B) son
de menor tamafio y menos abundantes. Tienen forma piramidal, presentan, al igual que las
células digestivas, microvilli en su superficie libre, su citoplasma presenta abundante
reticulo endoplasmatico rugoso y cuerpos de Golgi. Su principal funcion es la de dar lugar a
células digestivas ricas en lisosomas (Yonge, 1926), pero parecen tener, ademds, una

funcion secretora (Owen, 1970; Morton, 1983; Henry et al., 1991).
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Figura 4. Seccién de la glandula digestiva de Mytilus edulis mostrando el proceso de
absorcion y digestion intracelular. (Fuente: Owen, 1955).
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Figura 5. Diagrama de célula digestiva (A) y célula baséfila secretora (B) de la glandula
digestiva de Mytilus edulis. (Fuente: Owen, 1972).

La cantidad de alimento que el estobmago y los diverticulos digestivos pueden
procesar en un tiempo dado es limitado. Cuando se supera dicho limite, el material en

exceso no entra en los diverticulos digestivos y pasa directamente al intestino. Existe
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ademas como ya se comentd, una seleccion postingestiva mediante la cual en el lumen
digestivo, algunas particulas se derivan directamente al intestino y otras a los diverticulos.
Estos procesos son los responsables de que aparezcan dos componentes en las heces: uno
intestinal con alimento poco digerido y a menudo incluso con células fitoplanctonicas
vivas, y otro componente glandular compuesto por el material bien digerido que procede de

los tabulos digestivos (Widdows et al., 1979).
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es determinar las bases fisiologicas del
proceso de acumulacion de toxinas DSP en los moluscos bivalvos. El mejor entendimiento
de este proceso contribuiré al desarrollo de métodos que permitan, bien mediante reduccion
de la incorporacion o bien mediante la aceleracion de la depuracion, disminuir en general la
acumulacion de toxinas en los bivalvos. El poder disponer de estos métodos supondria asi
mismo una reduccion, tanto en el riesgo que conlleva para la salud publica el consumo de

marisco contaminado, como en el tiempo en el que la explotacion permaneceria prohibida.

El objetivo principal se puede subdividir en los siguientes objetivos especificos, en

los cuales se utiliza el mejillon Mytilus galloprovincialis como organismo modelo:

1.- Conocer cudles son los principales mecanismos de entrada del 4acido okadaico en las

células de la glandula digestiva.

2.- Conocer si existe compartimentalizacion de las toxinas DSP a nivel de la glandula
digestiva (en los diferentes tipos celulares) y a nivel subcelular (en los diferentes

organulos).

3.- Determinar si las toxinas DSP son secuestradas por medio de ligamiento a algiin

componente celular.

4.- Determinar si las toxinas DSP son degradadas y transformadas en el interior de las

células o excretadas directamente.

5.- Establecer las principales vias de excrecion asi como sus mecanismos asociados.
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DESARROLLO DE LA TESIS
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CAPITULO 1

ESTUDIO IN VITRO DE LA
ABSORCION DEL ACIDO
OKADAICO POR LAS CELULAS DE
LA GLANDULA DIGESTIVA DEL
MEJILLON MYTILUS
GALLOPROVINCIALIS

(LAMARCK, 1819)
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Introduccion

El transporte de moléculas a través de las membranas celulares puede ser de
varios tipos. Por un lado existe el transporte por difusion a través del cual las moléculas
fluyen a favor del gradiente de concentracion y sin consumo de energia. La difusion
puede ser pasiva o simple o puede ser facilitada, si requiere la ayuda de transportadores
proteicos. Por otro lado existe el denominado transporte activo a través del cual, las
moléculas fluyen, incluso en contra de un gradiente de concentracion, lo que implica un
gasto energético. Ademas existe un tercer mecanismo, la endocitosis, proceso por el que
la célula introduce moléculas grandes o particulas a través de su membrana. Cuando la
endocitosis da lugar a la captura de particulas se denomina fagocitosis, y cuando son

solamente porciones de liquido las capturadas, se denomina pinocitosis.

El mecanismo de transporte que pueden utilizar las moléculas para atravesar las
membranas celulares depende, en gran media, de sus caracteristicas quimicas y

estructurales.

El 4cido okadaico (OA) presenta una estructura de poliéter constituida por una
cadena carbonada lineal con un grupo carboxilo libre. Ademas, es un compuesto
lipofilico, con una alta solubilidad en algunos solventes organicos (metanol, cloroformo,

acetona), aunque parcialmente soluble en agua y con un peso molecular de 804.5 Da.

Hasta la fecha se han propuesto varios modelos de absorcion celular para
contaminantes lipofilicos. El primero de ellos, de Moore and Willows (1998), es un
modelo que podria ser aplicable a microcontaminantes ligados a particulas en general y
con un elevado coeficiente de particion octanol-agua (log P > 4) (Smedes, 1994). En él,
los contaminantes son absorbidos en asociacion con el material particulado formando
una especie de complejo de union. La internalizacion del complejo en la célula se
produce bien por fagocitosis o bien por endocitosis dependiendo del tamafio de las
particulas. Los complejos son absorbidos por las células por medio de vesiculas
generadas en la membrana y al final incluidos en los lisosomas. Los otros dos modelos
propuestos (Nam et al., 1990; Daranas et al., 2007) se basan en mecanismos de

difusion a través de la membrana. La difusion directa del OA a través de las membranas
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celulares es bastante improbable al tratarse de una molécula ionizada, pero su entrada
mediante este mecanismo indirectamente en forma de dimeros asociados a moléculas de
potasio (Daranas et al., 2007) o mediante la formacion de agregados de la toxina cuando
se disuelve en tampones biologicos (Nam et al., 1990) conllevan que este tipo de

transporte no pueda ser descartado.

El trabajo que se describe en el capitulo 1 tiene por objetivo determinar cudl o
cudles son los mecanismos reales que tiene el OA para acceder a las células de la
glandula digestiva, principal 6rgano en el que se acumula (Blanco et al., 2007b)
(Objetivo 1). El conocimiento de estos mecanismos contribuira ademas a comprender
mejor cuales pueden ser las principales rutas metabdlicas que sigue esta toxina para ser

depurada por los bivalvos.

En primer lugar y con el fin de poder llevar a cabo los estudios in vitro, se
desarrollé un cultivo de células de glandula digestiva de mejillon sobre el que se
llevaron a cabo los ensayos posteriores. A continuacion se realizd una comparativa entre
la capacidad de absorcion por parte de las células de la toxina disuelta en agua y en
emulsion de aceite, con el fin de determinar si se trataba de un mecanismo de difusion o
de endocitosis. Una vez confirmado el primero de ellos, se realiz6é un disefio factorial en
el que se estudi6 la posible influencia de 3 factores que, a priori, podrian ser relevantes

en el proceso de difusion.

48



ARTICULO 1

Rossignoli, A.E., Fernandez, D., Regueiro, J., Martin, H.,
Marinio, C., Blanco, J., en revision. Okadaic acid uptake by
digestive gland cells of the mussel Mytilus galloprovincialis.

Enviado a Aquatic Toxicology.

49






Elsevier Editorial System(tm) for Aquatic Toxicology
Manuscript Draft
Manuscript Number: AQTOX-D-11-00081

Title: OKADAIC ACID UPTAKE BY DIGESTIVE GLAND CELLS OF THE MUSSEL MYTILUS
GALLOPROVINCIALIS

Article Type: Original Research Paper

Keywords: Diffusion; digestive cells; absorption; okadaic acid; transport; endocytosis, okadaic acid;
uptake

Corresponding Author: Dr. Juan Blanco,
Corresponding Author’s Institution: Centro de Investigacions Marinas
First Author: Araceli E Rossignoli

Order of Authors: Araceli E Rossignoli; David Fernandez; Jorge Regueiro; Helena Martin; Carmen
Mariiio; Juan Blanco

Abstract: Okadaic acid (0A) and other toxins of the diarrhoeic shellfish poisoning (DSP) group are
accumulated and transformed mainly inside the digestive gland cells of the mussels Mytilus
galloprovincialis. In this work the absorption of okadaic acid by the those cells has been studied by

supplying the toxin dissolved in water and included into oil droplets to primary cell cultures, in a series

of experiments. Okadaic acid was found to be absorbed preferentially from the dissolved phase, being
the uptake from oil droplets substantially lower. This fact suggests that diffusion was the main way of
entrance of OA into the cells. ATP did not have any significant effect on the OA absorption indicating
that the process is not an active transport. The absorption was relatively lower when the OA
concentration in the incubation medium increased, suggesting that a facilitated transport could be
involved. Notwithstanding, the possibility of absorption of OA in form as dimers or aggregates, that
could be absorbed by simple diffusion, makes impossible the unequivocal identification of the uptake
mechanism.
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1. Introduction

Diarrheic shellfish poisoning is a severe gastrointestinal illness caused by
consumption of seafood contaminated by feeding on toxigenic dinoflagellates such as
some species of the genus Dinophysis ( Yasumoto et al., 1980; Kat, 1983; Lassus et al.,
1985; Lee et al., 1989; Edler and Hageltorn, 1990; Reguera et al., 1990; Della Loggia et al.,
1993; Giacobbe et al., 2000) and Prorocentrum (Quilliam et al., 1996; Koike et al., 1998;
Lawrence et al., 1998; Bauder et al., 2001; Gayoso et al., 2002; Heredia-Tapia et al., 2002).
The main toxins responsible for DSP are the lipophilic polyether compounds okadaic acid
(OA), its isomer dinophysistoxin-2 (DTX2), its analog dinophysistoxin-1 (DTXI)
(Yasumoto et al., 1985; Hu et al., 1992) and several fatty acid esters of these three parent
toxins (generically known as DTX3, Quilliam, 2003) (Figure 1.1). All these toxins are
highly soluble in some organic solvents -such as methanol, acetone, chloroform or
dichloromethane- but the free forms are also considerably soluble in water (MacKenzie et

al. 2004).

DSP toxins are potent inhibitors of serine/threonine protein phosphatases, especially
of PP2A, but also, to a lesser extent, of PP1B and PP2B (Cohen et al., 1990; Mestrovic and
Pavela Vrancic, 2003). They have been found to be potent tumor promoters (Fujiki et al.,
1988) and the possibility that they are also tumor inducers has been suggested (Ten-Hage et
al., 2000; Creppy et al., 2002).

This group of toxins are accumulated almost entirely in the digestive gland of
shellfish (Blanco et al., 2007), which is the organ that absorbs most products of the
extracellular digestion. Notwithstanding, the precise way by which they are absorbed by
the cells of the digestive gland is not known yet. Two mechanisms seem to be possible: a)
phagocytosis, that is a vesicular process that does not require toxins to pass through the
cellular membrane; and b) diffusion through the membrane. The first mechanism has been
suggested by Moore and Willows (1998) for highly lipophilic xenobiotics, and consists in
phagocytosis of particles or lipid droplets to which lipophilic compounds with an octanol-
water partition coefficient (log P > 4) are likely associated (adsorbed or dissolved into

them) (Smedes, 1994). Typically, the phagocyted compounds are absorbed into the cells by
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means of vesicles generated from the membrane (toxins do not need to pass through the
membrane) and end included in lysosomes. The second probable mechanism, diffusion
through the cell membrane, does not seem a priori a viable mechanism because the toxins
are probably ionized in the digestive fluids, making difficult for them to pass through the
cellular membrane. Nevertheless, the presence, in this group of toxins, of a large apolar
portion of the molecule, and the already documented possibility of formation of dimers
with potassium that are able to pass lipid bilayers (Daranas et al., 2007), make diffusion a

possible mechanism of absorption.

This study has been designed to determine the importance of each these two uptake
mechanisms in digestive gland cells of the mussel (Mytilus galloprovincialis). In order to
do it, OA in dissolved and particulate form (lipidic droplets) was added to a culture of cells
of mussel digestive gland. Furthermore, the effects of ATP, OA concentration and

incubation time on the uptake of OA by digestive gland tissue were examined.
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Figure 1.1. Structures of OA and related DSP toxins.

54




2. Material and methods

2.1. Biological material and chemicals

Mussels free of toxins were obtained from a culture raft from Galicia (Spain).
They were maintained overnight in an aquarium with aerated seawater until the start of the

experiment.

Purified water for analysis and preparation of culture medium was obtained from a
MilliQ-gradient system fed with an Elix Advantage-10, both from Millipore. Acetonitrile
and methanol of HPLC-grade were obtained from Rathburn and Labscan, respectively.
Okadaic acid was obtained from Calbiochem (for additions) and from IMB-NRC, Canada
(OA-Ic certificate reference material). NaCl, KCl, EDTA, CaCl,-2H,0, MgSO4-7H,0 and
ammonium hydroxide were supplied by Merck. HEPES (H3375-250G), gentamycin
sulphate, L15 (Leibovitz) medium, ATP, albumin from bovine serum and trypan blue were

obtained from Sigma-Aldrich and MgCl,-6H,0 from Panreac.
2.2. Digestive gland dissociation

All procedures were carried out under sterile conditions within a laminar flow hood

in a thermoregulated room (18°C = 1°C).

Dissociation of 3 digestive glands (aprox. 0.5 g / mussel) was carried out according
to the soft dissociation procedure of Birmelin et al. (1999). Mussels were dissected to
obtain the digestive glands, the crystalline stylus was removed, the digestive glands placed
in a beaker containing 50 mL CMFS buffer (20 mM HEPES, 500 mM NaCl, 12.5 mM KCI;
pH 7.3, 1100 mOsm) supplemented with gentamycin (0.1%) and minced into small pieces
(2 mm). The fragments of digestive gland were then transferred to a flask containing 250
mL CMFS buffer, including gentamycin (0.1%) and stirred gently for 2 h with a magnetic
stirrer (300 rpm), taking aliquots of the cell suspension every 30 min and replacing the
withdrawn suspension with fresh buffer. The obtained cell suspensions were filtered
through a 100 um sterile nylon mesh and the filtrate was centrifuged at 180 g for 10 min.
The pelleted cells were resuspended in a slightly modified L15 culture medium (0.754g of
Sigma-Aldrich L15 medium, 1.01g of NaCl, 0.027g of KCl, 0.03g of CaCl,-2H,0, 0.05g of
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MgS0O4-7H,0, 0.195g of MgCl,-6H,0; and 100 mL of Milli-Q-gradient water, with pH 7.3
and a osmotic pressure of 1100 mOsm). The medium was supplemented with 0.1%
gentamycin sulphate (Img'mL™") just before use. Cells were washed with that medium by

centrifugation at 180 g for 5 min in order to remove CMFS buffer.
2.3. Primary cell cultures

Primary cell cultures were carried out according to Faucet et al. (2004). The
pelleted cells from digestive gland were resuspended in culture medium (L15 modified
medium) and counted using a Neubauer chamber. In order to adjust the cell density to
approx. 4 x 10° cellssmL" the required volume of culture medium was added. The viability
of the isolated cells was measured by dye exclusion using trypan blue. Finally 100 uL
aliquots of the cell suspension (approx. 4 x 10° cels-mL™") were distributed in a culture plate

that was placed in an incubator at 18°C.
2.4. Experiment 1: Uptake of okadaic acid dissolved in water and oil

In order to test if the absorption of OA by the digestive gland cells is preferentially
made from dissolved or particulate phase, 500 pL aliquots of cell culture were
supplemented with either OA dissolved in water or in olive oil droplets. OA was added to a
final concentration of 120, 600 and 2400 nM. The OA dissolved in oil droplets was
prepared by dispersing olive oil containing OA in L15 medium (1:50, v/v) by sonication
during 10 minutes. After the corresponding additions, cultures were incubated for 3 hours

at 18°C. All tests were carried out by duplicate.

After incubation, the cells in each well were washed three times with fresh medium
(centrifugation 180 g, 20 minutes), in order to remove the non-absorbed toxin. Finally the
medium was removed by washing with water and the absorbed toxins were extracted by
adding 100% methanol (final volume 250 pL) to the pellet (previously weighed) and

sonication. The obtained extract was clarified by centrifugation at 48000 g for 20 min.
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2.5. Experiment 2: Effect of toxin concentration, incubation time, and
ATP

Once determined that OA was absorbed faster from the dissolved phase than from
oil droplets, a factorial experiment was conducted in order to better characterize the
transport of OA across the cell membrane. Both, dissociation of the digestive gland and cell
culture were carried out as explained in sections 2.2 and 2.3. A factorial design with three
factors —OA concentration, incubation time and ATP concentration— and central points was
used in order to determine if the transport is saturable and if it is dependent on a source of
energy (that would indicate that an active transport mechanism was involved). The lowest
and highest levels for the factors were 1.2 and 6 uM for OA concentration, 0 and 4 mM for
ATP and 1 and 4 hours for time (Figure 1.2). All treatments were carried out without
replication with the exception of three central points. In such a design, each factor is
estimated from 7 (4+3) independent observations. After completing the incubation, OA was

extracted as in section 2.4.
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Figure 1.2. Factorial design, with three factors - OA concentration (uM), ATP
concentration (mM) and time of incubation (hours) - for the study of cellular uptake of OA
dissolved in water. Dots in the diagram represent the experimental runs. Numbers inside the
small squares indicate the number of replicates of each design point.

2.6. Experiment 3: Effect of an emulsifier (aloumin) on the uptake of

okadaic acid dissolved in oil

A final experiment was conducted in order to test if the presence or absence of the
albumin as an emulsifier had any effect on the absorption of OA by cells of the digestive
gland of mussels. A new cell culture was obtained, as in sections 2.2 and 2.3, and four

aliquots were obtained. OA was added to each aliquot in oil droplets to a final
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concentration of 2340 nM. Additions to two out of the four aliquots were made with
albumin as emulsifier (150 nM) and to the remaining ones without it. Samples were

incubated for 3 hours at 18°C and OA was extracted as explained in section 2.4.
2.7. Toxin analysis

Okadaic acid was analyzed by LC/ESI-MS/MS using an Accela UHPLC system
coupled to a triple quadrupole mass spectrometer TSQ Quantum Access MAX (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) equipped with a heated electrospray ionization
source HESI-II.

Chromatographic conditions were adapted from those reported by Gerssen et al.
(2009). Chromatographic separation was carried out in a reversed phase column Gemini-
NX C18 (100 x 2.0 mm, 3 pm) from Phenomenex (Torrance, California, USA) maintained
at 40 °C. Mobile phases A and B were, respectively, water and MeCN/water (90/10, v/v),
both containing 6.7 mM NH4OH (pH=11). The following linear gradient at a flow rate 400
uL min™' was used: start at 25%B, hold for 1 min, increase from 25%B to 95%B over 4
min, hold at 95%B for 3 min, return to initial conditions over 2 min and re-equilibrate for 2
min. The total run time was 12 minutes, including column re-equilibration. Injection

volume was 5 pL.

The ion transfer tube temperature and the HESI-II vaporizer temperature were set at
360 °C and 110 °C, respectively. Nitrogen (>99.98%) was employed as sheath gas and
auxiliary at 60 and 10 TSQ Quantum arbitrary gas pressure units, respectively. The mass
spectrometer was operated in negative ionization mode with a spray voltage of 3500 V.
Detection was carried out in the multiple reaction monitoring (MRM) mode using argon
(>99.999%) as collision-induced-dissociation (CID) gas at a pressure of 1.5 mTorr. The
transition 803.5>255.2 and 803.5>563.5 m/z, with a collision energies of 48 and 43 eV,
were used for quantification and confirmation, respectively. Instrument control and data

acquisition were performed with Xcalibur 2.1 software (Thermo Fisher Scientific).

Quantification was carried out by external calibration using certified reference
solutions in methanol. Relevant matrix effects were not observed when assessed using the

post-extraction addition method (spiking).
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2.8. Statistical analysis

The statistical significance of the treatments in experiments 1 and 3 were checked
by means of ANOVA, with Minitab 15 Statistical Package. The factorial plan used in

experiment 2, was designed and analyzed using the same statistical software.
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3. Results

3.1. Dissociation and cell culture viability

Between 75 and 91-10° isolated cells per gram of digestive gland were routinely obtained.
Their initial viability was always over 78% (Table 1.1) and remained constant for at least

the first 15 hours in culture.

Table 1.1. Dissociation yield and percentage of cell viability obtained for three samples.
Viability was measured by trypan blue exclusion and dissociation yield is expressed in

millions of cells per gram of digestive gland (DG). + SD = + Standard deviation.

Sample number

Standard
1 2 3 deviation
Dissociation yield
10° cels/g DG 90.9 86.2 76.2 7.5
% viability by dye 81.2 78.2 84.3 3.05

exclusion

3.2. Uptake of OA dissolved in water and oil

The uptake of OA by digestive gland tissue was faster when the toxin was supplied
dissolved in water than when it was in oil droplets (Figure 1.3) (p<0.05).

In the case of OA dissolved in water, the uptake by cells increased with the toxin
supplied showing an almost linear relationship. However a very slight curvature at the
highest concentration could be observed, which could indicate a tendency to saturation.
This trend was supported by the results of the following experiment in which OA

concentration was higher.
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In the case of OA dissolved in oil droplets, when the concentration added to the cell
culture was low (120 nM) OA in cells was below the limit of quantification (LQ). When
OA concentrations added were higher, some of the toxin uptake by cells was observed and
some saturation of the uptake seems to take place, but the dispersion between the

observations was too high as to demonstrate this trend (Figure 1.3).

3.5

3.04

2.5

2.0
1.5

1.0 -

Uptake of OA (pmol/mg)

0.5 1

0.04

1 ' 1 M 1 v 1 ' 1 v 1
0 500 1000 1500 2000 2500
OA concentration in the incubation medium (nM)

Figure 1.3. In vitro uptake of okadaic acid (OA) by digestive gland cells of the mussel
(Mytilus galloprovincialis). Values are means of 2 replicates + SD. LQ = limit of
quantification
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3.3. Effect of okadaic acid concentration, time and ATP on the OA uptake

Toxin concentration and incubation time had relevant effects on the OA absorption

by cells (p < 0.005) (Table 1.2). There was also interaction between these two factors (p <

0.005) because, at the highest concentration of toxin in the culture, proportionally less toxin

was absorbed than at the lowest one, at the end of a 4-hour exposure (Figure 1.4).

ATP did not have any significant effect, indicating that OA uptake is not an ATP-

dependent process.
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Figure 1.4. Interaction between OA concentration (uM) and incubation time (hours) on the OA
(picomol/mg) absorbed by cells of the digestive gland of the mussel Mytilus galloprovincialis.
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Table 1.2. Analysis of the factorial experiment reduced to the two statistically significant
factors (ATP was omitted). The curvature of the response was checked by including the
central points in the analysis. The upper part shows the magnitude of the effects, their

corresponding coefficients and Ts, and their probabilities; the lower part shows the analysis
of variance (ANOVA) of the design indicating the degrees of freedom (d.f.), the mean
square (MS), F-value and its probability (p).

Yy oA Gmaimg

Term Effect Coefficient T p
Constant 2.9050 44.92 0.000
Concentration 2.4795 1.2397 19.17 0.000
Time 0.7704 0.3852 5.96 0.001
Time x Concentration -0.5577 -0.2789 -4-31 0.005
Central points

(curvature) 0.1431 1.16 0.292

3.4. Effect of addition of an emulsifier (albumin)

In the case of the toxin dissolved in oil, a very similar average uptake was found in
presence or absence of albumin (0.409 + 0.0705 and 0.414 + 0.0197 pmol/mg, respectively;
p= 0.909; Figure 1.5). The estimated values were again comparable with those obtained in

the previous experiment (see point 3.2.).
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Figure 1.5. Box plot of OA (pmol/mg) absorbed by digestive cells of mussel Mytilus galloprovincialis
after adding okadaic acid (OA) dissolved in oil in presence (with) and absence (without) of albumin as an
emulsifier.
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4. Discussion

The uptake of OA by the cells of digestive gland was higher when the toxin was
dissolved in water than in oil. The aggregation of oil droplets was not responsible of the
low absorption of toxin as the addition of an emulsifier did not increase the amount of OA
absorbed. These results suggest that diffusion through the cell membrane, more than
endocytosis, is the main way by which OA enters the digestive cells. Even when it has been
suggested that the uptake of compounds with Log P higher than 4 (as is the case of OA)
are taken up by mollusks by endocytosis of the particles to which the compounds are
adsorbed and not by diffusion (Smedes, 1994; Moore and Willows, 1998), this does not
seem to happen with OA. The most likely reason is that the hydrophilicity of OA, that is an
ionizable compound, is substantially higher than that estimated by its Log P at pH above
its pKa, and that the coefficient of distribution Log D (which is a function of pH and pKa;
Log D = Log P + pKa — pH) should be used to describe the hydrophilicity instead of the
partition coefficient Log P. Unfortunately, there is a large variation between the existing
estimates of the Log P for OA. By means of predictions from the structure Log P of 4.45
have been estimated (Fux, 2008) but also of 5.89 (Paz et al., 2007). Advanced Chemistry
Development (ACD/Labs) Software V11.02 gives a value of 4.513 £ 0.852.
Experimentally, Fux (2008) estimated Log Ps of 5.05, Takahashi et al. (2007) 3.4, both by
chromatography. pKa has been estimated to be of 4.9 (Fux, 2008) and ACD/Labs Software
V11.02 estimates a value of 3.87 £ 0.16 from the structure. If the highest values for Log P
and pKa were assumed, Log D at neutral pH (which is near the usual pH range in the
digestive system of bivalves, Langton (1977), Mathers (1974)) would be below 4 and
consequently the absorption by the cells would take place from the dissolved phase. If
intermediate values of Log P and pKa or if the estimate based in the structure given by
ACD/Labs Software were used to compute Log D, it would be between 1 and 2, which
would made even more likely the uptake from the dissolved phase. The direct estimates of
partition between octanol and buffer at pH 7.4 made by Nam et al. (1990) yield smaller
Log D values, 0.9-1.27, and those made by Gonzalez et al. (2001) even smaller, 0.2,
between octanol and water probably at pH 7.3 (they did not indicate the precise partitioning
conditions). It has been observed that okadaic acid aggregates when dissolved in biological

buffer (Nam et al., 1990) and that can form dimers with potassium (Daranas et al., 2007).
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Both processes seem to make the pass of OA through membranes easier but we do not

know how these processes could affect the adsorption of the toxin to food particles.

The uptake by diffusion from the dissolved phase is supported by the fact that in a
previous study using mussels naturally contaminated with OA, we found that nearly 90% of
the OA was in the cytosol of the digestive gland cells (Rossignoli and Blanco, 2010) and
not in the lysosomes, as could be expected if the absorption would have taken place by

phagocytosis or other endocytic process (Moore and Willows, 1998).

Notwithstanding, the possibility that a proportion of the OA enters the cell by the later
mechanism cannot be ruled out. A study by Guéguen et al. (2010), using a methodology
very close to that in Rossignoli and Blanco (2010), found that a large proportion of the OA
absorbed was located in a subcellular fraction that included lysosomes. In natural
conditions, it could be possible, that the proportion of OA absorbed by one or other
mechanism depends on the efficiency of the extracellular step of the digestion, because OA

could be included in particles from phytoplankton cells.

The uptake of OA dissolved in water by digestive gland tissue was dependent on time
and concentration but it does not seem to be affected by ATP. Absorption of OA by the
digestive gland neither seems to be related with the concentration in the medium in a
perfectly linear way, as relatively fewer toxins was absorbed at the highest concentrations
tested. This suggests that the involved uptake mechanism saturates and consequently that a
simple diffusion might not be responsible for the absorption. Nevertheless, the actual

mechanism could not be unequivocally identified with our data.

The relatively smaller incorporation of toxin at high concentration would point to a
facilitated transport as uptake mechanism —not requiring ATP but showing saturation of the
transporter- but it is possible that the diffusion of dimers of OA with potassium, as
suggested by Daranas et al. (2007) or aggregates (Nam et al., 1990) could explain the
observed response. Additional work is required to determine if one of these two

mechanisms is the responsible for the OA absorption to the cells of mussel digestive gland.
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CAPITULO 2

DISTRIBUCION CELULAR DEL
ACIDO OKADAICO EN LA
GLANDULA DIGESTIVA DEL
MEJILLON MYTILUS
GALLOPROVINCIALIS
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Introduccién

Una vez que los moluscos ingieren las toxinas de tipo DSP estas son acumuladas
casi exclusivamente en la glandula digestiva (Blanco et al., 2007b). Sin embargo, la
glandula digestiva es un o6rgano heterogéneo que incluye distintos tipos celulares con
diferentes funciones con lo que por un lado, podrian acumular las toxinas de forma

diferente y por otro, eliminarlas de la misma manera.

En el proceso de depuracion de las toxinas pueden estar implicados varios érganos y
tejidos de los organismos, cada uno de los cuales posee su propia tasa de depuracion, de
manera que un modelo ideal de cinética utilizaria un compartimento para cada uno de los
organos o tejidos (definido por la cantidad inicial de toxinas que contiene, su tasa de
depuraciéon y tasas de transferencia desde y hacia otros compartimentos). Por lo general la
precision de los modelos matematicos de depuracion desarrollados hasta la fecha para
varios grupos de toxinas es buena (Silvert and Subba Rao, 1992; Douglas et al., 1997,
Blanco, 1995, 1997, 1999 y Morofio et al., 1998a,b).

La cinética de eliminacion de las toxinas de tipo DSP ha sido estudiada en varias
ocasiones, y se ha llegado a la conclusion de que la mejor forma de describir dicho proceso
es mediante un modelo de dos compartimentos, incluso cuando Gnicamente se considera la
depuracion desde la glandula digestiva. Asi el modelo matematico de depuracion de dos
compartimentos desarrollado para este tipo de toxinas por Blanco et al. (1999), sugiere la
presencia de la toxina en dos formas en la glandula digestiva, siendo una de ellas mas
dificil de eliminar que la otra. Una de las razones que podrian explicar este comportamiento
diferencial de las toxinas podria ser que los dos tipos celulares (digestivo y secretor)
presentes en la glandula digestiva tuvieran diferentes capacidades de acumulacion. No
obstante la existencia de un ligamiento entre la toxina y algin componente de la célula

también podria explicar dicho comportamiento.

El estudio descrito en el presente capitulo, se disefid con el fin de establecer la
distribucion a nivel celular del 4cido okadaico (OA) y con ello poder determinar la

importancia de los dos tipos celulares de la glandula digestiva del mejillon en la cinética de
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depuracion de dicha toxina (Objetivo 2). Para ello se estudi6 y establecio, en primer lugar,
la distribucion de la toxina en los dos tipos celulares de dicho 6rgano. A continuacion los
resultados obtenidos se integraron en el modelo de depuracion de 2 compartimentos de
Blanco et al. (1999) para comprobar si los dos tipos celulares se correspondian con cada
uno de los compartimentos que explican la cinética de depuracion de la glandula digestiva o
si, por el contrario, habria que explicar la cinética con otro mecanismo como podria ser la

existencia de ligamiento del OA a componentes celulares.
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The distribution of okadaic acid between the digestive and the secretory cells of the
digestive gland of Mytilus galloprovincialis was studied for the main purpose of deter-
mining if they might be responsible for the two-compartment depuration kinetics found in
previous studies. The two cell types did not accumulate okadaic acid to the same degree.
However, the concentrations found in each cellular type were not consistent with those
expected from the output of the two-compartment depuration model, suggesting that
a mechanism other that the differential accumulation in cellular types is involved. Binding
to some yet undetermined cellular components is suggested.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The mussel Mytilus galloprovincialis is the most impor-
tant bivalve species of the European aquaculture industry.
The toxins involved in Diarrhetic Shellfish Poisoning
(DSP toxins) are responsible for many of the closures
imposed on the mussel market. Hence, they are probably
the main problem facing bivalve aquaculture in Europe,
resulting in a large economic and social impact.

In order to find methods that will minimize the effect of
the accumulation of these toxins, it is necessary to under-
stand the mechanisms involved in accumulation and dep-
uration processes. In this respect, several studies have been
carried out to determine the kinetics of toxin accumulation
and/or the environmental factors that regulate these
processes (Sampayo et al., 1990; Blanco et al., 1999, 2005;
Duinker et al., 2007), but very few studies have examined
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0041-0101/% - see front matter @ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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the mechanisms involved (Svensson and Forlin, 2004), and
the information currently available is still insufficient.

In a previous study on the elimination of okadaic acid
from the digestive gland of the mussel M. galloprovincialis,
Blanco et al. (1999) found that it followed a kind of kinetics
that was well described by a two-compartment model. This
suggested that the toxin was present in two forms in the
digestive gland, one of them being more difficult to elimi-
nate than the other. There are some possible explanations
for this differential behavior of the toxins. One is the
varying ability the different parts of the digestive gland to
eliminate toxin and the other is the differential binding of
the toxin to the cellular components.

The digestive gland is the organ in mussels that
accumulates DSP toxins almost completely (Blanco et al.,
2007). It is included in the digestive system complex of
mollusks, which has been described in detail by many
authors (Owen, 1970; Bayne, 1976; Morton, 1983; Morse
and Zardius, 1997). It comprises mostly digestive tubules
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which are made up of two cell types (Morton, 1983):
digestive cells and secretory cells (Weinstein, 1995).
Digestive cells are the largest (5-30 pm) and most
abundant type. Some of their known functions include
intracellular digestion, detoxification, xenobiotic biotrans-
formation and antioxidant defense (Gosling, 2003).
Secretory cells are smaller (15-20 um) and less abundant
than digestive cells. These cells are known to play an
extensive role in protein synthesis but their exact function
is unclear, although they might be involved in enzyme
secretion for extracellular digestion (Weinstein, 1995).

Because of their functions, these cell types make good
candidates for being considered the physical equivalent of
the two mathematical compartments found during the
depuration of okadaic acid (Blanco et al., 1999).

The aim of this study was to find out if the two cell types
accumulated okadaic acid differentially and if they could be
associated with the mathematical compartments found
during the depuration process.

Two mussels that contained okadaic acid were obtained
from a culture raft in Galicia 4 days after a toxic episode had
started and they were maintained in the laboratory in
running seawater until they were used (2 depuration days).
The mussel, therefore, had been depurating while they
were accumulating the toxin in the raft and additionally for
2 days in the lab.

Digestive glands were cut into small pieces of ca.
2 x 2 mm (Birmelin et al., 1999), which were washed with
saline solution CMFS (20 mM HEPES, 500 mM NacCl,
12.5 mM KCI; pH 7.3, 1100 mOsm) (10 ml/digestive gland).
The tissue was dissociated for 2 h and the resulting cell
suspensions were withdrawn every 30 min. A two-step
centrifugation procedure was used to remove CMFS from
the withdrawn suspension and concentrate the cells: first
at 100 x g, to harvest the large cell type or digestive cells,
and during the second step, the supernatant was spun
down again at 180 x g to harvest the small cell type or
secretory cells. Each of the final pellets was resuspended in
5 ml CMFS solution and an aliquot was withdrawn to
calculate the biomass of the cells in each fraction, by
weighing an aliquot in a precombusted Whatman GF/F
filter. The obtained suspensions were observed under the
light microscope founding that the morphology of the large
majority of cells coincided with that of digestive and
secretory cells. No haemocytes or any other cell type was
detected. Finally, the okadaic acid in each fraction was
extracted by centrifuging at 7700 x g for 5 min, addition of
80% methanol and centrifugation at 48,000 = g for 20 min.

The okadaic acid concentration was determined by
HPLC-ESI/MS with a Thermo Deca XPplus mass
spectrometer coupled to an HPLC Thermo Surveyor. Chro-
matographic separation was performed according to
Quilliam (2003). The mass spectrometer was operated in
negative mode and the identity of the okadaic acid was
confirmed by a MS/MS spectrum (dependent scan). Quan-
tification of the okadaic acid was carried out by comparing
the resulting response with that of the okadaic acid refer-
ence materials (OA-b) obtained from IMB-NRC, Canada.

The two-compartment model described by Blanco et al.
(1999) for the same toxins and mussel species, was used,
with the values of the parameters that were estimated in
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the same work. The model was formulated by the following
system of equations:
dTox; /dt

DR;-Tox, TRz Tox,

dTOXz_fidr DRQ 'TOXQ t TR]Q'TOX]

Tox Tox; + Tox>

where Tox = toxin concentration; DR = depuration rate;
TR = transfer rate. Subindices indicate compartments.

The relative contribution of the two digestive gland cell
types studied to the biomass was found to be different,
with the large and small cell fractions being 58% and 42% of
the total suspension obtained, respectively.

The distribution of okadaic acid between the two cell
types was not homogeneous. There was more okadaic acid
in the large cell fraction, in part because of the fact that
there was more biomass in this fraction, but also because
the toxin concentration was found to be higher (Fig. 1). It
would therefore seem that the two cell types do not have
the same accumulation behavior.

While it is not possible to know whether this difference
is due to differential absorption or differential elimination,
the characteristic functions of each cell type would suggest
that toxins must be absorbed by the digestive cells which
might transfer part of the acquired toxin to the secretory
cells. If the two cell types are, in fact, the two compart-
ments that Blanco et al (1999) proposed in their
depuration model, as would appear to be likely in view of
the different behavior they exhibit in the toxin accumula-
tion process, then the first compartment (the one in which
the toxins are absorbed from the digestive lumen) would
represent the digestive cells, while the second
compartment would be made up of the secretory cells.
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Fig. 1. Okadaic acid amount (burden) and concentration percentages (%) in
each mussel and in each cellular type studied. Burden percentage shows the
actual accumulation capability of the cellular types due to the combination
of their sequestering power and their biomass, while concentration
percentage indicates the sequestering power independently from the
biomass.
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Fig. 2. Toxin content of each cell type and their relative contribution to the
total toxin burden as predicted by the two-compartment model assuming
that each cellular type is represented by one compartment. The parameters
used were estimated in a previous experiment (DR1 = 017 d,
DR2 = 010d", TRI2 = 031 d™' ). According to the model, toxin content in
digestive cells is highest when depuration process starts, since that point,
part of the okadaic acid is lost in depuration and another part is transferred
to secretory cells. Dots indicate the actual percentage of the toxin in
secretory cells.

Notwithstanding, when the model was run, the output
obtained (Fig. 2) showed that, the secretory cells would
soon (after 2 depuration days) became the main site of
toxin accumulation, which contradicts the results obtained.
In fact, the average percentage of OA burden in the secre-
tory cells was 24.5 + 7.5, much smaller that the predicted
one that was above 50.

It should be concluded that, although the two cell types
that make up the digestive gland do not accumulate
okadaic acid to the same degree, they are not responsible
for the two compartments found when the depuration
process was mathematically described. Consequently, the
second hypothesis put forth in the introduction - that is,
the differential binding of okadaic acid to some cellular
components - would seem to be highly probable and new
studies should focus on this subject.
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GLANDULA DIGESTIVA DEL
MEJILLON MYTILUS
GALLOPROVINCIALIS. PRIMERAS
EVIDENCIAS DE LIGAMIENTO A
UNA LIPOPROTEINA

83






Introduccién

Una vez comprobado que los dos tipos celulares presentes en la glandula digestiva
del mejillon no son los compartimentos responsables de la cinética de depuracion explicada
en el modelo de Blanco et al. (1999) (capitulo 2) y con la finalidad de seguir indagando en
el conocimiento de las bases de los procesos de incorporacion y eliminacion de las toxinas,

se planted este tercer trabajo.

Si las diferentes partes de la glandula digestiva no presentan variabilidad en sus
capacidades para acumular el 4acido okadaico (capitulo 2), la existencia de un ligamiento
entre dicha toxina y algun componente celular parece ser la explicacion mas plausible al
comportamiento diferencial que presentan las toxinas durante su depuracion de la glandula

digestiva.

Existen estudios realizados en la esponja marina Halichondria okadai en los que se
han identificado algunas proteinas que ligan el acido okadaico (OA) como las OABP1 (37
kDa) y OABP2 (3 proteinas de 22 kDa) (Sugiyama et al., 2007). Esta tltima, segin los
autores, podria incluso estar implicada en el proceso de detoxificacion del OA. En este
mismo sentido, Nzoughet et al. (2008) observaron que los azaspiracidos (AZAs), otro
grupo de toxinas lipofilicas, también podian unirse débilmente a una proteina con un peso
molecular de 45 kDa y que ademds esta resultaba ser mas abundante en los mejillones

contaminados que en los mejillones libres de toxina.

El trabajo que constituye este capitulo tiene dos objetivos principales, por un lado el
tratar de establecer la localizacion a nivel subcelular del OA (Objetivo 2) y por otro el
determinar si efectivamente existe un ligamiento entre el OA y alguna molécula concreta

(Objetivo 3).

Para la consecucion de dichos objetivos se realizaron una serie de experimentos. En
el primero de ellos se determind en qué fraccion de la célula (soluble o precipitable) era
mayoritaria la toxina y, por tanto, si se encontraba ligada o no a algun componente celular.
En el segundo de ellos, se filtraron las muestras a través de una serie de ultrafiltros de

diferente tamano de poro (10, 30, 300 y 1000 kDa) para delimitar el tamafio del receptor del
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OA. Finalmente se tratd de identificar el tipo de receptor del acido okadaico por medio de

su hidroélisis enzimatica y la consiguiente liberacion de la toxina.
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conclusion.

The subcellular distribution of okadaic acid, the main diarrhetic shellfish poisoning (DSP)
toxin, in the cells of the digestive gland of the mussel Mytilus galloprovincialis was studied.
By means of differential centrifugation, ultrafiltration and extraction with methanol, it was
found that most okadaic acid was stored in the cytosol. Notwithstanding only a small
proportion of the total toxin was found to be in free form, being most of it bound to
a soluble cellular compound with a molecular mass which ranged from 30 to 300 kDa.
A series of [ractionations of samples digested with a protease, a lipase, and amylase sug-
gested that the component to which okadaic acid is bound is a high density lipoprotein.
A new [ractionation after digestion with a protein lipase additionally supports the previous

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Molluscan bivalves exploitation is an important activity
around the world. The appearance (existence) of toxic
episodes due to any kind of toxins (specially diarrhetic
shellfish poisoning (DSP)), involves serious economic and
social repercussions for fisheries and aquaculture. DSP,
even when is one of the less dangerous toxicity due to its
low morbidity, is the one with most impact, through
market closures in areas as Galicia which is one of the top
five mussels producers of the world.

DSP episodes are directly linked with some species of
Dinophysis: Dinophysis fortii (Della Loggia et al, 1993;
Yasumoto et al., 1980), Dinophysis acuta (Reguera et al.,
1990; Edler and Hageltorn, 1990), Dinophysis acuminata
(Kat, 1983; Lassus et al., 1985), Dinophysis sacculus (Gia-
cobbe et al,, 2000), and with Prorocentrum lima (Lawrence
et al., 1998). The typical syndrome includes diarrhoea,

* Corresponding author. Tel.: +34 986 500155; fax: +34 986 506788.
E-mail address: ara@cimacoron.org (A.E. Rossignoli).

0041-0101/% - see front matter @ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.toxicon.2009.07.022
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vomiting and nausea. DSP toxins are nearly exclusively
accumulated in the digestive gland of the mussels (Blanco
et al., 2007), and though, okadaic acid (OA) is the main
toxin (Murata et al., 1982), two dinophysistoxins (DTX 1
and DTX 2) and the esters of the main toxins with fatty
acids, can also produce this toxicity. The structure of OA and
DTXs differs in the number or position of the methyl group.
All these toxins are lipophilic compounds and their solu-
bility in organic solvents (dichloromethane, methanol,
acetone or chloroform) is in general high but variable
between compounds. These toxins act inhibiting serine/
threonine protein phosphatases (PP1 and specially PP2A),
enzymes which are responsible for catalyze the protein
dephosphorylation process (Cembella et al., 1995).

Minimizing the impact of this kind of episodes on
aquaculture requires minimizing the ingestion or acceler-
ating the elimination of these toxins. Some results have
been obtained within the first approach (Desbiens and
Cembella, 1993; Franzosini et al., 2000; Jergensen et al.,
2008) but limited success has been obtained with the
second (Blanco et al., 1999; Croci et al., 1994; Poletti et al.,
1996; Svensson, 2003).



222 A.E. Rossignoli, |. Blanco [ Toxicon 55 (2010) 221-226

Finding new and more effective ways of accelerate toxin
elimination requires the knowledge of the accumulation/
elimination mechanisms.

In a previous study on the elimination of okadaic
acid from the digestive gland of the mussel Mytilus
galloprovincialis, Blanco et al. (1999), found that it
followed a kinetics that was well described by a two-
compartment model. This suggested that the toxin was
present in two forms in the digestive gland, one of them
being more difficult to eliminate than the other. There
were some possible explanations for this differential
behavior of the toxins. One was the varying ability of
the different parts of the digestive gland to eliminate
toxin, which has been discarded in a previous study of
our team (Rossignoli and Blanco, 2008), and the other is
the differential binding of the toxin to cellular compo-
nents. In this sense, Sugiyama et al. (2007), isolated
okadaic acid from crude extract of the marine sponge
Halichondria okadai and two okadaic acid binding
proteins were characterized: OABP1 with approximately
37 kDa molecular weight in sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis
and OABP2 consisted of three 22 kDa proteins (OABP2.1,
OABP2.2 and OABP2.3) revealed by HPLC analysis. OABP2
was not detected in the sponge Halichondria japonica or
the dinoflagellate Prorocentrum lima, so they postulated
that probably OABP2 might be involved in detoxifying
okadaic acid. Also recently, Nzoughet et al. (2008),
identified by isoelectric focusing, SEC and SDS-PAGE,
a target protein for azaspiracid (AZA) in mussels with
45 kDa molecular weight and that was close to oval-
bumin. This protein was also present in blank material
but at substantially lower levels providing evidence to
support the hypothesis that a protein is expressed in
greater abundance in shellfish due to AZA contamination
(Nzoughet et al., 2008).

The approach used was to check the localization of
okadaic acid in the subcellular fractions of the digestive
gland, and to identify the group of substances which bound
the okadaic acid by means of selective enzymatic
hydrolysis.

2. Material and methods
2.1. Biological material and reagents

Contaminated mussels (M. galloprovincialis) contain-
ing mainly OA, DTX 2 and acyl derivates were obtained
from a culture raft in Galicia after a D. acuminata
outbreak. All mussels were stored at —20°C prior to
extraction.

OA reference solution OA-b was obtained from IMB -
NRC, Canada. Water was purified through a MilliQ-gradient
system, fed with an Elix-10, both from Millipore. Acetoni-
trile and methanol of HPLC-grade were obtained from
Rathburn and Labscan, respectively. Protease inhibitor
cocktail (P2714), Pronase E from Streptomyces griseus
(P5147), Pancreatic porcine lipase (L3126), Amyloglucosi-
dase from Aspergillus niger (A1602) and Lipoprotein lipase
from Pseudomonas sp. (L9656) were obtained from Sigma-
Aldrich.
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2.2. Experiment 1. Subcellular fractionation with protease
inhibitor cocktail

Digestive glands of 20 mussels were dissected, cut into
small pieces of ca. 2 x 2 mm and homogenized for 3 min at
11,000 rpm (Ultraturrax IKA) with a buffer (1:5, w/v) which
contained TRIS 0.1 M pH 7.8, ammonium formate 0.15 M
and protease inhibitor cocktail (AEBSF 2 mM, EDTA 1 mM,
Bestatine 130 pM, E-64 14 uM, Leupeptin 1 puM, Aprotinin
0.3 uM) (Huber et al., 2003).

A 600 pL aliquot of the homogenized tissue was taken as
initial sample and the OA it contained was extracted with
aqueous methanol 80% in a proportion of 4 mL MeOH/g of
homogenate. The extract was clarified by centrifugation for
20 min at 48,000 x g (Beckman Avanti J-25).

The remaining homogenate was centrifuged at
45,000 % g for 1 hin order to separate soluble (or cytosolic)
from precipitable fractions (Fig. 1). The state of the okadaic
acid in the cytosolic fraction (supernatant) was examined
by means of chromatographic analysis of the unprocessed
supernatant, the MeOH 80% extract, and the fraction
ultrafiltrated through an Ultrafree-MC of 10 kDa of nominal
pore size (Millipore) and extracted with MeOH 80% (1:5, v/
v), in order to obtain estimates of the free, total and bound
to large biomolecules or very small organules that could be
present in the cytosolic fraction, respectively.

2.3. Experiment 2. Fractionation using ultrafilters with
different pore

In a second experiment, performed in order to identify
the size fraction of the substancesforganules to which
a large portion of the OA was bound, the cytosolic fraction
obtained as in the first experiment was ultrafiltered using
Pall Corporation NanoSEP OMEGA (10, 30 and 300 kDa) and
Pall Corporation MicroSEP (1000 kDa) filters. The toxin was
extracted with 80% methanol (1:5, v/v) from each of the
obtained filtrates. The extracts were clarified by centrifu-
gation for 20 min. at 48,000 = g and analysed by HPLC-MS.
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Fig. 1. Subcellular fractionation diagram.
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2.4. Experiments 3 and 4. Subcellular fractionation after
digestion with protease, lipase, amylase and lipoprotein lipase

The third experiment was aimed with the identification
of the kind of biomolecule involved in the cytosolic binding
of the OA. The approach chosen was to check if the diges-
tion of the initial homogenate of digestive gland with
enzymes that hydrolyse proteins, lipids or carbohydrates
produced an increase in the proportion of free OA. The
homogenates of the digestive gland were prepared as in the
previous experiments with the exception of the use of
a specific buffer for each enzymatic digestion. An aliquot of
each homogenate was complemented with the corre-
sponding enzyme and incubated at 37 °C for 24 h. The
enzymes and buffers used were: Pronase E from S. griseus
(Sigma-P5147) in ammonium bicarbonate 50 mM pH 7.4;
Porcine lipase pancreatic (Sigma-L3126) in sodium phos-
phate 20 mM; Amyloglucosidase from A. niger (Sigma-
A1602) in ammonium sulphate 3.2 M pH 4.5 and Lipopro-
tein lipase from Pseudomonas sp. (Sigma-L9656) in sodium
phosphate 50 mM.

After incubation, subcellular fractionations were carried
out in the same way as that in experiment 1 (Fig. 1) and the
proportion of OA released by the digestion was evaluated
by comparison of the OA proportion that passes a 30 kDa
ultrafilter (NanoSEP OMEGA) in the digested sample with
that in the undigested (buffer only) one.

In sight of the results of experiment 3, a new experi-
ment, formally identical to the previous one but using
a digestion with a lipoprotein lipase was carried out.

2.5. Toxin analysis

Okadaic acid concentration in each extract was deter-
mined by HPLC-ESI-MS with a Thermo LCQ-Deca XPplus
ion trap mass spectrometer with electrospray ionization
coupled to a Thermo Surveyor HPLC. Chromatographic
separation was carried out using the method of Quilliam
(2003) slightly modified to adapt it to a fused core column
(HALO C8 50 x 2.1 mm 2.7 um). The two mobile phases
were as follows: A=H>0:F (95:5) and B = CH3CN:F (95:5),
where Fis 40 mM ammonium formate and 1 M formic acid
in water. The gradient program was 5-100% B over 5 min,
hold for 5min and the re-equilibrate at the starting
conditions for 5 min prior to the next injection. Flow rate
was 400 pL/min and injection volume was 5 pL.

The mass spectrometer was operated in negative ioni-
zation mode and SIM ( selected ion monitoring) for 803.5m/z.
Quantification of the okadaic acid was carried out by
comparing the resulting response with that of the reference
materials (OA-1b) obtained from IMB — NRC, Canada.

3. Results and discussion

3.1. Experiment 1. Subcellular fractionation with protease
inhibitors

About 91% of the total OA in the digestive gland corre-

sponded to the extracted supernatant, which means that
this large percentage of the toxin is stored in the soluble
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fraction of the cells, free or bound to biomolecules or
microsoimes.

When the raw supernatant was not extracted with
methanol, only 28% of the total OA can be detected. This is
therefore the proportion of OA that is free (or very weekly
bound) in the cytosol. Approximately the same proportion,
32% pass through a 10 kDa ultrafilter, suggesting therefore
that it is actually free OA. Notwithstanding binding to
a biomolecules smaller than 10 kDa cannot be ruled out.
The previous findings suggest that about 70% of the total
OA contained in the digestive gland, is bound to a soluble
receptor that is larger than 10 kDa (Fig. 2).

3.2, Experiment 2. Size fractionation with ultrafilters

Most OA seems to be bound to biomolecules larger than
30 but smaller than 300 kDa, as shown by the small
percentage of the total OA that can be detected in the
ultrafiltrate of the 30 and 10 kDa filters (near 30%), and the
high percentage obtained from those of the filters with
larger pore sizes (more than 85%, Fig. 3). The possibility of
binding to microsomes - that could be present in the
supernatant — can, therefore, be discarded.

3.3. Experiment 3. Subcellular fractionation after digestion
with protease, lipase and amylase

When digestion with the protease was carried out,
a small increase in the percentage of free OA (supernatant
not extracted fraction) (35%) in relationship to its control
(23%) was found (Fig. 4A). This suggested that a protein
could be involved in binding okadaic acid. The differences
found between ultrafiltered (through 30 kDa) supernatant
digested (26%) and its respective control (14%) point also to
some release of OA after digestion. Nevertheless, the OA

110 4
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Fig. 2. Okadaic acid distribution in cytosol fraction (supernatant of the
subcellular fractionation) in experiment 1 (with protease inhibitors). “Non-
extracted supernatant” =raw  supernatant; “extracted supernatant”
= supernatant with the OA extracted by addition of MeOH (it is expected that
all OA in the supernatant could be analysed after extraction); “extracted
ultrafiltered” = 10 kDa ultrafiltrate of the supernatant extracted by addition of
MeOH 807%.
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Fig. 3. Okadaic acid recoveries using 10, 30, 300 and 1000 kDa ultrafilters.
Boxes indicate quartiles, small squares indicate mean, the extremes of the
vertical lines indicate 10 and 90% percentiles, and asterisks indicate 1 and 99
percentiles.

percentages found in the ultrafiltered extracts were only
slightly smaller than those found in the unfiltered ones,
suggesting that most OA was still bound to a receptor that is
larger than 30 kDa (Fig. 4A).

Mak et al. (2005) found that the OA percentage recovery
from mussel digestive gland increased up to 2.5 times
when a proteinase K digestive step was introduced in the
extraction process but the authors attribute that increase to
the reduction of matrix effects in the derivatization process.

After digestion with lipase the recovery of free OA
(supernatant not extracted fraction) increased substantially
(99%) in relationship to its control (26%) (Fig. 4B), sug-
gesting the possible binding of the toxin to a lipidic
component. This possibility is coherent with the fact that
the okadaic acid in mussels is accumulated almost exclu-
sively in the digestive gland (Blanco et al., 2007), an organ
that has been considered as the main storage site for lipids
in these bivalves (De Zwaan and Mathieu, 1992). Strikingly,
only a small proportion of the total OA apparently released
through the digestion with lipase, passed the 30 kDa
ultrafilter (9%) (Fig. 4B). We initially considered two
possibilities, the first one being the formation of lipidic
droplets made from the compounds resulting from the
partial digestion of the lipidic receptors; and the second
being that the partial degradation weakens the strength of
the toxin binding allowing it to be released during the
chromatographic separation. The first possibility was dis-
carded by checking that exposing the unfiltered superna-
tant to ultrasounds that would break the lipidic droplets,
had no effect on the percentage of OA that passed the
ultrafilter (data not shown). Consequently, the second
possibility seems the most likely.

In the experiment of digestion with amylase, the use of
the recommended buffer (ammonium sulphate) produced
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Fig. 4. Percentage of the initialokadaicacidobtained in each subcellular fraction
after enzymatic digestion (A) with protease; (B) with lipase; (C) with amylase.
SuperExt = supernatant extracted with MeOH; Ultraf30kExt=supernatant
ultrafiltered through 30 kDa; SuperNotExt = supernatant notextracted fraction;
PelletExt = precipitable fraction extracted with MeOH; + and — preceding each
enzyme indicate the digested sample and the control (only the specific buffer),
respectively.

that most okadaic acid precipitated from the solution (98%
in buffer + enzyme and 67% in buffer alone) (Fig. 4C). This
precipitation with ammonium sulphate additionally sug-
gested that okadaic acid was bound to a protein. The
digestion with amylase “per se” did not have any effect on
the release of okadaic acid, as shown by the high
percentage of OA found in the precipitable fraction when
the homogenate was treated with amylase. We do not have
any clear explanation for the differences found between
amylase digestion and their control but the fact that most
toxin precipitated discards polysaccharides as possible
candidates for OA receptors.

As summary of the three treatments, the toxin release
induced by the protease and lipase digestions and its
precipitation due to ammonium sulphate present in the
amylase buffer, suggest a high density lipoprotein as the
most likely okadaic acid receptor. To confirm this point, we
carried out a new experiment using the same approach but
with a protein lipase as hydrolytic enzyme, in order to
achieve a higher degree of toxin release if the receptor was,
as it was thought, a lipoprotein.

3.4. Experiment 4. Subcellular fractionation after digestion
with lipoprotein lipase

Even when the mussels used in this experiment were
not the same that those in experiment 3, the percentage of
okadaic acid obtained in the soluble fraction of the cell
(supernatant extracted fraction) was again higher than in
precipitable fraction (pellet fraction). Lipoprotein lipase
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digestion produced an increase in the percentage of
analyzable OA (free or weakly bound=not extracted
supernatant) from 37% to 85%. A similar increase was
observed in the OA that pass the 30 kDa ultrafilter (Fig. 5).

3.5. Intracellular OA storage

It seems clear that the digestion with the lipoprotein
lipase had much more effect on the release of OA than the
lipase and the protease individually. In the case of the
protease digestion the percentage of OA released was not
high and in the case of the lipase, most OA seemed to be
still weakly bound to some parts of the receptors as it did
not pass through the 30 kDa ultrafilter. Notwithstanding,
the digestion with the lipoprotein lipase produced a high
release of OA that pass the 30 kDa ultrafilter, strongly
suggesting that OA is intracellularly stored in lipoproteins.
The fact that these lipoproteins easily precipitate after
treatment with ammonium sulphate indicates additionally
that, with a high degree of certainty, the receptors are high
density lipoproteins. Their size range is bracketed by the
ultrafilters used in these experiments between 30 and
300 kDa.

New questions open about the role of these lipoproteins
in the DSP toxins accumulation process. Even when
sequestering of okadaic acid by lipoproteins cannot be
ruled out, the fact that this group of components is strongly
linked to the transport of lipophilic substances, makes that
unlike. In humans high density lipoproteins (HDL), in
association with ATP-binding cassette (ABC) transporters,
are responsible to remove excess cholesterol from cells and
transport it to liver and steroidogenic tissues for
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Fig. 5. Percentage of okadaic acid initial obtained in each fraction of the
lipoprotein lipase digestion experiment. SuperExt = supernatant extracted
with MeOH fraction; SuperNotExt= supernatant not extracted fraction;
Ultraf30kExt = supernatant ultrafiltered through 30kDa fraction; Pellet-
Ext = precipitable fraction extracted with MeOH.
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metabolism and excretion (Jonas, 2002). In bivalves,
a similar mechanism could be involved as the final part of
the cellular excretion chain, the ABC proteins, has being
associated to xenobiotic excretion. (Kingtong et al., 2007;
Kurelec, 1992, 1995; Luedeking and Koehler 2004; Lue-
deking et al., 2005).

Additionally if, as in the case of the cholesterol trans-
portation, esterification was involved in the toxin excretion,
the slower depuration of dinophysistoxin 2, as compare to
okadaic acid, would be explained by the smaller proportion
of esters found in the first toxin.

Future investigations will be oriented in this sense to
achieve a fast depuration method for DSP toxins in mussels.
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MICROENCAPSULACION DEL
ACIDO OKADAICO COMO UNA
HERRAMIENTA PARA EL ESTUDIO
DE LA ACUMULACION DE LAS
TOXINAS DSP EN LOS MOLUSCOS
BIVALVOS
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Introduccion

Uno de los principales problemas que se presentan a la hora de realizar estudios
de acumulacion, absorcion y eliminacion de toxinas en los moluscos bivalvos es la
dificultad de obtener una fuente adecuada de toxinas. Aunque son abundantes los
cultivos de diferentes especies de fitoplancton que se usan para intoxicar a los bivalvos,
estos no estan facilmente disponibles para las toxinas lipofilicas diarreogénicas (DSP).
El cultivo de especies bentdnicas del género Prorocentrum es relativamente sencillo y
en ¢l se suelen emplear medios de cultivo y condiciones estindar para algas
fotosintéticas. Sin embargo el cultivo de especies del género Dinophysis (principal
productor de toxinas DSP en Galicia) resulta mucho mas complejo ya que requiere el
empleo de ejemplares del ciliado Mirionecta rubra para alimentar al dinoflagelado y
aportes de microalgas criptofitas del género Teleaulax para alimentar al ciliado (Park et

al., 2006).

Otro problema anadido del empleo de cultivos como fuentes de toxinas, es que
resulta practicamente imposible suministrarlas a los organismos de manera individual,
bien sean libres o como derivados, ya que los cultivos contienen una mezcla
complicada de toxinas del mismo grupo y en ocasiones incluso de varios grupos.
Ademas muchos de estos compuestos pueden ademas ser biotransformados dando lugar
a las toxinas libres o a nuevos derivados, (Hu et al., 1992b; Marr et al., 1992; Fernandez
et al., 1998; revisado en Blanco et al., 2005), lo cual dificulta, ain mas, tanto el estudio
de la cinética de las toxinas como el de las propias biotransformaciones que puedan

tener lugar en el interior de los bivalvos.

Para poder abastecer a los bivalvos con algin tipo de alimento que contenga
exclusivamente una toxina o algin derivado, en el presente capitulo se estudio la
posibilidad y la eficacia de microencapsular acido okadaico (OA) (asociado a los
Objetivos 4 y 5). Para ello se introdujeron modificaciones en el método de
coacervacion compleja usado por Planas et al. (1990) que emplea microcapsulas de
gelatina-acacia. Hasta el momento dichas microcépsulas han sido usadas principalmente
para incorporar lipidos en experimentos de nutricién con larvas y semilla de moluscos
(Knauer and Southgate, 1997; Novoa et al., 2002), larvas de peces ( Planas et al., 1990;
Alarcon and Martinez, 1998) y crustaceos (Southgate and Lou, 1995; Wong, 1998).
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Adicionalmente, en el presente estudio se evalud la eficiencia de encapsulacion
del OA, la capacidad de las microcéapsulas para retener las toxinas a lo largo del tiempo
cuando son suspendidas en agua de mar y la capacidad de absorcidon de las toxinas

microencapsuladas por parte de los mejillones.
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toxins in bivalves.

The possibility and effectiveness of microencapsulation of okadaic acid (OA) in gelatin-acacia micro-
capsules has been studied. The encapsulation efficiency was higher than 33%. The microcapsules were
shown to be very stable, not leaching more than 9% of the encapsulated OA in a 20-h period. OA from the
microcapsules was absorbed by the mussels very efficiently, accumulating -after 3 days of feeding and
one of depuration- 65% of the OA in microcapsules and 22% of the total OA used at the beginning of the
microencapsulation process. These efficiencies and the possibility of encapsulating single DSP toxins and
derivatives constitute a valuable tool for the study of the accumulation and biotransformation of DSP

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Diarrhetic shellfish poisoning (DSP) is a syndrome caused by
some polyether compounds -okadaic acid (OA), analogs and deriv-
atives that produce diarrhoea, nausea, vomiting, headache, chills
and moderate to severe abdominal pain in humans (Yasumoto et al.,
1978). The responsible toxins are produced by several species of
dinoflagellates belonging to the genus Dinophysis and Prorocentrum
(Yasumoto et al., 1980; Murakami et al., 1982; reviewed in Blanco
et al., 2005) and are accumulated by shellfish that feed on these
species. DSP toxicity probably has the highest impact on bivalve
aquaculture, as it is frequently found in areas in which that activity is
intense, such as Galicia (Spain) or southern Chile.

Mitigating the consequences of these blooms requires under-
standing the mechanisms involved in the absorption, elimination
and transformation of this group of toxins by the bivalves. Exper-
imental approaches are hampered by the difficulty of obtaining
cultures of DSP-producing organisms and even when those are
obtained, the cells usually contain a complex mixture of toxins and
toxin derivatives that makes interpretation of the results difficult.

In order to supply the bivalves with food containing individual
toxins or derivatives, we have studied the possibility and the
effectiveness of microencapsulation of okadaic acid in gelatin-
acacia microcapsules.

To obtain okadaic acid, naturally contaminated mussels were
dissected, weighed and their digestive glands homogenized in

* Corresponding author. Tel.: +34 886206364; fax: +34 886206372,
E-mail address: juan.blanco@cimacoron.org (J. Blanco).

0141-1136/$ — see front matter ©@ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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methanol (in a proportion of 1 g of tissue to 4 mL of extraction
solvent), with an Ultraturrax T 25 Basic (IKA). The obtained
homogenate was centrifuged at 48000 g for 20 min to clarify the
solution (Beckman Avanti J-25). The extract was diluted to 50%
methanol and subjected to liquid —liquid partitions with hexane and
dichloromethane. The absence of conjugated forms (acyl derivatives
or diol-esters) in the extract was checked by means of alkaline
hydrolisis, that transforms them to free OA. The dichloromethane
fraction was evaporated to dryness and redissolved in 0.5 mLof olive
oil. Aliquots 0f0.25 mL were used to quantify OA in the extract and to
be microencapsulated respectively.

Gelatin-acacia microencapsulation was based on the complex
coacervation method used by Planas et al. (1990) but with slight
modifications (Fig. 1). Once the microcapsules had been produced
they were washed by allowing them to decant, removing super-
natant water, adding new water and shaking the suspension gently.
This operation was repeated each day during the experiment in
order to avoid lump formation.

The encapsulation efficiency was quantified by the proportion of
OA that was successfully encapsulated. OA contained in the
microcapsules was quantified by extraction of approx. 1 g of
microcapsules with methanol 100% (1:4, v/v) and clarification by
centrifugation for 20 min at 48000 g.

The capability of the microcapsules to retain the toxins when
they are suspended in seawater was also studied. Microcapsules
were placed in seawater and samples of this water were taken at
different times (0,1, 2, 3,4 and 20 h). An initial blank of the seawater
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0.5 g of Acacia
dissolved in 50 mL
of water 40°C

0.5 g of Gelatin
dissolved in 50 mL
of water 40°C

Mix

0.25 mL
dichloromethane
(okadaic acid)
fraction
redissolved in
olive oil.

Homogeneization
with  Ultraturrax
24000 rpm

20 sec.

|

I
Adjust pH to 7
with NaOH 0.1N

Adjust pH to 7
with NaOH 0.1N

I
Emulsify

|
(Magnetic stirrer)
Stirring  rate: 250 rpm.
30 sec.

[
Adjust pH to 4.2 with
HC10.1N.
Stirring rate: 250 rpm

Gelation of coacervates
by cooling in an ice bath
for 20 minutes.

Stirring rate: 100 rpm

Adjust pH to 9.0 with
NaOH 0.1N

Agitate for 30 minutes
Stirring rate: 100 rpm

Let stand the mixture for
2 hours at 4°C

Fig. 1. Schematic diagram of the preparation of okadaic acid gelatin-acacia coacervate
microcapsules (Partially from Planas et al., 1990).

was also analyzed. OA was extracted from the water by liquid—liquid
partition with dichloromethane, evaporation of the organic fraction,
and resuspension in 100% methanol.

Finally, we have shown that the toxins from microcapsules can
be absorbed by mussels and they can be traced after being fed. OA-
containing microcapsules were fed to two groups of six mussels
obtained from the same batch which contained low levels of toxins
(Table 1). The mussels were placed in a beaker and were fed with
a diet constituted by 10 mL of the microcapsules suspension
(approximately 1 g of microcapsules) plus 25 mL of a culture of the
microalgae Tetraselmis sp. (3 = 10% cels-mL™") plus 0.05 g of clay.
The food was supplied twice a day during 3 days. After the third day
of feeding, mussels were maintained without food for an additional
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Table 1
Content of okadaic acid (OA) and their conjugated forms (CF) in the digestive gland
of mussels and feces at the beginning and the end of the experiment.

Type of Toxin Toxin in Day Toxin Day Toxin
1 (TO) (ng) 4 (TF) (ng) increase (pg)
Mussels OA 0.4750 0.7802 0.3052
CF + OA 1.0973 2.9545 1.8572
Feces 0A Not sampled 0.1663 -
CF + OA Not sampled 1.3706 -

DG - digestive gland; Day 1
day after the last feeding.

the first day that the mussels were fed. Day 4 — the

day, in order to remove most undigested food from the digestive
system before analysis. This step was needed because very likely
not all microcapsules are digested and, if they are not removed from
the gut, the toxin they contain would be measured jointly with the
absorbed one thus making it impossible to discriminate the
absorbed from the ingested toxin. Furthermore, feces were
collected from the bottom of the beaker every day and pooled the
last day of the experiment. At the end, the digestive glands were
homogenized in methanol (100%) in a proportion of 1:4, w:v, with
an Ultraturrax T 25 Basic (IKA) and the homogenate obtained was
centrifuged at 48000 g for 20 min to clarify the solution. This
extract was analyzed to quantify free OA. In order to quantify the
total amount of toxin (OA and its conjugated forms (CF)) the
methanolic extracts were subjected to an alkaline hydrolysis (after
Vale and Sampayo, 1999, but using a temperature of 80 °C). The
extracts were desalted and partially cleaned with polymeric
reverse-phase SPE cartridges Strata X (60 mg/3 mL) (Phenomenex).
Feces were subjected to the same procedure, with the exception
that the proportion of methanol added to extract the toxins was
4 mL of methanol per mL of feces, instead of per gram as in
digestive glands.

OA concentration in each extract was determined by HPLC-ESI-
MS with a Thermo LCQ-Deca XPplus ion trap mass spectrometer
with electrospray ionization coupled to a Thermo Surveyor HPLC.
The chromatographic separation was carried out using the method
of Quilliam (2003) slightly modified to adapt it to a fused core
column (HALO C8 50 =< 2.1 mm 2.7 um). The two mobile phases
were: A = H,0: F (95:5) and B = CH3CN: F (95:5), where F was
40 mM ammonium formate and 1 M formic acid in water. The
gradient program went from 5% to 100% B over 5 min, hold for
5 min and then re-equilibrate at the starting conditions for 5 min
prior to the next injection. Flow rate was 400 nL min~! and injec-
tion volume 5 pL. The mass spectrometer was operated in negative
ionization mode and SIM (selected ion monitoring) for 803.5 my/z.
Quantification of the OA was carried out by comparing the resulting
response with that of the reference materials (OA-1b) obtained
from IMB - NRC, Canada. The presence of matrix effect was checked
by serial dilutions of the samples and corrected when needed by
using the results obtained with the largest dilution.

Some modifications to the microencapsulation technique of
Planas et al. (1990) were made in order to adapt the microcapsule
size to the requirements of mussels. In this sense we have used a pH
of 7 for the step of mixture of colloids and of 4.2 for the emulsifi-
cation, obtaining microcapsules with a diameter about 50 um. Also
a homogenization with Ultraturrax at 24000 rpm (instead of the
sonication of the original technique) was introduced to favor
a correct mixture between the OA-olive oil and the acacia solution.

The efficiencies of encapsulation of the oils (olive and cod liver
oil) were always high and similar to the ones obtained by Planas
et al. (1990) encapsulating cod liver oil (50—85%) or by Knauer
and Southgate (1997) encapsulating lipids (ca. 80%). However the
encapsulating efficiency of OA was lower, ranging from 33 to 53%.
This difference is probably due the partially hydrophilic nature of
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OA, (its partition coefficient between water and olive oil which is
roughly 0.3, as we have estimated in a preliminary experiment in
which ca. 30% of okadaic acid remained in water after a 1:1
water:olive oil liquid—liquid partition).

The stability of the microcapsules in seawater was good, as the
OA they contain did not leach substantially. Only about 8.5% of the
toxin contained in the microcapsules was lost as soon as they were
suspended in seawater (0 h), probably due to an insufficient
washing, and no significant loss (c.a. 0.5%) could be detected after
that time. Planas et al. (1990) found a similar leaching percentage
for cod liver oil but during an 8-h period notwithstanding, with no
noticeable loss at 0 h.

Mussels fed well on microcapsule suspensions. At the end of
each 24 h feeding cycle no suspension in the water was apparent
and no pseudofeces detected, indicating that all the food supplied
was ingested. At the end of the experiment the six mussels had
increased their total toxin content (OA free + OA Conjugated forms)
in the digestive gland (DG) by 1.857 ug (Table 1). This accumulation
by the mussels represents 63% of the microencapsulated toxin and
22% of the initial toxin amount. A large proportion of the toxin is
therefore lost but enough of it was retained by mussel as to
consider the technique useful to study toxin accumulation and
biotransformation. In feces, only a small percentage of free OA was
found and most was found as conjugated forms. From this
proportion of free OA an absorption efficiency higher than 88%
could be estimated (assuming that the free okadaic acid is not
transformed in the gut, and that consequently the free OA found in
feces comes from the non-absorbed toxin plus the first absorbed
and then excreted free toxin).

It can be concluded that microencapsulation is a viable way of
supplying toxic food for studies of accumulation and biotransfor-
mation of biotoxins in bivalves. Mussels feed well on gelatin-acacia
microcapsules if they are mixed with microalgae. The micro-
encapsulated toxins can be readily absorbed allowing a substantial
increase in toxin concentrations of the mussels in a few days.

Itseems clear that this technique is more feasible for studying the
biotransformation and the mechanisms involved in accumulation
than using Dinophysis or Prorocentrum cultures and also than the
study of naturally intoxicated populations. In all cases because the
complexity of the toxin mixture could be controlled and simplified.
In the case of Dinophysis cultures, additionally because the AO
producing species in this genus have complex nutritional require-
ments. Dinophysis acuminata, for example, requires (as far as we
know presently)a partially photosynthetic ciliate (Myrionecta rubra)
as prey. The ciliate must obtain the chloroplasts form a cryptophyte
(usually Teleaulax) (Park et al., 2006). Culturing this species requires
consequently three steps (one for each species) that should be
carefully synchronized. That is an expensive and time consuming
process, which is additionally prone to fail due to contamination of
the final Dinophysis culture with the cryptophyte. In relation to
Prorocentrum, using microcapsules has advantages because the
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species in this genus are inefficiently digested by mussels, and (and
perhaps because of), at least some of them produce a number of
bioactive compounds (Cruz et al., 2008; Napolitano et al,, 2009,
2010). Microcapsules can be used to supply mussels with indi-
vidual DSP toxins derivatives that have lower polarity than okadaic
acid, such as 7-0-acyl derivatives or diol-esters, but its use with
more polar derivatives, such as “DTX4" and “DTX5", should be
additionally evaluated.
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CAPITULO 5

VIAS DE DEPURACION DEL ACIDO
OKADAICO EN LA GLANDULA
DIGESTIVA DEL MEJILLON
MYTILUS GALLOPROVINCIALIS
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5.1. Introduccion

Como ya se ha ido explicando a lo largo de la presente tesis, el grupo de toxinas
causantes del sindrome de intoxicacion diarreica (DSP) aun no siendo las mas graves,
ya que hasta la fecha no se han registrado intoxicaciones letales, si son las que mayor
numero de cierres de explotacion de poligonos mejilloneros causan a lo largo del afio.
Este motivo conlleva que el impacto que dichas toxinas tienen en la acuicultura europea,

tanto a nivel econdémico como social, sea muy elevado.

Las toxinas DSP, una vez ingeridas por los mejillones, se acumulan casi
exclusivamente en la glandula digestiva (Blanco et al., 2007b) y pueden ser
transformadas o bien durante el proceso de digestion extracelular o, una vez absorbidas

por las células, por digestion intracelular y metabolizacion.

Hasta la fecha no se conoce cudl es el mecanismo de depuracion de estas
toxinas aunque son varios los procesos y vias que, con bastante probabilidad, pueden
estar implicados: excrecion desde las células de la glandula digestiva a heces (bien
directamente (fase 0 de eliminacion de xenobidticos) o a través de esférulas de
excrecion (transporte vesicular); excrecion (a través del rifion) al flujo exhalante;
degradacion de las toxinas (o transformacion en compuestos no toxicos) o alguna

combinacion de varios de ellos.

En el caso de la excrecion directa a través de la membrana de las células de la
glandula digestiva, los productos de desecho que se eliminarian por el digestivo,
podrian hacerlo tanto en forma sélida como disuelta, por lo que podrian eliminarse o

con las heces o en liquidos junto con ellas.

Respecto a las esférulas de excrecion no se sabe nada acerca de su implicacion
en la depuracion de las toxinas que, de existir, probablemente implica el arrastre de
parte del citoplasma que circunda a la particula no digerida y que se incluye en la
esférula. En cualquier caso los productos de este tipo de excrecion se eliminarian con

las heces.

En el caso de la excrecion por el rifion, los toxicos saldrian con el flujo
exhalante, y, por ultimo, en caso de degradacion de las toxinas o de transformacién en

otros productos no nocivos, los téxicos no saldrian del organismo sino que se
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destruirian y, por tanto dichos procesos podrian ser detectados por medio de un balance

de masas.

En estudios previos de nuestro equipo hemos podido observar como las heces
constituyen una via clara de eliminacion de las toxinas DSP. Al analizar el contenido en
toxinas de las mismas nos encontramos con que la mayor parte estaban constituidas por
formas conjugadas (CF) del 4cido okadaico (OA) y solo un pequeio porcentaje lo
estaba por OA libre (capitulo 4). Estas observaciones sugieren que o bien el OA libre se
pierde de las heces por disolucion en el agua o bien la eliminacion de estas toxinas se

produce mayoritariamente como algtn tipo de CF.

Para tratar de identificar la via principal de eliminacion de las toxinas DSP, asi
como la implicacion de las CF en este proceso, se abordaron una serie de experimentos
enfocados a: 1) determinar si la toxina se conserva como tal o desaparece, por medio de
balance de masas a lo largo de 6 dias, 2) evaluar la cantidad de toxina (OA y CF) que se
pierde por cada una de las dos principales vias de excrecién en los mejillones (flujo
exhalante y heces), 3) cuantificar la importancia de la redisolucion de OA y CF en la
concentracion de toxinas de las heces; y 4) evaluar si el aporte de materiales no
digeribles, que debe incrementar la produccion de esférulas de excrecion, tiene efecto

sobre la eliminacion del OA.

5.2. Material y Métodos

5.2.1. Experimento 1. Depuracion de las toxinas DSP como material
disuelto

El material biologico que se empled estaba formado por un lote de mejillones
recolectados por el INTECMAR de un cultivo en batea, que habian acumulado toxinas

DSP tras un episodio toxico de Dinophysis acuminata.

Los mejillones se mantuvieron en un tanque en el laboratorio con aireacion
permanente durante 2 dias, previos al experimento, con el fin de que se aclimataran a las
nuevas condiciones experimentales y que eliminaran el material no digerido del

digestivo.
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Se colocd un mejillon toxico en una bandeja con 10 litros de agua y un difusor
de aire para suministrarle oxigeno. Se situaron 2 tubos a una distancia aproximada de 1
a 2 mm de los sifones inhalante y exhalante, por los cuales se aspir6 el agua entrante y
saliente con una bomba peristaltica (Figura 5.1). Una vez que el mejillon se habia

aclimatado a las condiciones experimentales (aproximadamente a las 3 horas), se

recolect6 un litro de agua de cada sifon. El experimento se realizo por triplicado.

Figura 5.1. Captacion del agua de los sifones exhalante e inhalante de los mejillones.

Las muestras de agua recolectadas fueron evaporadas mediante ebullicion hasta
100 mL y una parte importante de las sales que contenian, fueron eliminadas mediante
precipitacion. Para la extraccion del OA de las muestras del agua se realizaron 2
particiones con diclorometano (1:1, v:v). Los extractos obtenidos se evaporaron con
nitrégeno y las toxinas se redisolvieron en 5 mL de metanol 100%. Finalmente se
realiz6 a cada muestra una extraccion en fase solida con cartuchos poliméricos de fase
reversa Strata X (Phenomenex), con el fin de eliminar los restos de sales que pudieran

quedar.

5.2.2. Experimento 2. Balance de masas del acido okadaico a lo largo
de 6 dias
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Al igual que en el experimento 1, el material biologico que se empled estaba
formado por un lote de mejillones recolectados por el INTECMAR de un cultivo en

batea tras la aparicion de un nuevo episodio toxico de Dinophysis acuminata.

De la misma manera que antes, los mejillones se mantuvieron en un tanque en el

laboratorio con aireacién permanente durante 2 dias, previos al experimento.

A partir de una submuestra de 20 individuos se cuantifico la carga inicial de

toxina (TO) que contenian dichos mejillones.

A continuacion, se colocaron otros 20 mejillones del mismo lote repartidos en 2
vasos de precipitados con 4 L de agua de mar cada uno (10 mejillones/vaso) y dotados
de un difusor de aire para suministrarles oxigeno. Se dejaron durante 6 dias depurando,
sin suministro de alimento y a medida que los mejillones iban expulsando heces, estas
se iban recolectando y mezclando con las anteriores. Transcurridos 7 dias (TF) se
cuantifico el contenido toxico en OA y CF de los mejillones de cada vaso asi como de

la mezcla final de heces recolectada.

Para la cuantificacion del OA en los mejillones, se extrajeron las glandulas
digestivas y se homogeneizaron con metanol 100% (1:4, p:v), se aclaro el extracto
mediante 20 minutos de centrifugacion a 48000 g y se llevd a cabo el andlisis por
HPLC-MS. Para determinar la cantidad total de toxina (OA + CF) los extractos
metanodlicos fueron sometidos a un proceso de hidrdlisis alcalina segun el procedimiento
de Vale and Sampayo (1999) ligeramente modificado. Brevemente, el método consistid
en agregar 125 uL. de NaOH 2.5N a un 1 mL de extracto, calentarlo a 76 °C durante 40
min en un vial cerrado y finalmente acidificar ligeramente el extracto agregando 125 pL.
de HCI 2.5N. A continuacion dichos extractos se purificaron mediante extraccion en
fase so6lida (SPE) con cartuchos Strata X (Phenomenex) poliméricos de fase reversa con

el fin de eliminar las sales.

Las heces fueron extraidas de la misma manera pero variando la proporcion de

metanol afiadido (ImL heces: 4 mL metanol).

5.2.3. Experimento 3. Depuracion de toxinas DSP a traves de las heces

Para llevar a cabo este estudio se utilizO un nuevo lote de mejillones

recolectados por el INTECMAR del mismo lugar que el empleado en el experimento 1.
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En primer lugar se cuantificd, a partir de una submuestra inicial de 10 mejillones

del lote, la carga inicial de toxina (T0) que contenian.

Se colocaron otros 60 mejillones del mismo lote en una bandeja de 10 litros de
agua de mar filtrada y dotada de un difusor de aire para suministrarles oxigeno. Se
dejaron durante 3 horas depurando sin suministro de alimento y a medida que los
mejillones iban expulsando heces, estas se iban recolectando. Al finalizar el periodo de
3 horas (TF), el experimento se detuvo. El contenido toxico (OA y CF) se cuantificé en

una submuestra de 10 individuos y en el pool final de heces recolectado.

Para la extraccion del OA y CF tanto de mejillones como de heces, se emple6 el

protocolo ya descrito en el punto 2.2.

5.2.4. Experimento 4. Pérdidas de toxinas de las heces por redisolucion
al agua circundante

De nuevo el material bioldégico empleado en este experimento tenia la misma

procedencia que el empleado en los experimentos 1 y 3.

Se colocaron 60 mejillones en una bandeja con las mismas condiciones que en
el experimento 3 y se fueron recolectando las heces que se iban formando a lo largo de
un periodo de tiempo de 3 horas. Una vez finalizado el tiempo y recogidas todas las
heces, se les retird el agua sobrante que habia quedado en el recipiente donde se habian
ido recolectando y se analizo en ella el contenido de toxinas DSP (OA y CF). Esta agua

se considerd el tiempo 0 horas.

Las heces recolectadas se colocaron en un vaso de precipitados con 3 mL de
agua de mar. A los 30 minutos, 1 hora, 2 y 20, el agua se sustituyd por otra nueva y su
contenido en OA y CF fue analizado. A las 20 horas, momento en el que finalizo el
experimento (TF), se analizd6 también el contenido en toxinas de las heces (ver

experimento 2).

Para el andlisis del OA en agua, se concentrd una alicuota de la misma,
ligeramente acidificada (pH 3), en un cartucho (SPE) polimérico Strata X 60 mg/ 3mL
de fase reversa (Phenomenex) preacondicionado con metanol y agua, seguido de un
lavado con 3 mL de agua acidificada (pH 3) y 3 mL de metanol 50% acidificado (pH 3).

La toxina retenida se eluyd con metanol 100%. Para determinar el contenido total de
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toxina (OA + CF) en agua se realizd, de nuevo, una hidrdlisis alcalina de la misma

forma que la descrita para mejillones y heces (punto 2.2.).

5.2.5. Experimento 5. Velocidad de depuracion de toxinas DSP en
mejillones alimentados con particulas no digeribles o de baja
digestibilidad.

Los mejillones (Mytilus galloprovincialis) empleados en estos experimentos
fueron recolectados por el INTECMAR de la Ria de Muros en mayo del 2009.

Del pool de mejillones inicial se obtuvo una submuestra aleatoria de 10
individuos, que se utilizd para cuantificar el contenido de toxinas en la poblacion al

inicio del experimento (TO0).

Se introdujeron 100 mejillones en cada uno de los tres tanques de 35 litros
utilizados en el estudio. Todos ellos estaban dotados de un sistema de aireacion y de
recirculacion de agua. A cada uno de estos tres tanques se les afiadio diariamente y
repartido en dos dosis (una por la mafiana y otra al mediodia) alimento que estaba
constituido por 1 litro de un cultivo de la microcalga Tetraselmis sp. (3 x 10° cels mL ™)
sin suplementar en un caso (control), con un suplemento 50 g de resina Diaion HP-20
(SUPELCO) triturada para reducir su tamafio de particula, en otro caso, y, en un tercero,
con un suplemento de homogeneizado de patatas fritas Lays Light, igualmente
trituradas, para aportar Olestra (Olean, Procter & Gamble), un poliéster de acidos
grasos con sacarosa, poco digerible usado como sustituto de las grasas. Para evitar
pérdidas de alimento, el circuito de agua se cerro durante 3 horas inmediatamente
después de administrar cada una de las dos dosis de alimento diarias. Esta alimentacion
se mantuvo a lo largo de 4 dias. Una vez transcurridos estos, se le extrajo la vianda a 10
mejillones de cada tanque para cuantificar el contenido final de OA libre y de toxina
total (OA+CF). Las muestras se congelaron a - 80°C hasta su posterior analisis. Las

extracciones se realizaron de la misma forma que en el experimento 2.
5.2.6. Anélisis por HPLC-MS

La concentracion de toxina presente en cada uno de los extractos obtenidos en
los experimentos realizados, fue determinada por HPLC-ESI-MS con un espectrometro

de masas de trampa i6nica Thermo LCQ-Deca XPplus con ionizacién por electrospray
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acoplado a un HPLC Thermo Surveyor. La separacion cromatografica se realizd segin
el método de Quilliam (2003) ligeramente modificado para adaptarlo a una columna de
nucleo fundido (HALO C8 50x2.1mm 2.7 pm) con agua:F (95:5) como fase movil Ay
CH3;CN: F  (95:5) como fase movil B, siendo F una soluciéon 40 mM formiato de
amonio y 1M acido formico en agua. El programa de elucion establecido consistié en un
gradiente desde el 5 % al 100 % de B en 5 min, se mantuvo durante 5 minutos al 100%
y posteriormente se reequilibro a las condiciones iniciales durante 5 minutos antes de la
siguiente inyeccion. El flujo empleado fue de 400 pL min” y el volumen de la

inyeccion 5 pL.

Se trabajé con ionizacién negativa y en modo SIM (selected ion monitoring)
monitorizando la relacion masa/carga de 803.5. La cuantificacion del acido okadaico se
realizé mediante comparacion de la respuesta de las muestras con los materiales de

referencia (OA-1b) obtenidos del IMB - NRC, Canada.

La presencia de efectos matriz se comprob6 mediante diluciones seriadas de las

muestras y se corrigid, cuando fue necesario, usando la dilucion mas alta.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Excrecion de toxinas disueltas

Solo se detectaron trazas de OA en el agua procedente del sifon exhalante, tras
realizar una concentracion de la muestra de 2000 veces. No se detectaron CF en ninglin
momento. La media del total de toxina excretada por esta via debe ser inferior a 0.001

ng, lo que supone menos del 0.07% del total de toxina presente en las heces.

5.3.2. Balance de masas del OA

Al finalizar el experimento los mejillones habian depurado, aproximadamente,
40.35 pg (48.3%) de su contenido téxico inicial (OA+CF). A pesar de que tanto las
cantidades de OA como de CF habian disminuido a lo largo del periodo de depuracion,
el porcentaje de CF encontradas en los mejillones aumentd ligeramente desde un 33.5%
(TO) aun 35.7% (TF) y el de OA libre disminuy6 desde un 66.4% (T0) a un 64.3% (TF)
(Tabla 5.1).
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En las heces el contenido total de toxinas DSP encontrado fue de 39.13 pg, lo

que supone, aproximadamente, el 97% del total depurado por los mejillones. Toda la

toxina depurada por las heces se encontrd en forma de CF, situdndose los niveles de OA

en todos los casos por debajo del limite de deteccion (<KLOD) (Tabla 5.1).

Tipo de ug Toxina TO pg Toxina TF | ug Toxina depurada
Toxina (%) (%) (%)
OA 55.86 (66.4) 28.12 (64.3) 27.74 (68.7)
Mejillones
CF 28.21 (33.5) 15.60 (35.7) 12.61 (31.2)
(GD)
CF + OA 84.07 (100) 43.72 (100) 40.35 (48.3)
OA No muestreada <LOD
Heces CF No muestreada 39.13 (100) 97% del total
depurado por
CF + OA No muestreada 39.13 (100) |::> los mejillones

Tabla 5.1: Contenido y porcentajes de 4cido okadaico (OA) y sus formas conjugadas (CF)
en la glandula digestiva de los mejillones y en las heces al comienzo y final del experimento.
GD = glandula digestiva; TO = comienzo del experimento; TF = final del experimento; LOD:
Limite de deteccion.

5.3.3. Depuracion de toxinas DSP a través de las heces

Tras 3 horas de depuracion los mejillones habian perdido, aproximadamente,

1.42 pg (0.99%) de su contenido inicial de toxinas DSP (OA + CF).

En las heces la cantidad total de toxinas DSP encontrado fue de 1.414 pg, lo que
supone, aproximadamente, el 99.5% del total depurado por los mejillones. Ademas el
94.3% del total encontrado en heces estaba constituido por CF y solo el 4.7% lo estaba
por OA. Al analizar directamente el contenido en CF de las heces, conseguimos
identificar hasta 9 acil-ésteres de OA - C14:0, C15:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:1,
C18:2, C18:4, C20:5 (Figura 5.2) pero ningun diol/triol éster o hibridos diol/triol éster.
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Figura 5.2. Espectros MS2 de las [M] de los acil-esteres-OA encontrados en las heces.
(A) 20:5-OA (m/z 1087.7), (B) 18:1-OA (m/z 1067.7), (C) 18:2-OA (m/z 1065.7), (D)
18:4-OA (m/z 1061.7), (E) 17:0-OA (m/z 1055.7), (F) 16:0-OA (m/z 1041.7), (G)
16:1-OA (m/z 1039.7), (H) 15:0-OA (m/z 1027.7), 1) 14:0-OA (m/z 1013.7).
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5.3.4. Pérdidas de toxinas de las heces por redisolucion

No existieron pérdidas significativas de toxina desde las heces por redisolucion
al agua circundante. No se detectaron ni OA ni CF en el agua hasta transcurridas 20
horas desde la introducciéon de las heces en el agua. A partir de ese momento,
aproximadamente el 3% del contenido total de toxina de las heces (OA + CF) se
detectd en el agua como OA libre (45% del total de OA libre en las heces). No se

encontraron CF en el agua en ningin momento del experimento.

5.3.5. Velocidad de depuracion de toxinas DSP en mejillones
alimentados con particulas no digeribles o de baja digestibilidad

Durante los 5 dias que durd el experimento, 4 de alimentaciéon y uno de
depuracidn, el contenido total de toxina disminuy6 en todos los mejillones analizados.
En el tanque control fue donde los porcentajes de depuracion observados fueron mas
bajos (23.5%) con una tasa de depuracion de aproximadamente 0.05 dia”'. Las
diferencias con respecto a los dos tanques tratados fueron importantes, especialmente en
el caso de los mejillones alimentados con la resina Diaion HP20 que llegaron a perder
hasta casi un 61.5% de su contenido téxico. En el caso de los mejillones alimentados a
base de homogeneizado de patatas fritas Lays-Light, los porcentajes de depuracion

estuvieron proximos al 40% (Figura 5.3).

116



i 100%

pg Toxina Total

TO Control Lays Light Diaion

Extractos

Figura 5.3. Cantidades totales de toxina (OA + CF) y porcentajes de depuracion
obtenidos en cada uno de los extractos analizados. TO: Extracto inicial; Control:
Tanque de mejillones sin tratamiento; Lays Light: Tanque de mejillones alimentados

con Lays light que contenian Olestra; Diaion: Tanque de mejillones alimentados con
Diaion HP20.

5.4. DISCUSION

5.4.1. Principal via de depuracion de las toxinas DSP

Las tasas de depuracién obtenidas en este estudio fueron las esperables de

acuerdo a los valores obtenidos previamente en la misma zona (revisado en Blanco et
al., 2005).
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Debido a que la practica totalidad de la toxina depurada por los mejillones se
detectd en las heces, este mecanismo parece constituir la principal, y practicamente

unica via de depuracion de las toxinas DSP de la glandula digestiva de los mejillones.

La existencia de una ruta alternativa de excrecion a través del rifion y con salida
en forma disuelta a través del sifon exhalante queda practicamente descartada, ya que
solo después de realizar una gran concentracion de la muestra, se consiguid detectar
algo de toxina en el agua, pero que en ningun caso supuso mas de un 0.07 % del total

depurado por las heces.

La posibilidad de que las bajas detecciones en el agua se debieran a la existencia
de degradacion de las toxinas queda descartada debido a los buenos ajustes obtenidos
tanto en el balance de masas realizado a lo largo de 6 dias como en la evaluacion de las

pérdidas por heces en 3 horas.
5.4.2. Perfil toxico de las heces

La mayor parte de las toxinas depuradas a través de las heces estaban
compuestas por CF, lo que indica que estas deben constituir la principal forma

estructural de depuracion en el caso de la toxicidad de tipo DSP.

La baja proporcion en la que el OA libre paso6 de las heces al agua circundante a
lo largo del tiempo, es suficiente para descartar la posibilidad de que la elevada
proporcion de CF detectadas en las heces se debiera a que la mayoria del OA libre

depurado hubiera pasado rapidamente al agua.

Al igual que en estudios previos de nuestro laboratorio (capitulo 6) la gran
mayoria de las CF detectadas en heces estaban constituidas por derivados acilados
(DTX3). A pesar de ello, hubo un pequefio porcentaje de las mismas que no pudo ser
detectado y que probablemente estuviera constituido por derivados todavia mas
apolares. Torgersen et al. (2008b) encontraron que cuando comparaban las tasas medias
de depuracion de los esteres del grupo del OA medidos directamente con las estimadas
tras someter a las muestras a hidrolisis alcalina (Lindegarth et al., 2009), las cantidades
obtenidas tampoco eran las mismas. Este hecho también sugiere la posibilidad de que
otros derivados del OA estén presentes en las muestras lo que complicaria atin mas, si

cabe, el perfil toxico de las mismas.
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A medida que avanza el proceso de depuracion, la contribucion del OA al total
de toxina presente en los individuos disminuye mientras que la de CF aumenta. Al
igual que en el caso de las heces, las CF detectadas en mejillon estaban compuestas
basicamente por derivados acilados (DTX3), no pudiendo ser identificados a lo largo
del estudio ningtn otro tipo de derivado del OA (ni més ni menos polar). Segun los
datos obtenidos en este estudio, un incremento de las tasas de depuracién con la
consecuente disminucidn de la concentracion total de toxina, parece llevar asociado un
incremento en los porcentajes de CF. Estos resultados son contrarios a los obtenidos por
Vale and Sampayo (1999), quienes encontraron que era a medida que incrementaban los
niveles de intoxicacién cuando también se producia un aumento en los porcentajes de
formas conjugadas del OA (a las que probablemente los diol-éster procedentes del
plancton contribuyan en gran medida). Los mayores porcentajes de CF asociados a
elevadas tasas de depuracion obtenidos en este estudio indican que la esterificacion del
OA, que tiene lugar en las células digestivas de los mejillones (capitulo 6), parece

constituir un importante mecanismo enzimatico implicado en la detoxificacion.

Las CF cuantificadas indirectamente mediante hidrolisis alcalina en los
mejillones, no representaron en ningun momento mas del 36% del contenido toxico de
los mismos lo que indica que no tienden a acumularse permanentemente en el individuo
a lo largo del proceso de depuracion. Estos porcentajes son similares a los obtenidos por
otros autores para la misma especie (Fernandez et al., 1996; Mountfort et al., 1999;
Suzuki and Yasumoto, 2000; Suzuki and Mitsuya, 2001; Vale and Sampayo, 2002a,b;
McNabb and Holland, 2003; Vale, 2004; Jorgensen et al., 2005; Vale, 2006b; Torgersen
et al., 2008b), pero menores a los encontrados en mejillones portugueses en los que, en
ocasiones, los ésteres apolares han llegado a suponer entre un 70 y un 90% del
contenido toxico total (Vale and Sampayo, 1999). Las variaciones en la contribucion de
las CF al contenido téxico total se deben principalmente al balance que se establece
entre las tasas de acilacién y de depuracion de los compuestos DTX3. Dichas tasas

pueden llegar a ser extremadamente variables tanto entre toxinas como entre especies.

Los porcentajes de CF encontrados en este estudio se podrian explicar si las
tasas de eliminacion de los derivados DTX3 fueran ligeramente superiores a las de su
formacion (acilacion) de tal forma que la eliminacion de estos compuestos se produjera
a medida que se van formando en los bivalvos. En el caso por ejemplo de la ostra

Ostrea edulis, las mayores tasas de acilacion que presenta respecto a los mejillones
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Mytilus galloprovincialis, con los que comparte tasas de depuracion de compuestos
DTX3 muy similares, son probablemente las responsables de que, como encontraron
Torgersen et al. (2008b), dichos derivados se acumulen de forma mas notoria en la

primera de las especies mencionadas.

Hasta la fecha no existen estudios en los que se comparen las tasas de formacion
y depuracion de los compuestos DTX3 en los mejillones. Las tasas de acilacion que se
han publicado para el mejillon Mytilus galloprovincialis han sido siempre bajas
(Fernandez et al., 1998; Blanco et al., 1999, 2005; Morofio et al., 2003). Respecto a las
tasas de depuracion de las toxinas DTX3 existe mayor discrepancia ya que en ocasiones
resultaron ser menores a las del OA parental (Torgersen et al., 2008b) y en otras al revés

(Vale, 2004, 2006a).

Varios transportadores del tipo MRP (proteinas relacionadas con la resistencia a
multidrogas), pertenecientes a la superfamilia de los transportadores ABC, han sido
identificados en Mytilus edulis (Luedeking et al., 2005) y M. galloprovincialis (Kurelec,
1992). Estos compuestos son los responsables del transporte de una gran variedad de
componentes a través de las membranas biologicas y su funcién en organismos
acuaticos se relaciona con la proteccion contra los efectos negativos que provoca la
exposicion a componentes organicos toxicos (Waldmann et al., 1995; McFadzen et al.,
2000). Si realmente juegan un papel fundamental en el mecanismo de defensa
reduciendo la acumulacién de compuestos toxicos en las células, nos encontraremos que
cuanto mas activos se encuentren dichos compuestos MRP, mayor serd la cantidad de
OA que puedan transportar fuera de las células del mejillon y por tanto mayor seran

también los porcentajes de ésteres que encontraremos en los individuos.
5.4.3. Vias alternativas de eliminacion. Esférulas de excrecion.

El inducir la formacion de esférulas de excrecion mediante el uso de sustancias
no digeribles, puede suponer una alternativa a los métodos de depuracion naturales de
las toxinas. Dichas esférulas se eliminarian de las células mediante mecanismos de
exocitosis y luego al exterior por las heces, con lo que su eliminacién podria realizarse
de manera mas rdpida y eficaz con respecto a los mecanismos convencionales de

difusion y no requeriria el paso a través de la membrana.
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En este estudio observamos como los dos tipos de alimento no digeribles
empleados como posibles acelerantes del proceso depurativo mostraron tener efectos
positivos, favorecieron una mas rapida eliminacion de las toxinas de los mejillones. En
el caso de la alimentaciéon con Lays Light que contiene Olestra, los porcentajes de
depuracion duplicaron a los obtenidos en el tanque control. Se conoce que este
compuesto es solo parcialmente digerible por los mejillones y que las sustancias
lipofilicas tiene afinidad por €1, ya que afecta al transporte de determinados compuestos
como el antraceno (Moore et al., 1997). Ademas Moser and McLachlan (1999)
demostraron que la eficiencia de excrecion mediante las heces, en humanos, de toda
una serie de contaminantes lipofilicos (PCDD/Fs, PCBs, HCB), era mayor en los
individuos a los que se les habia suministrado una dieta rica en Olestra que en otros que
habian ingerido la misma dieta sin este compuesto. No obstante la condicion del
Olestra de sustancia no facilmente biodegradable, no lo hace especialmente

recomendable para su uso a gran escala.

Por su parte la resina de adsorcion Diaion HP20, result6é ser mucho mas efectiva,
ya que practicamente triplico la depuracion obtenida en los mejillones control. Este tipo
de resina poliaromatica ya ha sido empleada en numerosas ocasiones como muestreador
pasivo (SPATT) para adsorber las toxinas del agua con resultados satisfactorios
(Mackenzie et al., 2004; Fux et al., 2008, 2009; Pizarro et al., 2008, 2009; Rundberget
et al., 2009; Mackenzie, 2010).

A pesar de que ambos tratamientos parecen ser efectivos para incrementar la
velocidad de depuracion de las toxinas DSP en los mejillones, la implicacion del
mecanismo concreto (formacion de esférulas de excrecion) no pudo ser constatada en
este estudio y necesitard investigaciones futuras. La excrecion extracelular mediante
esférulas ya ha sido reportada para la eliminaciéon de metales en el berberecho

Cerastoderma edule (Owen, 1955).
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CAPITULO 6

ESTERIFICACION DEL ACIDO
OKADAICO EN EL MEJILLON
MYTILUS GALLOPROVINCIALIS
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Introduccion

Como ya se indico en la introduccion de esta tesis (Apartado 4.2.), el grupo del
acido okadaico (OA) y las dinofisitoxinas (DTXs) incluye numerosos derivados tales
como diol-ésteres (Hu et al., 1992b; Norte et al., 1994; Fernandez et al., 2003a; Suarez-
Gomez et al., 2005), acil-derivados (ésteres con acidos grasos “DTX3”) (Yasumoto et
al., 1985; Marr et al., 1992; Fernandez et al., 1996; Suzuki et al., 1999; MacKenzie et
al., 2002; Vale and Sampayo, 2002a,b; Jergensen et al., 2005; Torgersen et al., 2008b;
Vale, 2010) y ésteres hibridos (Torgersen et al., 2008a).

De estos compuestos los tnicos que hasta la fecha no han sido detectados en el
fitoplancton (salvo cantidades traza en muestras de plancton (Vale, 2010)) han sido las
dinofisitoxinas 3 (DTX3) y los ésteres hibridos, por lo que se cree que se originan en la
propia glandula digestiva de los bivalvos mediante esterificacion (Lee et al., 1989;
Torgersen et al., 2008a). Aunque actualmente el significado metabdlico de esta
biotransformacion se desconoce, la aparicion de estas formas estructurales como
componentes mayoritarios de las heces (en ocasiones unicos) de los mejillones (capitulo
5), parecen relacionarla directamente con el proceso de depuracion de las toxinas en los

bivalvos.

Recientemente, se sugirio la posibilidad de que las bacterias estuvieran
involucradas en el proceso de esterificacion (Vale, 2010). Si asi fuera, necesariamente la
sintesis de los compuestos acilados deberia producirse en el lumen del digestivo y no
dentro de las propias células digestivas con lo que la transformacion afectaria
principalmente a la capacidad de absorcion de las toxinas, ya que al tratarse los ésteres
de compuestos mas apolares que el OA libre difundirian mas facilmente a través de las
membranas. Sin embargo y como ya se explico en el parrafo anterior, la aparicion de
estos compuestos como mayoritarios en la heces, aun cuando el OA libre lo era en la
glandula digestiva del mejillon (capitulo 5), parecen vincular mas directamente al
proceso de esterificacion con la depuracion de las toxinas que con la absorcion de las

mismas por parte de las células digestivas.

La esterificacion de xenobidticos con acidos grasos en invertebrados aunque en
pocas ocasiones, ya ha sido descrita, siendo los organulos asociados a la fraccion

microsoémica los principales implicados en este tipo de biotransformacion (Connat and

125



Diehl, 1986; Duedendorfer and Maroy, 1986; Janer et al., 2004, 2005; Labadie et al.,
2007).

La sintesis de ésteres de xenobidticos puede estar catalizada por una amplia
variedad de enzimas con actividad aciltransferasa y esterasa (Dodds, 1995). La enzima
acil-CoA: colesterol aciltransferasa (ACAT), responsable de la esterificacion del
colesterol en humanos, ha sido localizada principalmente en el reticulo endoplasmatico
rugoso (Chang et al., 1995, Khelef et al., 1998) y en una fraccion paranuclear asociada
con las membranas del reticulo endoplasmico y cerca de la denominada red trans-golgi
(TGN) que esta relacionada con el compartimiento endocitico (Khelef et al., 2000). En
los moluscos, la actividad aciltransferasa ha sido descrita en el aparato de Golgi y
vesiculas relacionadas en la oreja de mar (Kataoka and Yamamoto, 1985), y en
fracciones microsoémicas aisladas de la glandula digestiva de la ostra Crassostrea
virginica (Janer et al., 2004) y del mejillon Mytilus galloprovincialis (Janer et al.,
2005). También se ha demostrado in vivo que estas enzimas desempeflan un papel

fundamental en el metabolismo de los estrogenos en M. edulis (Labadie et al., 2007).

El presente capitulo incluye un trabajo con dos objetivos (asociados a los
Objetivos 4 y 5). El primero de ellos comprobar si las bacterias son las principales
responsables de la acilacion del OA y el segundo determinar si dentro de las células
existe actividad de Acil-CoA:OA aciltransferasa y si es asi, en qué parte de la misma
reside. Para ello se realizd un primer estudio en el que se emplearon dos lotes de
mejillones, uno de los cuales se sometid a un tratamiento con antibioticos y el otro no.
Ambos lotes se intoxicaron de la misma manera, con microcapsulas que contenian OA
durante una semana tras la cual, se cuantifico la cantidad de formas conjugadas de OA
formadas. En el segundo estudio se probo la trans-esterificacion in vitro del palmitoil-

CoA al OA en diversas fracciones subcelulares de la glandula digestiva del mejillon.
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Okadaic acid and other toxins of the diamheic shellfish poizoning (D5P) group are trans-
formed mainly to their acyl-derivatives in bivalves. Some recent studies sugmest that
bacteria present in the hivahle gut could contribute substantially to the acylation of the
toxinae By feeding microcapsules contaiming okadaic acid to mussels we have shown
unequivacally that the ingested okadaic acid is nearly completely tmnsformed to its farty
acid esters (acyl-derivatives L Treating mussels with antibiotics did not have any significant
effect on the acylation of the supplied ckadaic acid. suggesting that bacteria do not play
any significant role in this process. The microsomal and mitochondnal subcellular fractions
of the cells of the digestive gland have been shown to have contain enzymes that are
able to transfer a farty acid malecule from Coenzyme A to okadaic acid (50, that have
Acd-CofAr0A acyltransferase activityl This activity was related to that of the enzyme
Cytochmomee C reductase { MADPH L a marker of endoplasmic reticulum, sugpesting that this
arganelle iz the main responsible for the acylation process. Acylation of DSP toxins seems
to be a key step in the depuration of these tosins from mussels, as these compounds are
found in feces as acyl-derivatives This is probably true for most bivalves. The proportion of
acyl-derivatives accumulated can paint to the key process of the depumation: acylation or
excretion of acylated derivatives Inthe mussels Myriles galloprovincialis, Myniles adwlis and
in Danax puncwhes, the fist process seems to be the most important, but in most bivabee
species it sems to be the second one. Other aspects of the relationship between depu-
ration and acylation are also discussed

@ 2011 Ekewvier Lid_ All nights reserved.
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invalved in several physiological processes, induding cell
cyce regulation and modulation of intracellular protein

Ciarrheic shellfish poisoning { 5P] is a severe gastroin-
testinal illness caused by the consum ption of shellfish that
have accumulate d toxins fromsome phytoplankton species.
The principal toxins responsible for DSP in humans are the
lipophilic polyether compounds okadaic acid (0A), dino-
physistoxin-1 (DTX 1], dinophysistoxin-2 { T2 }{ Yasumobo
et al., 1985; Hu et al., 1992a) and their acyl-derivatives
generically known as DTX3 (Vale and Sampayo, 2002b;
Garda et al, 2005, 2006] (Fig. 1) DSP toxins are potent
serine/threonine protein phosphatase inhibitors (Cohen
et al, 1990; Mestrovic and Pavela-Vrancc, 2003 that are
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metabolism. They have been shown to be potent tumaor
promoters on mouse skin { Fujiki and Suganama, 1993,

DEP taxins are produced by some species of Dinophysis
(Della logeia et al, 1993%; Yasumoto et al, 1980; Reguera
et al, 1990; Edler and Hageltorn, 1990; Kat, 1983; Lassus
et al., 1985; Giacobbe et al, 2000; Lee et al., 1989) and Pro-
rocenirum ( Lawrence et al, 1998, Heredia-Tapia et al, 2002;
Gayoso et al., 2002; Bauder et al, 2001; Koike et al, 1998;
Quilliam et al, 1996). Additionally to the main toxins,
a number of toxin derivatives have been found in these
species, as “DTX4A™ (Hu et al, 1995b], “DTXS" (Hu et al.,
1995a) (Cruz et al, 2006) (Paz et al, 2007], DTXE (Sudrez-
Gomez et al, 2001 ) and diol-esters (Fernandes et al, 2003,
Hu and Marr, 1992b; MNorte et al, 1994; Suarez-Gomez
et al., 2005) (Fig. 1)
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When these compounds enter bivalves they undergo
a series of transformations, mainly hydrolysis and acylation,
that give, at least, free toxins (from diol-esters and DTX4-
DTX5-DTXG) and fatty acds esters, as "DTX3" (Fig. 1)
(Yasumoto et al, 1985; Marr et al, 1992; Femandez et al,
1996; Suzuaki et al, 1999; MacKenzie et al., 2002; Vale and
Sampayo, 2002a, 2002b; Jergensen et al, 2005; Torgersen
et al, 2008b; Vale, 20107 or hybrid esters {Torgersen et al,
2008a) (esters of fatty acids with diol-esters).

Of the two processes—hydrolysis and acylation—known
to take place in bivalves, the first seems to be related to
digestion {extra or intracellular). The second, notwith-
standing, has not been uneguivocally associated to any
particular process and consequently its metabolical
meaning is not known. Recently, Vale (2010) hypothesized
that, at least in some bivalves, acylation of okadaic acid and
related compounds could be produced by bacteria acting in
the gut lumen of the bivalves during digestion. If that were
true, the acylation could affect the absorption of the toxins,
as the generated esters are less polar that the free toxins
should pass the membranes more easily, but the process
would probably not be directly involved in the depuration of
the toxins. Notwithstanding, in a series of unpublished
experiments (preliminary and focused on a different
subject), we have found that, evenwhen free OA was found
inconsiderable amounts in the digestive gland of mussels, in
feces, nearly all the detected OA was found in the esterified
form, thus suggesting that acylation could be an important
step in the depuration of DSP toxins from the bivalves.

The estenfication of some xenobiotics with fatty acids as
a part of their elimination mechanism has been described
in some invertebrates. This is the case of steroids in the
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bivalves Mytilus edulis (Labadie et al, 2007), My tilus gallo-
provincialis (Janer et al,, 2005), Crassostrea virginica (Janer
et al, 2004), in the gasteropod [yanossa obsoleta
(Gooding and LeBlanc, 2001 )—where it was the major
pathway of testosterone metabolism—or in arthropods
(Duedendorfer and Maroy, 1986; Connat and Diehl, 1986,

The synthesis of esters of xenobiotics is catalyzed by
a wide variety of enzymes with acyltransferase capability
(Dodds, 19957, In mollusks, this kind of activity has been
described in the Golgi apparatus and assodated vesicles in
the abalone (Kataoka and Yamamoto, 1985) and in micro-
somal fractions isolated from the digestive gland of two
bivalves (the oyster C. virginica ( Janer et al., 2004) and the
mussel M galloprovincalis (Janer et al, 2005)) and there-
fore assodated mainly with the endoplasmic reticulum
(ER) andfor Golgl apparatus. In humans, the enzyme acyl-
CoA: cholesterol acyltransferase (ACAT), responsible for the
esterification of cholesterol, has been localized in the ER
(Chang et al., 1995; Khelel et al, 1998); in a paranuclear
fraction assocated with the membranes of the ER and near
the so-called trans-golgi network (TGN), an endocytic
compartment, { Khelef et al., 2000).

Taking into account all this information we hypothesized
that, inmussels, QA esterification is animportant stepin the
depuration of this toxin and that this process takes place
inside the cells of the digestive gland by the action of acyl-
transferases associated to the ER. Consequently, we have
focused this work on the identification of the place and the
mechanism of acylation of OA In mussels. In order to know if
this process is carried out by bactera in the lumen of the
digestive tube, the effect of a treatment with antibiotics
was assessed. In order to know if mussel cells have the
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enzymatic machinery reqguired to perform the acylation of
the toxins, an assay to prove activity of acyl-CoA:08 acyl-
transferase has been carried out, using the “a priori” most
likely subcellular fractions with such an activity.

2. Material and methods
2.1 Biological material and chemicals

Uncontaminated mussels (M galloprovincalis) were
obtained from a culture rafi in Galida. Palmitoyl-Cof
(PO716), ATP (A7699), protease inhibitor cocktail (P2714)
and Cytochrome C Reductase (NADPH) assay kit (CY 01007
were obtained from Sigma-Aldrich. Water was purified
through a MilliQ-gradient system, fed with an Elix Advan-
tage 10, both from Millipore. Acetonitrile and methanol of
HPLC-grade were obtained from Rathburn and Labscan,
respectively. Okadaic acid was purchased from Calbiochem
and Wako. Penicillin and streptomycin sulfate were
obtained from Biomedical Inc.

22, Experiment 1. Effect of antibiotics on the acvation of G4

221 Experimental conditions

10 five-mussel groups were placed in trays containing
2.5 L of filtered autoclaved seawater that was aerated
continuously and replaced every day. Five out of the ten
trays were treated with antibiotics { 1000 Units /L Penicillin
and 0.1 mgfmL Streptomycin sulfate) for 7 days and the
other 5 trays received no treatment.

After that period, mussels were fed with gelatin-acaca
microcapsules containing okadaic acid (Rossignoli et al,
2011). The supplied diet was constituted by approxi-
mately 2 g of microcapsules plus 25 mL of a culture of
Tetraselmis sp. (3 = 108 cells mL™") plus 0.1 g of cay. The
food was supplied twice a day for 10 days.

All mussels in one tray ofeach treatment were sacrificed
and analyzed every two days between day 3 and day 11
after the start of feeding with microcapsules. Feces were
collected from the bottom of each tray every day, pooled
{ for each tray) at the end of the experiment and analyzed at
the same time than mussels of their corresponding tray (to
obtain one sample per tray .

222, Extraction and toxin analysis

Mussels were dissected and the toxins from digestive
gland {where practically all DSP toxins are stored—Blanco
et al, 2007) were extracted and analyvzed. Toxins were
also extracted and analyzed from collected feces.

The digestive glands were homogenized in methanol
(100%), in a proportion of 1:4, wiv, with an Ultraturrax T 25
Basic (IKA) The homogenate obtained was centrifuged at
48 000g for 20 min to darify the solution. The supernatant
wis analyzed to guantify free OA. In order to guantify the
total amount of toxin (OA and its conjugated forms (CF))
the extracts were subjected to alkaline hydrolysis
following, with small modifications, the procedure of Vale
and Sampayo (19990, The procedure consisted in adding
125 pl of NaOH 2.5 N toa 1 mL of extract, keeping it at 76 °C
in a tightly closed vial for 40 min, and finally turning the
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extract to slightly acid conditions by adding 125 pl of HCI
2.5 M. Feces were subjected to the same procedure.

OA concentration in each extract was determined by
HPLC-ESI-MS with a Thermo LCQ-Deca XP plus ion trap
mass spectrometer with electrospray ionization coupled to
a Thermo HPLC Surveyor system. The technique of Gerssen
et al. (2009), slightly modified, was used. A Gemini NX
column (C18 100 = 2 mun, 3 pm) was used under alkaline
conditions {pH 11) with water as mobile phase A and
acetonitrile f'water as mobile phase B (9010, v:v). Both
mobile phases contained 6.7 mM ammonium hydroxide.
The gradient program went from 25% to 95% B over 5 min,
held for 3 min and then re-eguilibrated at the starting
conditions for 3.5 min prior to the next injection. Flow rate
wits 400 pL min~ ! and injection volume 5 plL.

The mass spectrometer was operated in negative ioniza-
tion mode and 5IM (selected ion monitoring) targeting the
8035 myz|M — H| ™! ion. Quantification ofOAwas carried out
by comparing the response in the sample with that of refer-
ence matenals (0A-1¢) obtained from IMB - NRC, Canada.

The presence of matrix effect was checked and cor-
rected, when it was needed, by standard addition method

(spiking).

23 Experiment 2. Acyl-CoA:0A tronsferase activity of mussel
digestive gland cells

231 Isolation of microsomal and mitochondrial froctions of
digestive glands cells

Digestive glands of 7 mussels were dissected, pooled,
weighed, cut into small pieces of approximately 2 =« 2 mm
and homogenized by five strokes, at moderate speed, in
a Potter-Elvejhem  glass Teflon homogenizer, in five
volumes (w/v) of a cold buffer which contained TRIS
10 mM, 150 mM KCL, 0.5 M sucrose and protease inhibitor
cocktail, pH 7.6. Two aliquots were obtained, that were
subsequently processed independently.

The subcellular fractions of each aliguot were separated
by differential centrifugation successively at 755g (10 min)
for nuclei and cell debris, 11 000g (15 min) for lysosomes,
and 20 500g (15 min) for mitochondria. The last superna-
tant was ultrafiltered through an Ultrafree-nMC of 100 kDa
of nominal pore size (Millipore) at 13 000g (1 h) in order to
obtain a concentrated microsomal fraction.

232 Acyl-CoA0A acyitransferase activity assay

All obtained fractions were checked for activity of the ER
marker Cytochrome Creductase { MADPH), with an assay Kit
(Sigma-Aldrich) following the supplier's instmuctions.

The assay for the estenfication of okadaic acid was
based on the method described by Janer et al. (2004 with
slight modifications. Microsomal and mitochondrial frac-
tons were incubated at 37°°C for 60 min with 19 phd OA,
100 p palmitoyl-CoA and 10 mM ATE, in 100 mM sodium
acetate buffer at pH G.0. The reaction was stopped by the
addition of 1 mL of methanol to the assayed volume
(250 pL). The samples were vortexed immediately and
centrifuged for 20 min at 48 000g. Blank samples, using
heat-inactivated microsomal and mitochondrial fractions
(100 °C for 5 min), were also tested. All tests were carried
out in duplicate {one for each aligquot).
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233, Toxins analysis

Palmitoyl-0A in each extract was quantified by HPLC-
ESI-MS with a Thermo TS0 Quantum Access triple guad-
rupale mass spectrometer coupled to a Thermao Accela ultra
high pressure HPLC. The chromatographic separation was
carried out using the method of Gerssen et al (2009),
slightly modified, as in Experiment 1. The mass spectrom-
eter was operated in negative ionization MREM mode.
Transitions 8035 — 2551 and 803.5 — 5635 m/z for OA
and 1041.7 — 2551 and 10417 — 785.5 for palmitoyl-0A
(C16:0) were recorded using 48 eV collision energy for
abtaining the 255.1 fragment and 43 eV for the other.

0A reference material was as in Experiment 1. A C16:0-
0A | palmitoyl-0A) “in house” reference solution for guali-
tative analysis was obtained from digestive glands of toxic
mussels by means of purfication on Sephadex LH-20, fol-
lowed by semipreparative reverse phase HPLCina Luna C18
300 = 10 mm 5 pm column (Phenomenex ). An aliquot of
this standard was subjected to alkaline hydrolysis as in
Experiment 1, and the concentration of the OA released was
then quantified using an 0A standard. No detectable pal-
mitoyl-0A could be detected after hydrolysis, hence the
efficdency of the process was assumed to be 100% As the
response obtained in the mass spectrometer is higher for
aokadaic acid than for palmitoyl-04, the concentration of the
latter was computed indirectly through gquantification of
the QA obtained after hydrolysis and by correcting the
concentration with the dilution produced by the hydrolysis
process {addition of NaOH and HCI). All extracts were also
analyzed directly, using the “in house" palmitoyl-0A refer-
ence solution yielding very similar results but with slightly
higher variability due to the fact that the mass spectrometer
is less sensitive for palmitoyl-0A than for free OA

3. Results

31, Acylation of OA in antibiotic-treated and non-treated
mussels

At the end of the experiment, the mussels reached
a total toxin concentration of 0.5 and 0.54 pg 0A 2! of
digestive gland in the control and the antibiotic-treated
tanks, respectively. OF the total accumulated toxins
(0A 4+ CF), initially only a small amount was found as CF in
the digestive gland but both the amount and the proportion
of these toxins increased progressively until the end of the
experiment (Fig. 2). The antibiotic-treated and non-treated
mussels showed similar results (p = 0.963).

Feces contained mainly conjugated forms of OA, and
only a small percentage of free OA {also found in several
preliminary unpublished experiments). That was true both,
for the control and for the mussels treated with antibiotics
[Fig. 30 As it was found in mussels, no statistically signifi-
cant differences in CF content were found between the
feces from the control and those from the antibiotic-treated
mussels (p = 0LB25).

Mine acyl-derivatives were unequivocally detected as
part of the CF: C14:0, C15:0, C16:0, C16:1, €17:0, C18:1,
C18:2, C18:4, C20k5 (Fig. 4). Nevertheless, these are not the
only compounds involved, as the amount of QA that could
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ke recovered from the outflow of a chromatographic run is
about 70% of the injected.

3.2 Acyl-CoA:0A acyltransferase activity

Two out of the four tested subcellular fractions—mito
~-chondrial and microsomal—showed activity of the ER
marker cytochrome C reductase (NADPH), suggesting that
the fragments of the ER are distributed between these two
fractions. The heat-inactivated microsomal and mitochon-
drial fractions used as blank showed no actuwvity of the
marker enzyme (values of the assay were slightly negative)
suggesting that the treatmentwas successful in inactivating
the enzymes in the fraction.

In the two fractions (two duplicates of each of them), the
incubation of OA with palmitoyl-CoA vielded palmitoyl-0A,
in an amount that was proportional to the measured Cyto-
chrome C reductase (NADPH) activity (Fig. 50 On the other
hand, in the heat-inactivated fractions, no detectable
amount of palmitoyl-0A was produced, indicating that its
production is dependent on the enzymatic machinery
present in the fraction. The production of palmitoyl-0A (in
the two studied fractions together) was at least 700 times
higherin the raw than in the heat-inactivated fraction, as it
was between 703 and 1050 tdmes the LOD, and the produc-
tion in the heat-inactivated fractions were below the LOD,

4., Discussion
4.1, Effect of bacteria in acy-0A formation

Bacteria do not seem to contribute substantally to the
acylation of DA as no significant difference in CF production
between non-treated and antibiotic-treated mussels was
found. Unless the putatively esterifying bacteria was
completely resistant to the supplied antibiotics, the lack aof
differences indicates that transformation should take place
inside the digestive gland after the toxins are absorbed. In that
case, the possibility that bacteria could play a key role in
acylation of OAin bivalves, as suggested by Vale (2010), would
not be real, at least for the blue mussel M galioprovincialis,

4.2 Okadaic acid forms in feces

Most okadaic acid is eliminated from mussels as CF.
Even when OA was only supplied in free form, in feces, only
a small proportion of free OA was found, being detected
mostly as CF. Most of those CF are 7-0-acyl-esters but the
precise contribution of the particular acyl-esters found to
the total amount of conjugated forms of OA cannot be
established as no reference materials are available to
guantify those compounds. The most frequently found in
bivalves (Yasumoto et al, 1985; Marr et al, 1992; Wright,
1995; Hallegraeff et al, 1995; Suxuki et al, 1999; EUY
SANCO, 2001: Vale, 2006a: Torgersen et al., 2008c) were
analyzed but it seems likely, in sight of the recovery of OA
from the chromatographic runs, that other derivatives of
04 more apolar than the 7-O-acyl-esters could also be
present (as could be 7-0-Adl and diol hybrid esters
(Torgersen et al, 2008c)).

Mevertheless, these findings make clear that an apolar
metabalism, similar to that described for steroids in other
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between the acivity of the ER marker and the yield of
palmitoyl-0A of the incubation of each fraction, strongly
suggest that ER is the main responsible for OA acylation.
This finding agrees with the location of acyltransferase
activity on xenobiotics in some invertebrates | Kataoka and
Yamamoto, 1985; Janer et al., 2004, 2005),

The acyltransferase actwity found in this study for OA
seerm Lo be less intense than that found for estrogens both,
in the mussel M galleprovincialis (Janer et al,, 2005) and in
the oyster C virginica (Janer et al, 2004), Even when the
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44 Acylation, acyl-derivatives accumulation and DSP toxins
depuntion

Acylation and depuration of DSP-type toxins seem to be
strongly related. The fact that nearly all of the okadaic acid
found in feces was in acylated form suggests that this is the
form in which it is excreted from the cells. Depuration of
04, therefore, should take place in two steps: acylation
followed by excretion of the acylated forms. The velocity of
the whole depuration process should depend on the
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et al.,, 2008b; Lindegarth et al, 2009; Suwzuki and Mitsuya,
20010 In those cases, depuration would be mostly regu-
lated by the excretion rate of acyl-derivatives, in which
probably high density lipoproteins are involved (Rossignoli
and Blanco, 20107.

On the other hand, when the excretion rate of acyl-
derivatives exceeds the acylation rate, free toxins will
represent a considerable proportion of the whole toxin, as
happens in M galloprovincalis (Vale, 2006a and this work),
M. edulis (Torgersen et al, Z008b; Lindegarth et al, 2009)
and Donax trunculus (Vale, 2006a0 In that case, acylation
rate would regulate the whole process of depuration. This
may open new possibilities to accelerate depuration of DSP
toxins [rom these speces by increasing acylation.

It 15 difficult to know if particular esters (toxin and fatty
acid combinations), accumulate in the cells due to a more
efficient formation or to a less efficient elimination than
other. Mevertheless, our expenment suggests that, for
okadaic acid in mussels, all esters are excreted at similar
velocties, because the ester profile of feces is very similar
o that inthe mussels and if some of them were more easily
excreted they would be over-represented in feces. In that
case acylation would be the responsible process of the
observed profile. The observations made by Torgersen et al.
(2008h) seem to support this conclusion both for the
mussel M oedulis and the flat ovster Ostrea edulis, but their
data should be taken with caution as was obtained [from
very short time-series and did not take account of the
acylation process in the estimation of depuration.

It seems that the acylation rate of the different DSP
toxins could be different in some species. In a previous
work of this team (Ferndndez et al., 1998), the acylation rate
of 0A and DTX2 by mussels was estimated by means of

135

a dynamic model, finding that the rate for OA was
approximately twice that for DTX2. As far as we know,
there is no other study on comparative acylation of those
toxins, but it has been found that. in all bivalves studied.
DTX2 esters are always found in smaller proportion (rela-
tive to the free form) than QA esters (Vale, 2004, 2006h),
and this suggests that DTX2 15, in general, less efficently
acylated. The incidence of the smaller acylation in depu-
ration, as could be expected, would vary with the process
limiting the depuration in each bivalve. In those that do not
accumulate large proportions of esters and in which,
therefore, acylation would limit the depuration, as in the
mussels M. galloprovincalis and M. edulis, the less acylated
toxin (DTX2) depurates more slowly (Fernandez et al,
1998: Vale. 2004). In the species that accumulate large
proportions of esters, in which the excretion of those
compounds would regulate the depuration process, as is
the case of the cockle and several clams, the depuration
rates of 0A and DTX2 are similar (Vale, 2004, 2006b). That
observation would sugegest that the excretion of acyl-
derivatives is not dependent on the pardoolar voxin
Motwithstanding, (Torgersen et al, 2008b) making indi-
vidual estimations of depuration of acyl-derivatives of OA,
DTX1 and DTX2 (with the limitations commented above),
found that OA and DTX2 esters depurate at similar rates but
that those corresponding to DTX1 depurate more slowly,
thus raising the possibility that the toxinitsell, and not only
its capability of acylation could affect the depuration rate.
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Sobre el objetivo 1. Conocer cuéles son los principales mecanismos de

entrada del &cido okadaico en las células de la glandula digestiva.

1.- Las mayores tasas de absorcion del 4cido okadaico por parte de las células de la
glandula digestiva del mejillon se producen cuando la toxina esta disuelta en agua,

siendo dichas tasas sustancialmente menores cuando se encuentra en gotas de aceite.

2.- El hecho de que el transporte del acido okadaico no requiera ATP y tienda a
saturarse a altas concentraciones de la toxina, sugiere que la difusion simple no es el

mecanismo responsable de la absorcion.

3.- La difusidn facilitada u otras vias de entrada alternativas basadas en mecanismos de
difusion de dimeros de acido okadaico con potasio o de agregados de la toxina disueltos

en tampones bioldgicos podrian ser los mecanismos responsables del transporte.

Sobre el objetivo 2. Conocer si existe compartimentalizacion de las
toxinas DSP a nivel celular (en los diferentes tipos celulares) y a nivel

subcelular (en los diferentes organulos).

4.- La cinética de dos compartimentos que se detecta en la depuracion de las toxinas
DSP del mejillon, no se debe a los dos tipos celulares presentes en la glandula digestiva,
si bien la capacidad de acumulacion de las células digestivas es notablemente superior a

la de las células secretoras.

5.- El &cido okadaico se distribuye preferencialmente en la fraccion soluble de la célula.

Sobre el objetivo 3. Determinar si las toxinas DSP son secuestradas por

medio de ligamiento a algin componente celular.

6.- El 4cido okadaico se une a un receptor celular formando un complejo con un tamafio

estimado entre 30 y 300 kDa.

7.- La naturaleza quimica mas probable de dicho receptor es la de una lipoproteina de

alta densidad.
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Sobre el objetivo 4. Determinar si las toxinas DSP son degradadas y transformadas

en el interior de las células o excretadas directamente.

8.- La principal forma estructural de depuracion de las toxinas DSP es como acyl-ester,
aunque es probable que existan otras formas conjugadas mas apolares que todavia no

han sido detectadas.

9.- Se descarta que la acilacion de dichas toxinas se produzca por accidon bacteriana en

el lumen de los tiibulos digestivos de la glandula digestiva de mejillon.

10.- Las toxinas DSP son transformadas en el interior de las células digestivas para

posteriormente ser eliminadas.

Sobre el objetivo 5. Establecer las principales vias de excrecion asi como sus

mecanismos asociados.
11.- La principal via de depuracion de las toxinas DSP es a través de las heces.

12.- La depuracion de las toxinas DSP como materia disuelta a través de los sifones es

practicamente inexistente

13.- La actividad acyl-transferasa, responsable de la esterificacion del OA, se localiza
en los microsomas (reticulo endoplasmatico o aparato de Golgi) de las células de la

glandula digestiva de mejillon.
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