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1-INTRODUCCION

Entre los ecosistemas acuaticos del planeta se encuentran mares, océanos, rios, lagos
y cualquier otro habitat en el que exista un cuerpo de agua. Se clasifican en
ecosistemas de agua dulce y ecosistemas marinos. Estos ambientes acuosos ofrecen
unas condiciones ambientales uniformes y relativamente estables para el desarrollo y
supervivencia de diversas biocenosis (conjunto de especies que coexisten en un
biotipo: microorganismos, especies vegetales y animales) [1]. Entre los diversos
organismos que viven en estos ecosistemas se encuentran las microalgas y las
cianobacterias, que son componentes del fitoplancton. Estas, como resultado de su
metabolismo, producen diversos metabolitos secundarios con estructuras que no se
observan en otros tipos de organismos vivos, y que en ocasiones poseen una
actividad toxica considerable [2]. Ademas de su capacidad téxica, a alguna de estas
moléculas se les atribuye propiedades aplicables en el campo de la biomedicina, como
es la potencial capacidad anti-tumoral, anti-fingica, anti-microbiana, anti-viral, etc. [3-
11]. Estos metabolitos secundarios reciben el nombre de ficotoxinas, y pueden ser
liberados al agua o ser acumuladas en el interior de sus organismos productores, se
cree que como mecanismo de proteccion [12]. Dichas moléculas pueden causar dafios
de diversa magnitud en peces y mamiferos, bien sea entrando en contacto con los
tejidos, siendo inhaladas como aerosol de agua cargada con estas microalgas, o
siendo ingeridas. Este dltimo supuesto es el mas frecuente, y el que supone mayor
peligro para la salud publica. En muchos casos, estos metabolitos se acumulan a lo
largo de la cadena tréfica (por ejemplo la tetrodotoxina en el pez globo, y el acido
domoico en mejillones, almejas y vieiras), y en Ultima instancia pueden ser ingeridos
por animales o por el ser humano, hecho que hace que representen un riesgo
importante. Las intoxicaciones por consumo de alimentos de origen marino
contaminados con toxinas no son algo nuevo, datos que se remontan a 1793 ya hacen
referencia a una intoxicacion alimentaria a causa del consumo de bivalvos. Cada afio
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se detectan en todo el mundo numerosos casos de personas intoxicadas,
aproximadamente un 15% de éstas con resultado de muerte [13]. Los episodios de
intoxicacion no solo afectan a humanos, también se han descrito casos de animales
afectados, como mamiferos marinos [14], aves y ungulados que se intoxicaron al
ingerir el agua de bebida contaminada [15, 16]. Por lo tanto, estas floraciones de
microalgas y cianobacterias resultan ser un claro problema ecolégico y de salud
publica, y ademés, cabe destacar que estas floraciones también representan un
importante problema econdmico para sectores como la pesca extractiva, la acuicultura

y el turismo [13, 17].

En diversas costas del planeta se da ciclicamente un crecimiento exponencial de todas
o algunas especies fitoplancténicas (es el fendmeno conocido como “bloom o
floracién”) [18]. Las floraciones de cianobacterias o microalgas con frecuencia
producen un cambio en la coloracién del agua en la que se encuentran, y en
ocasiones estas se tornan rojizas, de ahi que originalmente fueran conocidas como
“marea roja”, término que sigue siendo empleado. Esto puede dar lugar a equivocos,
ya que algunas microalgas téxicas dan lugar a otras coloraciones o no producen
cambio alguno en la apariencia de las aguas. Las citadas floraciones han tenido lugar
de forma natural a lo largo de la historia. Sin embargo, en los Ultimos 20 afios se ha
observado un claro incremento de frecuencia, intensidad y distribucién geografica de
las floraciones de microalgas y cianobacterias. La variacién de factores como son: el
exceso de nutrientes disponibles, el incremento de la temperatura del agua, los
cambios de luminosidad y salinidad, y la mayor o menor ingesta por parte del
zooplancton, favorecen el rapido crecimiento exponencial del fitoplancton, llegando a
encontrarse en cantidades de hasta millones de células por mililitro [13]. En el caso de
los recursos de aguas continentales hay otros condicionantes a tener en cuenta, que
cobran especial interés a la hora de adoptar medidas preventivas para procurar reducir

la incidencia de estas floraciones de cianobacterias. Estos factores son principalmente:



Introduccioén

el tiempo de permanencia de las aguas, la forma de los embalses, y la aridez de orillas
y zonas proximas a los cauces. El hecho de que los terrenos adyacentes a los
recursos hidricos sean zonas estériles o secas favorece el lavado del suelo, y esto
contribuye al incremento de nutrientes y particulas en suspensién en el agua. La
presencia de estas particulas le aporta al agua una mayor turbidez, de este modo la
luminosidad a cierta profundidad se ve modificada y asi el habitat puede ser mas

favorable para el crecimiento de ciertas especies del fitoplancton [19].

Algunos de estos parametros que hacen el ambiente acuéatico mas favorable para el
sobrecrecimiento del fitoplancton se asocian cada vez mas al cambio climatico [20], al
incremento de la actividad de transporte maritimo, y sobre todo a la eutrofizacion
creciente de las aguas costeras [13]. La superpoblacion, y por tanto el incremento de
deshechos procedentes de los hogares, asi como el incremento de la actividad
industrial y de los residuos que estas generan, ha tenido como consecuencia una
alteracion considerable de estos parametros, cuestién que se relaciona de forma clara
con la frecuencia de las floraciones [21, 22]. Estas floraciones son producidas por
aproximadamente un 6% de las 5000 especies de fitoplancton conocidas. Entre las
especies del fitoplancton capaces de sintetizar estas sustancias toxicas estan los
dinoflagelados (que representan un 75% del total de especies productoras de
ficotoxinas marinas), las diatomeas, y las cianobacterias [23, 24]. A dia de hoy se sabe
que cerca de 40 especies de microalgas marinas (principalmente dinoflagelados) son
potencialmente productores de sustancias toxicas [25], y en lo concerniente a las
cianobacterias se calcula que son toxicas mas del 50% de las floraciones, con un
amplio rango de especies productoras de estas toxinas [26]. La presencia de éstas
especies fitoplanctonicas en las costas se ha incrementado considerablemente en las
ultimas décadas, aunque no esta claro hasta qué punto esto se debe a un incremento
de su presencia, 0 a un importante aumento de la monitorizacion y muestreo de las

aguas en diferentes areas del planeta [13].
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Las floraciones de microalgas pueden tener consecuencias negativas sobre la salud
publica, y sobre la economia de algunas regiones y actividades como son la
acuicultura, la pesca extractiva y el turismo. Cuando las floraciones tienen
repercusiones negativas de cualquier tipo, se habla de floraciones nocivas o “HAB”

(harmful algal blooms) [13].

La capacidad dafiina de algunas especies de microalgas o cianobacterias puede
deberse al efecto directo de su presencia. Debido a su proliferacion masiva, se
produce el agotamiento del oxigeno del agua, y por tanto la muerte indiscriminada de
peces y otros organismos. Por otro lado, en otras ocasiones se produce un
sobrecrecimiento de especies capaces de producir ficotoxinas. En este caso, el agua
ylo el fitoplancton pueden estar cargados de sustancias toxicas. Estos metabolitos
secundarios son frecuentemente acumulados por organismos filtradores (como los
bivalvos) y pueden ser trasladados a niveles superiores de la cadena tréfica,
resultando contaminados los peces que se alimenten de estos bivalvos o crustaceos.
En dltimo término, las ficotoxinas pueden ser ingeridas por el ser humano a través de
diversos productos alimentarios como los mejillones, almejas, vieiras y otros bivalvos,
o incluso a través del consumo de peces como el mero, la anguila, la barracuda, etc.,
resultando mas téxicos los peces de mayor tamafio pues acumulan mayores
cantidades de toxina. Las toxinas también pueden ingresar en el organismo por otras
vias, como la inhalacion o la absorcion cutanea, cuando las toxinas estan en aguas de
recreo. Finalmente, algunas especies de microalgas no productoras de moléculas
téxicas para el ser humano, son capaces de bloquear la capacidad de filtracion de las
branquias o incluso pueden secretar sustancias hemoliticas, lo que resulta fatal para
los peces que se encuentran confinados en ambientes reducidos, como es el caso de
los peces de produccion acuicola, provocando grandes tasas de mortalidad, e

importantes pérdidas econémicas para este sector econémico [13, 19, 26, 27].
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Resumiendo, las consecuencias negativas derivadas de estas floraciones nocivas son
multiples: el posible riesgo que supone para la seguridad alimentaria es posiblemente
la méas trascendente, ademas, los posibles perjuicios econémicos pueden ser muy
serios y afectar a numerosos sectores entre los que cabe destacar la actividad
acuicola y pesquera, el turismo y otros como son las desalinizadoras. El sector
acuicola tiene que afrontar pérdidas debidas al incremento de las tasas de mortalidad,
y a peores indices de conversion entre otras. Asi mismo, cuando la monitorizacion de
las aguas evidencia un mayor nivel de especies fitoplancténicas potencialmente
peligrosas, suele procederse por parte de las autoridades competentes al “cierre” de
las zonas de captura, y por tanto, el sector se ve obligado a detener la actividad
extractiva y en ocasiones también la comercializacion de especies procedentes de la
acuicultura, con los consecuentes perjuicios de distinta indole que esto supone. A
mayores, algunas cianobacterias liberan sustancias volatiles que resultan
desagradables e incluso irritantes, que sumado al aspecto poco atractivo de las aguas
con grandes cantidades de microalgas o cianobacterias, hace que las actividades

turisticas y de recreo se vean también damnificadas [13].

Por lo tanto, la presencia de ficotoxinas resulta un claro problema de salud publica,
ademas de un problema econémico y ecolbégico. Como consecuencia de todo esto, en
las dltimas décadas se ha visto incrementado el interés de la comunidad cientifica en
relacion a este tema, asi como la preocupacion de diversos sectores profesionales
implicados, y de la sociedad en general, por las posibles consecuencias que este
fendmeno pudiera tener, ya que cada vez existe un mayor consumo y una mayor

distribucion de productos alimenticios de origen marino [23].

1.1-CLASIFICACION DE LAS FICOTOXINAS
Las intoxicaciones alimentarias causadas por toxinas marinas son diagnosticadas en

base a la sintomatologia clinica (no existe una prueba clinica para determinar la
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etiologia de la intoxicacién), de ahi que algunos autores clasifiquen las toxinas en base
a la sintomatologia clinica que el paciente intoxicado manifiesta [23]. En otros
supuestos, y debido a la aparicidén reciente de nuevos metabolitos toxicos, las toxinas
no se pueden encajar en ninguno de estos grupos, por lo que la clasificacién ha ido
modificandose con el paso del tiempo.

Basandose en la sintomatologia clinica, se sabe que existen toxinas neurotdxicas que
causan el sindrome conocido como NSP (Neurotoxic Shellfish Poisoning), paralizantes
que causan el PSP (Paralytic Shellfish Poisoning), diarreicas responsables del DSP
(Diarrhetic Shellfish Poisoning), amnésicas causantes del sindrome ASP (Amnesic
Shellfish Poisoning), la intoxicacion por azaspiracidos (AZP), y la intoxicacién por
palitoxinas (PTXs). Por otro lado se conoce la intoxicacion causada por el pez Globo,
por la ciguatera (CFP o Ciguatera Fish Poisoning), y por ultimo las intoxicaciones
producidas por cianobacterias [28]. Las tablas 1y 2 resumen las principales toxinas
conocidas producidas por dinoflagelados, diatomeas y cianobacterias, asi como sus
principales organismos productores, los 6rganos y tejidos diana, y los sintomas mas
habituales que manifiesta un ser humano u otro mamifero tras resultar intoxicado.
Algunos autores incluyen, aunque como un grupo aparte, la intoxicaciébn por
escombroides. Es la intoxicacibn mas frecuente producida por el consumo de
productos del mar, y su origen radica en el consumo de pescado con altos niveles de
histamina. La causa de que el pescado contenga niveles de histamina potencialmente
peligrosos, se debe a la deficiencia en los métodos de conservacion del pescado tras

su captura [23].



Tabla 1: Clasificacion de las toxinas marinas

ORGANISMOS :
GRUPOS TOXINAS PRODUCTORES! DIANA SINTOMAS REFERENCIAS

Saxitoxinas (STXs), Gonyautoxinas (GTXs), Sinapsis nerviosa

Paralizantes Alexandrium sp. Parestesia, dolor de cabeza, ataxia y dismetria,

1: Ejemplos de los principales organismos productores de las toxinas

esquelético

respiratorio y circulatorio y muerte

(PSP) N-sulfocarbamon-l(g;l)dromsulfatotoxmas Gymnodinium sp. Pyrodinium sp (bloquceaallcci:(z)a)nal de VOMitos, compromiso respiratorio y muerte. [23, 28-33]
3 Prorocentrum sp (P. Lima, Intestino
Diarreicas Acido okadaico (AO) P. Arenarium...) higado (inhit;en las Severos sintomas gastrointestinales: diarrea, [23, 28, 29, 33-
(DSP) Dinofisistoxinas (DTXs) Dinophysis sp (D Acuta...) 9 “pp nauseas, vomitos, retortijones... 38]
Phalacroma rotundatum )
. . Dinophysis sp . Signos de fallo hepatico en ratén [23, 28, 29, 33,
Pectenotoxina Pectenotoxina (PTX) Prorocentrum sp Higado 34, 37, 39]
Lingulodinium polyedrum, . -z .
Yesotoxina Yesotoxina (YTX) Gonyaulax spinifera, Miocardio... Descoordinacion motora en raton [23, gf’ fg , 33,
" Protoceratium reticulatum , 40]
<
= Cerebro, retina, Nauseas y vomitos, dolor de cabeza, diarrea,
E Amnésicas Acido Doméico (DA) Chondria armata. miocardio (Activa cambios de estado mental, disfuncion del sistema  [23, 28, 29, 33,
s (ASP) Pseudo-nitzschia sp receptores de nervioso autébnomo, amnesia, convulsiones, coma y 41]
2 kainato) muerte
Z
é Gambierdiscus toxicus Parestesias, signos gastrointestinales, espasmos,
[ Neurotdxicas Ciguatotoxinas, Maitotoxina, Brevetoxina, Gymnodinium breve Sinapsis nerviosa diplopia, alteraciones de la marcha, alteracién de la [23, 28, 29, 33,
(NSP) Iminas ciclicas Karenia selliformis P termo-percepcion, dolor mdsculo-esquelético, y 42-46]
Gambierdiscus toxicus dificultad respiratoria
o o . Uzjielo e Diarrea, fiebre alta, tos, rabdomiasis, dificultad
Palitoxina Palitoxina (PLTX) Ostreopsis spp musculo-esquelético, - Ty ey ! [33, 47-50]
- . respiratoria, insuficiencia cardiaca...
miocardio
- . . P Nauseas, vomitos, diarrea severa, retortijones.
Azaspiracidos Azaspiracidos (AZAs) (Prgéiﬂﬂxru;pggzgfges) ngg;:ioc::g%?greas, Reaccion inflamatoria por contacto y por inhalacion. [23, 5252:?] 2k
Dificultad respiratoria
Sinapsis nerviosa y Entumecimiento de caray extremidades, [23, 28, 29, 33
Tetrodotoxina Tetrodotoxina (TTX) Vibrio sp tejido musculo- decaimiento, apatia, pardlisis ascendente, fallo ’ 5 4:56], ’



Tabla 2: Clasificacién de las toxinas de agua dulce

ORGANISMOS .
GRUPOS TOXINAS PRODUCTORES! DIANA SINTOMAS REFERENCIAS

Microcystis sp, Anabaena sp,

Microcistinas Gastroenteritis, diarrea, fallo hepatico y muerte.

Nodulari N 1 S -
(LR, LA, YR, RR). °d“§2§|;ﬁ;,ﬂ§sst,§’° SP: Higado Carcinogénesis [57-59]
Nodularia spumigena i i ici
Nodularina pumig Higado Sintomas asg;:;zﬁ]%s gnheiri):totoxmldad. 57, 58, 60]
Hepatotoxinas 9
Cylindrospermopsis raciborskii,
h ; Aphanizomenon ovalisporum, . R o "
C|I|ndrosp§rmopsma (CYN) e N [ e Higado, rifion, timo, Hepatoent_entls’, faII_o renal. 57, 58, 61]
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Existen, por tanto, varios criterios posibles a la hora de encuadrar a estas ficotoxinas
en una clasificacion. Refiriéendose a la ordenacion que atiende a los 6rganos
afectados, podemos decir que uno de los grupos mas relevantes es el de las
hepatotoxinas. Estas, en lo referente a su presencia en las aguas y a su repercusion
para la salud humana son las mas frecuentes. Esto se debe, en parte, a la continua
mejora de la metodologia para su analisis, y a la estandarizacion y extensién de los

controles para la deteccion de las mismas [19].

1.2-HEPATOTOXINAS

Las hepatotoxinas son un problema para la salud publica. Algunas, como el acido
okadaico (AQ) y las dinofisistoxinas (DTXs) (que aunque siendo toxinas diarreicas,
posteriormente se demostrd que también afectan al higado), pueden ser ingeridas a
través del consumo de alimentos del mar contaminados [13]. Otras ficotoxinas de agua
dulce, como las microcistinas (MC), la nodularina o la cilindrospermopsina (CYN), son
principalmente ingeridas a través del agua de consumo, aunque ademas existen otras
vias de entrada que son menos frecuentes, como la inhalacién o el contacto con las

mucosas [66, 67].

1.2.1-HEPATOTOXINAS DE ORIGEN MARINO

El acido okadaico y las dinofisistoxinas-1, -2, y -3 (DTX-1, DTX-2, DTX-3) son las
principales toxinas implicadas en el sindrome conocido como “DSP” (diarrhetic
shellfish poisoning) o envenenamiento por toxinas diarréicas [68]. Este sindrome fue
descrito por primera vez en Japon a finales de los afios 70 del siglo pasado [69], vy
desde entonces ha mostrado una incidencia creciente [70]. EI AO se distribuye
ampliamente a lo largo del planeta [13], y es la toxina DSP predominante en Espafia
[71] y Europa, si bien se han detectado también grandes cantidades de DTX-2 en las

costas espafolas, portuguesas e irlandesas [72-76]. Desde principios del siglo 21
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parece estar también presente en mejillones de las costas del sur de Noruega,
asociada al AO [77]. Este grupo de ficotoxinas marinas se caracterizan por ser todos
ellos compuestos policétidos que contienen un anillo furano o pirano, y un grupo
funcional alfa-hidroxi carboxilico. Estas moléculas sélo se distinguen por la posicion de

los grupos metilo [39].

R1 R2 R3 R4 P.M.

AO CHs H H H 804.5

DTX-1 CHs CHs H H 818.5

DTX-2 H H CHs H 804.5
DTX-3 CHs CHs H Acilo

Figura 1: Estructura del AO y DTX-1, -2,y -3 [78].

El acido okadaico le debe su nombre a la esponja de la que se aislé por primera vez a
principio de los afios 80, Halichondria okadai [79]. La DTX-2, se aislé por primera vez
en Irlanda, en 1992, a partir de extracto de mejillon [80]. A pesar de esto, se sabe que
son las microalgas de los géneros Dinophysis spp. y Prorocentrum spp. las
productoras de estos compuestos lipofilicos y termoestables. Son muchas las especies
productoras de toxinas DSP, entre las que cabe citar Dinophysis acuminata,
Dinophysis acuta, Dinophysis fortii, Prorocentrum lima y Prorocentrum concavum [81-
83]. La produccion de estas toxinas varia en funcion de la especie y de los morfotipos

regionales y estacionales de las microalgas [13].

Las moléculas toxicas se acumulan en la glandula digestiva y en el tejido graso de
algunos bivalvos, (especialmente los mejillones, pero también vieiras, almejas y
ostras) que al alimentarse por filtracion del fitoplancton contaminado, van acumulando

grandes cantidades de estas toxinas. Ademas, los peces que se alimenten con estos
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filtradores contaminados pueden a su vez acumular estas moléculas, siendo el higado
y las gbnadas los tejidos del pez que albergan mayor cantidad de toxina [84]. El tiempo
gque un bivalvo necesita estar en un ambiente contaminado para resultar toéxico es muy
variable y depende de diversos factores como son: la toxicidad de la especie de
dinoflagelado que esté presente en el agua, la abundancia relativa de otras especies
no toxicas [70] y la ausencia de silicatos en el agua (que favorece el crecimiento de
especies de Dinoflagelados) [85]. El tiempo necesario para que los bivalvos eliminen
las toxinas acumuladas es también variable, a pesar de esto, algunos estudios
apuntan a que en general parecen presentar un patron bifasico que comprende una
fase de eliminacién rapida de unos pocos dias de duracién y otra fase de pérdida mas
gradual durante las semanas siguientes [86]. Sin embargo, otros estudios no han
podido establecer con certeza esta diferenciacion de fases [87].Por tanto, el patrén de
acumulacién y depuracién de toxina es particular para cada tipo de bivalvo, y parece

ser independiente de la toxina de que se trate.

Cuando el ser humano ingiere estos alimentos contaminados con toxinas DSPs, se
producen sintomas gastrointestinales de distinta intensidad, aunque generalmente
severos, y relacionados directamente con la cantidad de toxina ingerida. Los sintomas
aparecen poco tiempo después de la ingesta, entre los 30 minutos y las dos horas
posteriores, habitualmente son autolimitantes, y en ningln caso letales, observandose

una mejoria clinica del paciente intoxicado en 3-4 dias [70, 88].

Respecto al mecanismo de accion de estos compuestos, se ha demostrado que las
toxinas DSP son inhibidores de las fosfatasas de serina-treonina 1, 2A 'y 3 (PP1, PP2A
y PP3)[13, 89, 90]. Las fosfatasas son un grupo de proteinas estrechamente
relacionadas con diversos procesos metabdlicos de la célula. Esta inhibicién puede
explicar la temprana inflamacion en la mucosa intestinal y la aparicion repentina de la
diarrea como sintoma predominante de estas intoxicaciones, pues la inhibicién de las

fosfatasas por parte del AO provoca una hiperfosforilacion de las proteinas que
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controlan la liberacion de sodio y de las proteinas citoesqueléticas o de union,
produciendo una liberacién descontrolada de solutos y consecuentemente una pérdida

pasiva de fluidos hacia el lumen intestinal [13, 83, 84].

Estudios in vivo realizados en ratdn, revelan que tras la administracion via oral de AO
se producen dafios en higado, intestino delgado y en el estbmago no glandular [91-
93]. Ademés, como muestran los resultados expuestos durante el encuentro del afio
2001 de los laboratorios de referencia de la UE de Biotoxinas marinas (UE-NLRs), el
AO se absorbe con facilidad a través del epitelio gastrointestinal, pues trascurridos
5 minutos desde la administracion via oral, la toxina estaba presente en pulmon,
higado, corazon, rifién e intestino delgado y grueso. Transcurridas dos semanas el AO
seguia presente en vasos sanguineos e higado, y hasta cuatro semanas mas tarde en
intestino [94, 95]. También se ha publicado que el AO atraviesa la barrera
hematoplacentaria de ratonas prefiadas [96]. Ensayos realizados con ratones
mostraron que la dosis empleada de AO y otras toxinas, y posiblemente la via de
administracién de las mismas, determina los 6rganos que se ven afectados y la
severidad de las lesiones observadas [93]. Yasumoto et al en 1978, observaron como
las DSPs eran mucho mas letales cuando se administraban via oral que via
intraperitoneal [69], sin embargo publicaciones posteriores han demostrado que la
dosis letal de estas toxinas administradas por via oral es de 3 a 6 veces superior a la
dosis letal cuando se administra via parenteral, y asi lo recoge un informe del
encuentro FAO/WHO/IOC del 2006 [97]. Esta discrepancia puede tener explicacion en
el hecho de que Yasumoto et al en 1978 emplearon extractos de mejillén contaminado,

y estos podrian contener otras moléculas tdéxicas no contempladas en el articulo.

Aunque al AO se le considera generalmente una enterotoxina [98, 99], tras una
administracién intravenosa en la rata, el AO resulta ser una potente hepatotoxina pero
con signos gastrointestinales indetectables [100]. En 1996, Matias et al. realizaron un

estudio en el que inyectaron una dosis Unica de AO marcado radioactivamente via
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intramuscular a ratones, este trabajo indica que en el patron de excrecién del AO estan

implicadas la secrecion biliar y la circulacién entero-hepatica [101].

Ademas de los mencionados signos gastroentéricos asociados a la intoxicacién por
toxinas DSP, también son conocidos otros efectos nocivos. Franchinia et al. publicaron
un trabajo en el que observaban como bajas dosis de esta toxina administrada a
ratones via oral ejercen inmunosupresion [102]. En otros estudios también se constatd
una marcada inmunosupresion reversible en monocitos humanos de sangre periférica
cuando se trataron estas células en condiciones in vitro con dosis bajas de AO [70].
Aunque el AO (activado metabdlicamente o no) sobre células de Salmonella
typhimurium no parece tener capacidad mutagénica [103], en células eucariotas se ha
demostrado que el AO tiene una potente capacidad mutagénica. Sobre células de
pulmén de hamster se evalué la mutagénesis del AO no activado metabdlicamente, y
los autores del estudio sugirieron que esta propiedad no se debe a la formacion de
aductos, sino a que probablemente el estado de fosforilacion de las proteinas
reparadoras de ADN se altera, y esto es lo que favorece la mutagénesis [70]. Otros
autores afirman que la formacién de aductos es posible, y estd condicionada por las
dosis de AO empleadas para el tratamiento de diversas lineas celulares (BHK21, C13
y HESV) [104]. Por otro lado son varios los estudios que han demostrado que algunas
DTXs como el AO y la DTX-1 promueven tumores en diversos 6rganos como la piel, el
higado y el estbmago de ratas y ratones [105-107]. Segun los primeros estudios
realizados por Fujiki, H. et al, al aumentar la cantidad de proteinas fosforiladas en los
sistemas celulares, se promueven los tumores, lo que resalta la capacidad de las
proteinas fosfatasas como supresores tumorales [107, 108]. Sin embargo, posteriores
articulos de este mismo grupo han demostrado que la inhibicion de las proteinas
fosfatasas no es suficiente para que se presente un mayor desarrollo de tumores
[109]. En este sentido, una reciente revision afirma que posiblemente la irritacion

producida por estas toxinas sea esencial en el desarrollo de tumores asociado al AO,
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no asi la inhibicion de las proteinas fosfatasas, y se llega a la conclusién de que es
necesaria una re-evaluacién del mecanismo de toxicidad de estas toxinas, al menos
en lo concerniente a su capacidad mutagénica [110]. En referencia a la genotoxicidad
y la capacidad de promover tumores de la DTX-2, no hay datos publicados. En el ser

humano el efecto genotdxico a largo plazo del AO y las DTXs se desconocen [25].

Tanto in vitro como in vivo, la DTX-2 ha mostrado ser una toxina menos potente que el
AO. Por via intraperitoneal en ratén la DLs, (cantidad de una sustancia necesaria para
matar a la mitad de la poblacion sometida a estudio [111]) de la DTX-2 fue de
= 337,5 pg/kg, y para el AO de = 212,5 pg/kg, por tanto, el AO resulta ser un 40% mas
téxico que la DTX-2. Asi mismo, en la capacidad de inhibicién de las fosfatasas se ha
constatado que el AO es casi dos veces mas potente que la DTX-2, lo que concuerda
perfectamente con la idea de que es este el principal mecanismo citotoxico de estas
moléculas [77]. La diferencia de potencia entre el AO y la DTX-2 es mayor en cultivos
primarios de neuronas cerebelares, observandose que el AO es unas 4 veces mas
téxico que la DTX-2. Tras incubarse estas células durante 24 horas con la toxina, se
determiné que la ICs, (concentracion de una molécula necesaria para inhibir el 50% de
una actividad biologica [111]) de DTX-2 es=8nM, mientras que para el AO es
de=2nM [112]. Seria interesante contar con resultados de ensayos in vivo que
permitiesen determinar una DLs, comparada entre AO y DTX-2 administradas por via
oral, ya que esta es la via de contaminacién més probable para el ser humano. Esto
no se ha realizado hasta el momento, posiblemente debido a la escasez de DTX-2
disponible, lo que hace que solo se hayan publicado datos a este respecto para el
AO [77]. La literatura referente a la toxicidad aguda del AO administrado via oral
aporta datos variables en cuanto a la dosis letal para ratones, que va desde los 400 a
los 2000 mg/kg [91, 93, 99]. Sustentado por estos datos, la FAO estableci6 en 2006

como dosis aguda de referencia 0,33 pg OA eqg/kg [113]. En este sentido la legislacion
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europea, ya desde el 2004, establece como limite maximo de AO vy

DTXs 160 ug AO eqg/kg de carne (en el Reglamento 853/2004).

1.2.2-HEPATOTOXINAS DE AGUA DULCE

En lo que respecta a la intoxicacion hepética asociada al agua de bebida, la mas
extendida y de la que se tiene mas conocimiento es la intoxicacion con microcistina y
sus variantes: LR, RR, e YR (los aminodacidos en la posicién 2 de la molécula proveen
la base para la nomenclatura de estas moléculas. Ej.: la microcistina-LR tiene leucina
en la posicion 2). El primer caso de seres humanos intoxicados a causa de
microcistinas del que se tiene conocimiento se remonta a 1930, y fue en Estados
Unidos de América [114]. Las microcistinas son péptidos ciclicos, producidos por
numerosas especies de cianobacterias de los géneros Microcystis, Anabaena,
Nodularia y Nostoc entre otros [59]. Entre las cepas mas virulentas de estas
cianobacterias se encuentran Microcystis aeruginosa [115]. Estas moléculas inhiben
fuertemente las fosfatasas de serina-treonina PP1 y PP2A [19]. La microcistina-LR
inhibe con mayor potencia la PP2A que la PP1, y a su vez esta inhibicién es cerca de
10 veces mas potente que la producida por el AO [116]. Una intoxicacién aguda puede
causar hemorragia en higado o fallo hepéatico, y de hecho ha causado la muerte de
muchos animales [19, 117]. Sin embargo, este tipo de intoxicacion aguda,
consecuencia de la ingesta de agua contaminada, no parece probable en el hombre,
por el desagradable aspecto y condiciones organolépticas que el agua presenta

cuando alberga gran cantidad de cianobacterias.

La consecuencia mas grave para la salud publica se debe a su efecto a largo plazo,
pues un consumo de aguas contaminadas con cantidades relativamente pequefias, y
continuado en el tiempo, tiene una clara relacion con una mayor incidencia de tumores
hepaticos en zonas del planeta donde se bebe agua procedente de zonas superficiales

cargadas de cianobacterias [118]. Esta relacion se ha demostrado en modelos
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animales [19]. A pesar de ser estas las consecuencias mas probables, cabe citar que
se han documentado una serie de muertes atribuibles a las cianotoxinas, si bien, no
fueron consecuencia de la ingesta de aguas contaminadas. En 1996 murieron mas de
20 pacientes que estaban recibiendo tratamiento en una unidad de hemodialisis de un
hospital de Brasil. La microcistina (en combinacién con cilindrospermopsina) produjo

un fallo renal fatal a los afectados [119].

Debido probablemente a que la microcistina-LR es las mas frecuente y extendida de
las toxinas de agua dulce, es la Unica cuya presencia en los recursos de agua
dedicados al consumo humano estd regulada. La OMS recomienda que la
microcistina-LR no supere 1 ug/ litro de agua, y asi, el Real Decreto 140/2003 exige
que la presencia de microcistinas (sin especificar variantes) en los recursos de agua
destinados al consumo humano no superen el microgramo por litro de agua. Sin
embargo, ademas de la citadas microcistinas, cada vez estan mas presentes en
embalses, rios, etc. otras toxinas de agua dulce que en un tiempo se consideraron
menos importantes, pero que en estos Ultimos afios han ganado interés para la

comunidad cientifica. Este es el caso de la cilindrospermopsina.

La CYN es un alcaloide triciclico, de 415 Da. Se mantiene estable en diversas
condiciones de pH, temperatura y luminosidad, y al ser un zwitterion (molécula neutra
con una carga positiva y otra negativa en distinta localizaciéon dentro de la misma

molécula) presenta una alta solubilidad en agua [120, 121].
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Figura 2: Estructura quimica de la CYN [122]

La CYN fue aislada e identificada por primera vez en 1992 a partir de la cianobacteria
Cylindrospermopsis raciborskii [123]. Actualmente, esta cianobacteria de distribucion
mundial se sigue considerando la principal productora de CYN [124]. Aunque algunas
cianobacterias toxicas son capaces de sobrevivir en aguas gélidas, como es el caso
del género Plantothrix [19], Cylindrospermopsis raciborskii y otras cianobacterias
productoras de CYN y de Microcistinas ocupan un habitat tropical, de aguas célidas.
Sin embargo, en las Ultimas décadas se ha venido extendiendo su presencia a
diversas latitudes templadas [125]. Los ecosistemas acuaticos mundiales muestran
una tendencia de contaminacién creciente (por tanto aguas mas ricas en nitrégeno y
fésforo), lo que sumado al proceso de calentamiento del planeta, crea habitats méas
favorables para el crecimiento de estas cianobacterias [126], debido a esto se espera

gue con el tiempo estos microorganismos tengan mayor predominancia.

Ademés de Cylindrospermopsis raciborskii, se han identificado otros géneros de
cianobacterias que también producen CYN, o alguno de sus analogos (7-deoxi-CYN y
7-epi-CYN), como por ejemplo Aphanizomenon, Anabaena, Umezakia, Raphidiopsis,
Lyngbya [115], y Aphanizomenon gracile que recientemente se ha incluido en el grupo
de productoras de estas cianotoxinas [127]. Se cree que estas especies productoras
de CYN podrian estar muy relacionadas genéticamente, lo que refuerza la hipétesis de
que la elevacion en la temperatura del planeta permitié a estos organismos colonizar
areas cada vez mas septentrionales [128].
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En humanos la principal via de entrada de esta toxina al organismo es la ingesta de
agua de bebida, aunque también puede producirse el contacto a través de aguas de
recreo, y en algunos casos a causa de la ingesta de invertebrados y vertebrados como
bivalvos, crustaceos o peces. En este sentido, varios estudios han demostrado que la
bioacumulacién de esta toxina es frecuente [129-131], por ejemplo, se sabe que los
cangrejos de rio, estando en aguas contaminadas durante 14 dias acumulan
cantidades de CYN considerables (mayores en hepatopancreas) [130]. La primera
intoxicacion conocida a causa de esta toxina se remonta a 1979 y ocurri6 en Palm
Island (Australia). En ella se vieron afectadas 148 personas. Los primeros sintomas se
relacionaron con un sindrome gastroentérico, e incluian dolor abdominal y vomitos (un
cuadro clinico compatible con una hepatitis). En horas posteriores los pacientes
manifestaron fallo renal y diarrea sanguinolenta. Los pacientes intoxicados se
recuperaron entre los 4 y 26 dias post-ingesta [132]. En aquel momento se postularon
varias causas probables, como por ejemplo el consumo de mangos inmaduros [132],
pero un estudio posterior, en 1983 confirmo la relacion de esta intoxicacion con el
suministro de agua de la zona, y algunos afios mas tarde se relacion6 con las
cianobacterias Anabaena circinalis y la posteriormente identificada Cylindrospermopsis

raciborskii [133].

Diversos estudios desarrollados con modelos in vivo, ademas de los signos clinicos de
los seres humanos que se han visto afectados, muestran que la CYN es
principalmente hepatotodxica, independientemente de la via de administracion [121]. Un
estudio realizado mediante bioensayo en ratén concluyé que los primeros sintomas de
los animales tras la administracion de la toxina por via oral, fueron anorexia, diarrea y
disnea. Tras realizar las necropsias, como principal lesidn macroscoépica se encontrd
tejido hemorragico en higado, aunque también en pulmoén, rifién, intestino delgado y
glandulas adrenales. MicroscOpicamente las principales lesiones encontradas fueron

necrosis en hepatocitos, lipidosis y la formacién de trombos de fibrina en el higado y
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pulmones, asi como algun foco necrético en nefronas [134, 135]. En consonancia con
los resultados del estudio anterior, algunos autores, le otorgan a la CYN la categoria
de citotoxina, por la variedad de 6rganos a los que afecta ademas del higado,
principalmente rifién, pulmon, corazén, timo, glandulas adrenales, tracto intestinal,
médula 6sea y colon [136-139]. Asi mismo cabe destacar la toxicidad fetal que se
induce en ratonas gestantes cuando son tratadas con CYN [140], lo que podria estar
relacionado con el efecto que tiene esta molécula sobre el estatus hormonal y la
relaciébn progesterona/estrogenos [141]. La toxicidad que presenta la CYN es muy
variable en funcion del modelo animal que se emplee en el estudio, incluso parece

haber una variabilidad considerable entre individuos de la misma especie [124].

En este sentido, la DLsg oral en animales es también variable [142, 143]. Por via oral
en ratones, la dosis letal mas baja observada por Seawright et al. es de 4,4 mg/kg,
mientras que la dosis no letal mas alta observada es de 6,9 mg/kg de equivalentes de
alcaloide (en estos experimentos se emplearon extractos celulares) [143]. Otros
autores han informado de que aproximadamente la mitad de los ratones alimentados
con 6 mg/kg mueren tras 5 dias [143]. En este estudio, mas de la mitad de los ratones
a los que se les administro lisado con CYN en concentraciones de entre 6 y 8 mg/kg,
murieron entre 2 y 6 dias después [143]. Se administraron dosis Unicas lo que no les
permitié a los autores determinar la DLs, para las concentraciones estudiadas. Por otra
parte otros estudios aportan datos de DLs, trascurridas 24 h desde la administracion
via intraperitoneal de la toxina. En estas publicaciones se aprecia una gran variacion
entre los valores, y esta variacion no se relaciona en modo alguno con la cantidad de
CYN presente en los extractos inyectados. Falconer et al. publicaron un articulo en
1999 en el cual afirman que la toxicidad de esta cianotoxina administrada via oral es
25 veces menor que cuando la via de administracion es intraperitoneal. Debe tenerse
en cuenta que estos experimentos, asi como los realizados por Sewright et al., se

realizaron utilizando extractos celulares que contenian CYN, por lo que no puede
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descartarse el efecto de otros componentes del extracto en la toxicidad observada.
Ohtani et al., utilizando CYN purificada, determinaron la DLs, por via intraperitoneal en
ratones que resulté ser de 2 mg/kg, a las 24 h y 0,2 mg/kg, si se administra de 4 a
6 dias, lo que indica que administrar dosis bajas repetidas durante varios dias produce
una mayor toxicidad que una Unica dosis puntual, aunque la cantidad de toxina de ésta

dosis Unica sea mayor que el conjunto de todas [121, 123].

Estudios realizados sobre modelos in vitro apuntan a que la CYN es mas citotoxica
sobre hepatocitos primarios que sobre otras lineas celulares [121], en este sentido,
Chong et al vieron que para hepatocitos primarios (H.P.) de rata la DLsga 72 h era de
96,15 nM = 40 ng/ml, mientras que para la linea celular KB (adenocarcinoma cervical)
la DLso a las 72 h es mayor de 200 ng/ml [144]. En lo referente a la toxicidad aguda de
la CYN, se sabe que ésta se relaciona con los metabolitos de la toxina que son
generados por mediacion del citocromo P450 [145-148], por tanto, la metabolizacion
hepatica hace gue esta toxina resulte mas potente. Sin embargo, a largo plazo, la
toxicidad de la CYN parece tener mas relaciéon con la inhibicion de la sintesis
proteica [61, 139] y la inhibiciébn de la sintesis de glutation [145, 146]. Por otro lado
también esta demostrado in vitro que la exposicién a dosis no citotoxicas de CYN
puede tener efecto carcinogénico si la exposicion se dilata en el tiempo [115, 136, 145,

149-151].
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Figura 3: Resumen gréfico de los efectos conocidos de la CYN.

1.3-HIGADO COMO MODELO DE ESTUDIO

En los mamiferos, el higado, es un érgano muy irrigado (a él le llega el 24% del gasto
cardiaco) que tiene diversas funciones como la sintesis de acidos biliares que
participan en la digestién de los alimentos, el metabolismo de glucidos y lipidos, la
reserva de ciertos elementos, vitaminas (como la B1y) y glucégeno, y la sintesis de
factores de coagulacion (como el fibrinégeno y la protrombina). Pero una de sus
funciones mas destacadas es la detoxificacion de la sangre que entra en el
parénquima hepatico a través de la vena porta. Esta sangre que se recoge del tracto
intestinal y el bazo, confluye en el higado y pasa a través del mismo para que los
nutrientes y otras moléculas, como los principios activos de los farmacos y las toxinas,
sean metabolizadas [152]. Del proceso de metabolizacibn de las toxinas pueden

resultar moléculas inocuas, o moléculas con una mayor capacidad nociva que la que
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tenian antes de ser metabolizadas [153]. Sabiendo que al higado llega gran parte del
volumen sanguineo circulante, y que en él se metaboliza casi toda sustancia que vaya
a ser excretada del organismo, no debe extrafiar que muchas toxinas tengan un efecto
nocivo sobre este érgano, aun en el supuesto de que éste no fuese su diana principal.

Por eso el higado es un 6rgano a tener en cuenta en el estudio de las toxinas.

Para el estudio del efecto de sustancias sobre la funcion hepética, el empleo de
modelos de experimentacion in vitro ofrece ciertas ventajas frente al empleo de
modelos animales. Las necesarias consideraciones éticas en el ambito de la
investigacion empujan a reducir al maximo el nimero de animales empleados con
fines cientificos y experimentales. En este sentido, con el empleo de cultivos celulares,
como método alternativo, se satisface la regla de las tres erres (reemplazo, reduccion
y refinamiento). Esta “regla” se contempla ya desde los afios 50 por la comunidad
cientifica, y la hormativa europea y nacional (relativa a la proteccién de los animales
utilizados para experimentacién y otros fines cientificos) exige su cumplimiento. En
este contexto, se escogid como modelo de estudio dos lineas celulares de origen
hepatico: una linea de hepatocarcinoma humano (HEPG2) y otra de hepatocitos
inmortalizados de rata (Clone 9). Tras comprobar en los primeros estudios, la
variabilidad en los efectos que el AO y la DTX-2 tienen en funcién de la linea celular, y
considerando lo que otros autores habian visto previamente respecto a la mayor
sensibilidad de los hepatocitos primarios frente a algunas toxinas, nos decantamos por
el empleo de H.P. de rata en los experimentos consiguientes. Estos cultivos primarios
mantienen unas caracteristicas mas préximas a los hepatocitos en su ambiente natural
gue las lineas celulares, por lo tanto los estudios llevados a cabo con cultivos
primarios, son mas relevantes, aunque también mas complejos. Aportan datos acerca
del efecto que pueden tener las toxinas, que generalmente son mas reproducibles en
el animal vivo, y por tanto son mas Utiles a la hora de determinar el potencial dafio que

estas puedan inducir.
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2-OBJETIVOS

La creciente presencia de diversas ficotoxinas, tanto en aguas marinas como en los
recursos hidricos, ha despertado gran interés en la comunidad cientifica por conocer

como estas moléculas ejercen su toxicidad sobre los seres vivos.

El objetivo de la presente tesis doctoral es esclarecer, en la medida de lo posible, la
citotoxicidad y los mecanismos de accion de las ficotoxinas de agua marina AO y
DTX-2, y de agua dulce CYN, sobre dos lineas celulares hepaticas (HepG2 y Clone 9),
y sobre H.P. de rata. En este sentido, podemos clasificar nuestros objetivos en dos

partes:

» Analizar el efecto comparado del 4cido okadaico y de la dinofisistoxina-2 en las
lineas hepéticas Clone 9y HepG2, y en H.P. de rata determinando:

o Latoxicidad relativa en los distintos tipos celulares.

o Ladiferencia entre los valores de toxicidad in vitro, con los que se
conocen in vivo.

o Tipo de muerte inducida por ambas toxinas en los distintos tipos
celulares.

o Alteraciones en la proliferacion celular de las lineas hepaticas en

estudio, y de hepatocitos primarios expuestos a mitdgenos.

> Analizar el efecto de la CYN, a concentraciones sub-micromolares, en cultivos
de H.P. de rata determinando:
o Latoxicidad y el tipo de muerte celular inducida por la toxina .
o La posible participacion del estrés oxidativo en la induccion de
muerte celular.
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El efecto en el metabolismo antioxidante celular.
El efecto sobre la sintesis de proteinas.
La relacion entre la inhibicién de la sintesis de proteinas y la

induccién de muerte celular.
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3-PUBLICACIONES

En este apartado se presentan los resultados obtenidos durante el transcurso de esta
tesis doctoral. Estos resultados se incluyen en los tres articulos adjuntos, publicados
en revistas internacionales. En los dos primeros articulos se muestran los datos
obtenidos tras la evaluacion comparada de AO y DTX-2 sobre células hepaticas
(HepG2, Clone 9y H.P. de rata), y el tercer articulo recoge los resultados derivados de
los ensayos realizados con CYN sobre H.P. de rata. En cada uno de los articulos los
resultados se acompafian de la metodologia cientifica empleada y de las conclusiones

obtenidas en cada caso.

3.1-Estudio comparado de AO y DTX-2 sobre células hepéticas.

3.1.1-Okadaic acid and dinophysis toxin 2 have differential toxicological effects
in hepatic cell lines inducing cell cycle arrest, at GO/G1 or G2/M with aberrant
mitosis depending on the cell line.

RESUMEN:

El 4cido okadaico es una de las toxinas implicadas en la Intoxicacion diarreica por
mariscos que afecta al ser humano, y cuya aparicion se asocia al consumo de bivalvos
contaminados. Las principales toxinas responsables de esta Intoxicacion son el acido
okadaico (AO), la dinofisistoxina-1, -2, y -3 (DTX-1, -2 y -3). Por un lado, tras inyeccion
intraperitoneal en raton, la DTX-2 es aproximadamente un 40% menos téxica que el
AO. Por otro lado, la citotoxicidad y la genotoxicidad del AO es muy variable en funcién
de las lineas celulares en las que se evallue, por lo que resultados similares podrian
esperarse de la DTX-2. Para determinar si efectivamente este supuesto es cierto,
nosotros estudiamos el efecto del AO y la DTX-2 en dos lineas celulares de origen
hepatico: HepG2 y Clone 9. Es este estudio se evalud la citotoxicidad, y el efecto
sobre el ciclo celular y su regulacion. Los resultados obtenidos indican que en cultivos
de Clone 9 tanto el AO como la DTX-2 son equipotentes, mientras que sobre células
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de HepG2 el AO es mas potente que la DTX-2. Ambas toxinas tienen efectos
contrarios en lo que respecta al ciclo celular, ya que detienen el ciclo celular de
Clone 9 en G2/M e inducen mitosis aberrantes, mientras que en HepG2 el ciclo celular
se detiene en GO/G1. El estudio del efecto de estas toxinas sobre la distribucion
subcelular de p53 reveld su presencia en el ndcleo de ambos tipos celulares. La
expresion génica de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas fue diferente para las
dos lineas celulares. Las toxinas inducen un incremento en la expresion de ciclinas A,
B, y D en las células Clone 9 mientras que en HepG2 las ciclinas A y B decrecen, asi

como también decrece la expresion de la quinasal dependiente de ciclina.
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Abstract Okadaic acid is one of the toxins responsible
for the human intoxication known as diarrhetic shellfish
poisoning, which appears after the consumption of con-
taminated shellfish. The main diarrhetic shellfish poisoning
toxins are okadaic acid, dinophysistoxin-1, -2, and -3.
In vivo, after intraperitoneal injection, dinophysistoxin-2 is
approximately 40% less toxic than okadaic acid in mice.
The cytotoxic and genotoxic effect of okadaic acid varies
very significantly in different cell lines, so similar
responses could be expected for dinophysistoxin-2. In
order to determine whether this was the case, we studied
the effect of okadaic acid and dinophysistoxin-2 in two
hepatic cell lines (HepG2 and Clone 9). The cytotoxicity of
these toxins, as well as their effects on the cell cycle and its
regulation on both cell lines, were determined. Okadaic
acid and dinophysistoxin-2 resulted to be equipotent in
clone 9 cultures, while okadaic acid was more potent than
dinophysistoxin-2 in HepG2 cell cultures. Both toxins had
opposite effects on the cell cycle; they arrested the cell
cycle of clone 9 cells in G2/M inducing aberrant mitosis
while arresting the cell cycle of HepG2 in GO/G1. When
the effect of the toxins on p53 subcellular distribution was
studied, p53 was detected in the nuclei of both cell types.
The effect of the toxins on the gene expression of cyclins
and cyclin-dependent kinases was different for both cell
lines. The toxins induced an increase in gene expression of
cyclins A, B, and D in clone 9 cells while they induced a
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decrease in cyclins A and B in HepG2 cells. They also
induced a decrease in cyclin-dependent kinase 1 in HepG2
cells.

Keywords Okadaic acid - Dinophysis toxin-2 -
Differential toxicity - Cell cycle

Introduction

Okadaic acid (OA) is one of the toxins responsible for the
human intoxication known as diarrhetic shellfish poisoning
(DSP), which appears after the consumption of contami-
nated shellfish. The main DSP toxins are OA and dinophy-
sistoxin-1, -2, and -3 (Yasumoto et al. 1985). While OA is
the predominant toxin in Europe, high amounts of dinoph-
ysis toxin 2 (DTX-2) have been detected in Spain and Por-
tugal (Blanco et al. 1995; Vale and Sampayo 2000). It is also
the predominant DSP toxin in Irish mussel (Carmody et al.
1996). OA and the DTXs are polyketide compounds con-
taining furane and pyrane-type ether rings and an alpha-
hydroxycarboxyl function. The difference between them
is only the number or position of the methyl groups
(Dominguez et al. 2010). DTX-2 is an isomer of OA where the
methyl group at the 31-position in OA is absent, and an axial
methyl group is located at the 35-position (Huhn et al. 2009).

OA is a potent inhibitor of 1, 2a, and 3 serine/threonine
protein phosphatases (Fujiki and Suganuma 1999). This
phosphatase inhibition is now recognized as a general
biochemical process of tumor promotion in several organs,
including skin, liver, and stomach (Fujiki et al. 1997). The
cytotoxicity and genotoxicity of OA have been shown to be
cell line dependent; while being genotoxic in hepatocar-
cinoma HepG?2 cells, no such effect was observed in other
carcinoma-derived cell lines (Souid-Mensi et al. 2008).

@ Springer
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This toxin induces cell cycle arrest at G2/M in wild-type
p53 cells. No such arrest is observed in cells with mutant
p53, which continue to grow with high rates of aberrant
mitoses and apoptosis (Milczarek et al. 1999).

In vivo, after oral administration, OA produced lesions in
the liver, small intestine, and forestomach (Le Hegarat et al.
2006; Tubaro et al. 2004, 2003). While no data are available
on the oral toxicity of DTX-2, after intraperitoneal injection,
DTX-2 is approximately 40% less toxic than OA in mice
(Aune et al. 2007), and it is also less toxic in primary cul-
tures of cerebellar neurons (Perez-Gomez et al. 2004).
Given that the cytotoxic and genotoxic effects of OA vary
significantly in different cell lines, similar responses for
DTX-2 could be expected. Because no comparative infor-
mation for cytotoxicity and genotoxicity is available for OA
and DTX-2 in cell line cultures, we decided to determine
whether the difference in potency and the effect on cell
proliferation observed in vivo and in primary cell cultures
for these toxins was the same for cell lines. For this, we used
two hepatic cell lines, one derived from human hepatocar-
cinoma (HepG2) and another in vitro immortalized hepatic
rat cell line (Clone 9). Given that OA, by blocking serine/
threonine dephosphorylation, induces cell cycle arrest in
wild-type p53 cells (Lohrum and Scheidtmann 1996;
Messner et al. 2001; Milczarek et al. 1999; Mordan et al.
1990; Yan et al. 1997; Zhang et al. 1994), we also studied the
effect of both toxins on the cell cycle, their effect on tubulin
cytoskeleton, and p53 subcellular distribution in both cell
lines. Finally, because the cell cycle is a tightly controlled
process, which involves the progressive accumulation of
cyclins that are involved in the regulation of different parts
of the cycle through their interaction with cyclin-dependent
kinases (CDKs) (Yam et al. 2002), we determined the effect
of OA and DTX-2 on the mRNA expression of these mol-
ecules in C9 and HepG2 cells treated with OA or DTX-2.

Materials and methods
Cells culture and maintenance

Clone 9 and HepG2 cells (ATCC) were cultured in dif-
ferent cell culture treated supports with Ham F12 K med-
ium (Sigma) for C9 cells or E-MEM medium (Sigma) for
HepG2 cells supplemented with 10% fetal bovine serum
(BioWittakerTM), 100 UI/ml penicillin (Calbiochem), and
1.2 pM streptomycin (Sigma) at 37°C in a humidified 5%
CO, atmosphere.

MTT assay

Cells were seeded in 96-well plates at a concentration of
5,000 cells per well in 100 pl of medium; 24 h after

@ Springer

plating, cells were treated with OA or DTX-2 (CIFGA
laboratories, Spain) and incubated for different periods of
time as described in results. MTT (Sigma), 5 mg/ml, was
added 4 h before the incubation period ended after which
the samples’ absorbances were read in a Bio-Tek Synergy
4 plate reader at wavelengths of 570 and 670 nm (refer-
ence). Each treatment was measured with an n = 6, and
the assay was repeated three times for each cell line and
time tested.

Flow imaging cytometry

Cells treated for 24 h with vehicle, OA, or DTX-2 were
detached from the plates with Accutase (PAA) and washed
twice with PBS. Cells were fixed with 70% ethanol for
30 min at 4°C. Fixed cells were washed with PBS and
resuspended in a solution of PBS with 100 pg/ml propi-
dium iodide (Sigma) and 0.5 mg/ml RNAse (Sigma). After
30 min of incubation in this solution, 10,000 events were
acquired with an AMNIS ImageStream imaging flow
cytometer, and the analysis was performed with the
IDEAS® 3.0 Cell Image Analysis Software. Each condition
was analyzed by triplicate, and two experiments for each
cell type were performed.

Confocal microscopy

To detect p53, C9 or HepG2 cells grown on coverslips
were treated with 30 nM OA or DTX-2 for 24 h. The
treated and control cells were fixed with 4% paraformal-
dehyde for 15 min at 4°C. Fixed cells were washed with
PBS and blocked with PBS, 1% BSA, and 0.1% Triton
%100 for 1 h. The slides were then incubated with an anti-
p53 (PromoKine) 1:300 for 3 h. After washing with PBS,
the secondary antibody (Molecular Probes®) was added at
a 1:500 concentration. Finally, cells were washed 3 times
with PBS adding 1 pM Hoechst 33258 in the last wash for
nuclei counterstaining.

For tubulin detection, cells grown on coverslips were
treated with 30 nM OA or DTX-2 for 24 h. After these
treatments, cells were fixed in methanol during 5 min at
—20°C. Fixed cells were washed in PBS and blocked with
PBS, 1% BSA, and 0.1% Triton x100 for 1 h. After
blocking, cells were incubated with anti-S-tubulin (Sigma)
1:500 for 2 h. The coverslips were washed 3 times with
PBS and incubated with the secondary fluorescent anti-
body (ZyMax), 1:1,000, for 1 h. After this incubation,
cells were washed 3 times with PBS, including Hoechst
33258 at a 1 uM concentration in the last wash to stain
the nuclei.

The stained cells were analyzed with a Nikon TE2000-3
confocal microscope. Representative photographs for each
treatment and for controls are included.
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Real-time PCR

Cells were treated with 15 or 30 nM OA or DTX-2 for
24 h. Total RNA was extracted with PureZOL™ (BIO-
RAD) following manufacturer instructions. After DNAse
treatment, reverse transcription was performed with
RevertAid™ M-MuLV reverse transcriptase (Fermentas).
The ¢cDNA was analyzed for differential expression of
cyclins and cyclin dependent kinases Al, B2, D, CDKI,
and CDK2 using cyclophilin as housekeeper for normali-
zation in an Applied Biosystems StepOne real-time PCR
system with a FastStart™ Universal SYBR Green Master
kit (Roche). Calibrator ACt values were calculated as the
difference between the Cr value of the endogenous control
and target. This ACr for the calibrator was compared with
the ACt value of each of the unknown cDNA samples. The
differences between these values resulted in the AACt
value for each gene. The relative fold expression (RQ) was
determined by 27AACT Bage 2 logarithms of the RQ were
plotted and are presented in this work. Each treatment was
analyzed in triplicate, and three experiments were done.

Statistical analysis

The results were analyzed using the software SIGMA-
PLOT®. One-way ANOVA was employed for comparison
of significant differences among groups. Comparisons
between groups were made by the Holm—Sidak multiple

range test. A P <0.05 (n > 3) value was considered
significant.

Results

When C9 cells were treated with OA or DTX-2 for 24 or
48 h, no difference in potency between the toxins was
observed at either time studied. The ICsys calculated for
both toxins were 35 and 16 nM after 24 and 48 h of
incubation, respectively (Fig. la). On the other hand,
DTX-2 showed a lower toxicity than OA in HepG2 cells
after 24 and 48 h of incubation with no significant differ-
ence between both ICsps at 24 and 48 h. The toxicity of
DTX-2 was 0.6 that of OA. The ICsos calculated for OA
and DTX-2 were 77 and 124 nM after 24 h of incubation,
respectively, and 75 and 119 nM after 48 h of incubation,
respectively (Fig. 1b).

The effect of both toxins on the cell cycle of C9 and
HepG2 cells was different. In C9 cells, OA and DTX-2
inhibited the cell cycle in G2 with no difference in the
arrested cell population generated by each toxin (Fig. 2a;
Table 1). A large population of the cells was unable to
complete mitosis, and when this occurred, aberrant mitosis
was observed (Fig. 3). The cell population with multiple
nuclei with different DNA content was 21 and 17.8% for
30 and 60 nM OA, respectively, and 20.6 and 17.8 for 30
and 60 nM DTX-2, respectively (Fig. 3). On the other
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Treatment

hand, OA and DTX-2 inhibited the cell cycle of HepG2
cells at G1 with a different potency. OA-treated cells
showed a higher number of cells arrested in GO/G1 than
DTX-2-treated cells (Fig. 2b; Table 1).

Tubulin cytoskeleton was studied by confocal micros-
copy. In C9 cells, both toxins induced aberrant mitoses.
While normal mitosis was observed in control cells,
abnormal mitotic spindles, including tri-polar mitotic
spindles, were observed with defects in metaphase, ana-
phase, and telophase. Also, lower fluorescence intensity
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was observed for tubulin in toxin-treated cells pointing to
tubulin depolymerization induced by both toxins. DNA
staining showed multiple abnormal nuclei consequence of
aberrant mitosis (Fig. 4). This effect on mitosis or DNA
was not observed in HepG2 cells exposed to OA or DTX-2.
In this case, toxin-treated cells showed a granulated pattern
indicating a depolymerizing effect of both toxins on these
cells. While mitotic spindles were observed in control cells,
no such structures could be detected in toxin-treated cells

(Fig. 5).
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Table 1 Percentage cell population for the cell cycle analysis by flow cytometry of C9 and HepG2 cells treated with OA and DTX-2

Clone9 HepG2

sub-GO G0/G1 S G2/M >G2 sub-GO G0/G1 S G2/M >G2
C 0.855 89.9 3.385 5.535 0.225 0.165 70.55 14.05 14.7 0.275
OA30 nM 4.615 74.75% 6.37 13.55% 0.25 0.92 93%* 2.195% 3.255% 0.39
OA60 nM 15% 50.15% 7.46 25.7* 0.52 0.63 95.4% 1* 2.545* 0.27
DTX30 nM 3.385 77.6* 4.925 13.25* 0.23 0.755 87.05% ¢ 6.635% 5.06* 0.105
DTX60 nM 16.35% 49.7* 7.75 26%* 0.2 0.63 91.1% ¢ 3.9% 4.095%* 0.275

* Significant differences with respective control for each treatment and cell cycle phase. P < 0.01, n =3
¢ Significant differences with OA-treated cells. P < 0.05, n = 3

Fig. 3 Analysis of the G2/M
cell population in OA- and
DTX-2-treated cells by imaging
flow cytometry. Cells in G2/M
were gated to quantify aberrant
mitotic nuclei. a Images
corresponding to the
populations gated.

b Quantification of cells in both
populations. *Significant
differences with respective
control (P < 0.05, n = 3)

b 1204
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Both toxins induced nuclear accumulation of p53 in C9
and HepG2 cells. While p53 was detected in the cytoplasm
and nuclei of C9 cells, p53 was increased in nuclei of
toxin-treated cells. After 24 h of exposure to 30 nM OA or
DTX-2, this transcription factor was detected in abnormal
nuclei as well as in cells with normal nuclei (Fig. 6a). In
HepG2 cells, p53 appeared in the cytoplasm with higher
concentration in the perinuclear area. When these cells

were treated with 30 nM OA or DTX-2, p53 migrated to
the cell nucleus in both cases, indicating activation of the
transcription factor by the toxin (Fig. 6b).

Given the different effects on the cell cycle observed for
both toxins in C9 with respect to HepG2, the effects of OA
and DTX-2 on the mRNA expression levels of cyclins A,
B, and D as well as the expression of cyclin-dependent
kinases CDK1 and CDK2 were determined in C9 and
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Fig. 4 Tubulin and DNA were
stained in OA- and DTX-
2-treated C9 cells and analyzed
by confocal microscopy.
Representative fields for tubulin
and DNA staining as well as the
bright field and combined
tubulin plus DNA are shown.
Dashed arrow metaphase; solid
arrow anaphase; empty arrow
telophase

Control

HepG?2 treated with 30 nM OA or DTX-2 for 24 h. Cyclins
Al, B2, and D were increased in C9 cells treated with OA
or DTX-2 when compared to control cells with no signif-
icant difference between OA- and DTX-2-treated cells. In
these cultures, both toxins had no effect on the expression
of CDK1 and CDK2 mRNA. In the case of HepG2, cells
treated with OA and DTX-2 showed a decrease in cyclins
Al and B2 mRNA, with a small increase in cyclin D
mRNA. There was a significant difference between the
decrease in cyclins Al and B2 induced by OA when
compared to that induced by DTX-2. CDKI1 expression
was also downregulated by OA-treated cells with no
change observed in DTX-2-treated cells. The decrease in
CDK2 observed in OA- and DTX-2-treated cells, even
though significant, was of a very small magnitude (Fig. 7).
Given that the cell cycle arrest in HepG2 cells occurred at
GO/G1, cyclin E expression was also measured in OA- and
DTX-2-treated cells and compared to control cells, no
change in this mRNA was observed (results not shown).

@ Springer
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Discussion

In this work, we show that OA and DTX-2 are equipotent
in a rat-derived hepatic cell line (Clone 9) and that DTX-2
is less toxic than OA in HepG2 cells, a cell line derived
from a human tumor. When these results are compared
with existing data, it becomes evident that determining the
relative potencies of diarrheic toxins with studies in cell
lines is not the right approach. Our results with hepatic cell
lines show that they can respond in different ways to the
toxicity of diarrhetic toxins. In one case, no difference in
toxicity between OA and DTX-2 was observed, while in
the other case, DTX-2 was less toxic than OA with a
potency difference similar to that observed in vivo (Aune
et al. 2007). Okadaic acid toxicity in this study is similar to
that observed in other works that define IC50s between 5
and 100 nM (Diogene et al. 1995; Huynh-Delerme et al.
2003; Leira et al. 2001; Tubaro et al. 1996). DTX-2 has
been reported to be less toxic than OA in primary cultures
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Fig. 5 Tubulin and DNA were
stained in OA- and DTX-
2-treated HepG2 cells and
analyzed by confocal
microscopy. Representative
images for tubulin and DNA
staining as well as the bright
field and combined tubulin plus
DNA are shown

Control

DTX-2 60nM

OA60nM

of cerebellar neurons (Perez-Gomez et al. 2004). When
compared with the results presented in this work for
HepG?2 cells, the difference between the toxicity of DTX-2
and OA is much higher in cerebellar neurons.

Another difference observed between the cell lines
studied was that both toxins inhibited the cell cycle at
different stages. They inhibited the cell cycle at G2/M in
C9 cells in a similar manner. This was not the case of
HepG2 cells, where inhibition of the cell cycle was at GO/
Gl1, with a higher inhibition by OA when compared to
DTX-2. In both cases, no increment in the cell population
with higher ploidy than G2 was observed, indicating that
the toxins are incapable of inducing endoreduplication in
these cell lines. This observation indicates that the aberrant
mitosis observed in C9 occurs with no increment or loss of
DNA during this process. Since cells with this type of
damage, consequence of aberrant mitosis, would not be
able to multiply, the abnormal mitosis could be the reason
of cell death, given that cells with this type of damage
would get arrested at G2/M and become unable to proceed
with the cell cycle. This is supported by the data obtained
for the aberrant mitotic cell population in G2/M, where
there is a lower number of this type of cells in 60 nM OA-
or DTX-2-treated cultures when compared to 30 nM OA-
or DTX-2-treated ones, with a higher sub-GO population in
the first case, indicating a higher degree of apoptosis.

The effect of both toxins on the tubulin cytoskeleton of
C9 and HepG2 cells differed. In the first cell line, important
defects on the mitotic spindle formation were observed.

This was not evident in HepG2 cells. The abnormal mitotic
spindles observed in C9 cells treated with OA or DTX-2
lead to aberrant mitosis given that cells escaped the mitotic
restriction observed with this type of damage.

The effects of the toxins on the cell cycle of C9 and
HepG2 cells were reflected on the cyclin expression profile
in treated cells when compared to control. In C9, there is
an increment of cyclins A, B, and D. It has been demon-
strated that in cells with failures in the mitotic check-
point, which result in improper chromosome alienation
during mitosis, cells exciting mitosis without segregating
their chromosomes properly suffer apoptosis signaling
(Warrener et al. 2003). Also in vivo, OA induces the
expression of cyclin B1 and mitotic catastrophe, which is a
combination of deficient cell cycle checkpoints and cel-
lular damage (Castedo et al. 2004), in rat cortex (Chen
et al. 2006). The increment of cyclins A and B1 in C9 cells
treated with OA or DTX-2 is in agreement with cell death
induced by apoptosis triggered by aberrant chromosomes
segregation. On the other hand, even though cyclin D was
augmented in toxin-treated HepG2 cells, cyclins A2 and
B1 were downregulated in these cells. This effect of OA
and DTX-2 on cyclin expression is in agreement with the
observed cell cycle arrest at GO/Gl with no aberrant
mitosis. Cyclin A is synthesized at the onset of S phase and
localizes at the sites of DNA replication (Cardoso et al.
1993; Sobczak-Thepot et al. 1993). In the histograms

presented in Fig. 2b, a small displacement to the right can
be observed in OA- and DTX-2-treated cells when
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Fig. 6 p53 detection by a
confocal microscopy in C9 and

HepG 2 cells treated with

30 nM OA or DTX-2 for 24 h.

DNA was counterstained with
HOECHST 33258

HepG2 c9
Control OA30nM DTX-2 30nM Control

DTX-2 30nM

OA30nM

compared to control cells indicating that these cells are
between the G1 and S phases or are all ready in S but
arrested by the lack of cyclin Al. Accumulation of cells in
S phase has been observed in the intestinal-derived Caco-2
cells treated with OA at similar concentrations as used in
this work (Traore et al. 2001), supporting the last possi-
bility for HepG2 cells. Still, we consider that further
research is necessary to establish which is the case in

@ Springer

HepG2 cells. Also, because cyclins and CDKs are regu-
lated by phosphorylation, we are conducting experiments
to determine if this process is affected by the inhibition of
ser/thr phosphatases by OA or DTX-2.

When the effect of OA and DTX-2 on p53 was studied,
we observed that in both cell lines the toxins induced the
migration of p53 to the cell nuclei. In HepG2, this effect
could account for the cell cycle inhibition in GO/G1. Even
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Fig. 7 C9 and HepG2 cells
W‘fm rentod i thego nl\ffObA o mCHepG2  mOA30nM-HepG2  m DTX-230nM-HepG2
DTX-2 for 24 h, and cyclin Al, mC-C9 = OA 30nM-C9 m DTX-230nM-C9

B2, D, CDKI1, and CDK2
mRNA were quantified by real-
time PCR. * Significant
differences with respective
control (P < 0.01, n = 3).

¢ Significant differences
between OA- and DTX-
2-treated cells (P < 0.01,
n=23)

log2 RQ

though C9 cells can escape G2/M inhibition generating
mitotically aberrant cells, p53 has been shown to be active
in this type of event. When cells with damage in the mitotic
spindle escape the p53-independent checkpoint, which
functions at the metaphase—anaphase transition and pre-
vents cells from progressing through mitosis until com-
pletion of spindle formation, sister chromatids fail to
segregate properly. When this happens, p53 responds to the
mitotic failure instituting a Gl-like growth arrest and
inhibiting cell division (Meek 2000; Vogel et al. 2004).
Also, p53-null cells fail to undergo cell division, but they
are not prevented from re-entering the cell cycle and can
reduplicate their DNA leading to polyploidy (Meek 2000;
Vogel et al. 2004). For these reasons, p53 prevents C9 cells
to re-enter the cell cycle and induce apoptosis in cells after
suffering aberrant mitosis. This work allows a better
understanding of the mechanism of toxicity of phosphatase
inhibitors and provides evidence to conclude that the
potency of OA and DTX-2 are equivalent both in vitro (for
HepG?2 cells) and in vivo and also shows that hepatocytes
and clone 9 cells are biochemically different with regard to
these toxins.
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3.1.2- Comparative study of toxicological and cell cycle effects of okadaic acid
and dinophysistoxin-2 in primary rat hepatocytes.

RESUMEN:

En este trabajo nos planteamos como objetivo de este estudio determinar la toxicidad
relativa y los efectos que tienen sobre el ciclo celular de hepatocitos primarios de rata
en cultivo el 4cido okadaico y dinofisistoxina-2. Para evaluar la citotoxicidad se emple6
el ensayo colorimétrico basado en la reduccibn metabdlica del MTT
(metiltiazoltetrazolio), el andlisis de la actividad de la caspasa-3, y la liberacién de LDH
(lactato deshidrogenasa) al medio de cultivo. El ciclo celular se analiz6 empleando
citometria de flujo con andlisis de imagen, y el efecto de las toxinas sobre la

proliferacién celular se evalu6 a través de PCR cuantitativa y microscopia confocal.

A partir de los ensayos realizados observamos que para los H.P. en cultivo la DTX-2
es menos toxica que el AO con una diferencia de potencia similar a la observada in
vivo en ratones tras inyeccion intraperitoneal. A su vez, ambas toxinas inducen
apoptosis con un incremento significativo de la actividad de la caspasa-3 en los
cultivos tratados. Estas toxinas inhibieron el ciclo celular de los hepatocitos en G1,
modificando las células diploides y las diploides binucleadas. En hepatocitos
proliferantes expuestos a las toxinas se detecté como la expresion del gen y los
niveles de proteina p53 decrecieron. Por otro lado, el estudio del citoesqueleto de
tubulina de los H.P. expuestos a DTX-2 y AO puso de manifiesto que esta proteina se

localizaba en el nucleo, mientras que en el citoplasma mantenia un patron granulado.

Los datos obtenidos de este trabajo demuestran la diferencia de potencia que tienen el
AO y la DTX-2 sobre los H.P. de rata en cultivo, y la diferencia de potencia que tienen
es igual a la observada in vivo tras inyeccion intraperitoneal en ratones. Ambas toxinas
detuvieron el ciclo celular de los H.P. en G1, incluso de células binucleadas diploides.

En esta inhibicion del ciclo celular podria estar involucrado p53 asi como la tubulina.
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Aims: To determine the relative toxicity and effects on the cell cycle of okadaic acid and dinophysistoxin-2 in
primary hepatocyte cultures.

Main methods: Cytotoxicity was determined by the MTT method, caspase-3 activity and lactate dehydroge-
nase release to the medium. The cell cycle analysis was performed by imaging flow cytometry and the effect
of the toxins on cell proliferation was studied by quantitative PCR and confocal microscopy.

Key findings: We show that dinophysistoxin-2 is less toxic than okadaic acid for primary hepatocytes with a
similar difference in potency as that observed in vivo in mice after intraperitoneal injection. Both toxins in-
duced apoptosis with caspase-3 increase. They also inhibited the hepatocytes cell cycle in G1 affecting diploid
cells and diploid bi-nucleated cells. In proliferating hepatocytes exposed to the toxins, a decrease of p53 gene
expression as well as a lower protein level was detected. Studies of the tubulin cytoskeleton in toxin treated
cells, showed nuclear localization of this molecule and a granulated tubulin pattern in the cytoplasm.
Significance: The results presented in this work show that the difference in toxicity between dinophysistoxin-
2 and okadaic acid in cultured primary hepatocytes is the same as that observed in vivo after intraperitoneal
injection. Okadaic acid and dinophysistoxin-2 arrest the cell cycle of hepatocytes at G1 even in diploid bi-
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nucleated cells. p53 and tubulin could be involved in the cell cycle inhibitory effect.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Diarrhetic shellfish poisoning (DSP), first recognized in Japan
30 years ago, is a human gastrointestinal illness caused by the con-
sumption of shellfish contaminated with polyether toxins produced
by dinoflagellates belonging to the Dinophysis or Prorocentrum genera
(Vale and Sampayo, 2000; Yasumoto et al., 1979, 1984). The main DSP
toxins responsible for the DSP syndrome are okadaic acid (OA),
dinophysistoxin-1, -2 and -3 (DTX-1, -2 and -3) (Yasumoto, et al.,
1985). OA and DTXs are polyketide compounds containing furan-
and pyran-type ether rings and an alpha-hydroxycarboxylic function,
the only difference between them is the number or position of the
methyl groups (Dominguez, et al., 2010). DTX-1 is the dominant
toxin in Japan, Canada, and Norway (Lee, et al., 1989; Quilliam, et
al., 1993; Yasumoto, et al., 1979). While OA is the predominant
toxin in Europe, high amounts of DTX-2 have been detected in
Spain and Portugal (Blanco, et al., 1995; Vale and Sampayo, 2000),
and it is also the predominant species in Irish mussel (Carmody, et
al,, 1996).

* Corresponding author. Tel./fax: +34 982 252 242.
E-mail address: Luis.Botana@usc.es (L.M. Botana).

0024-3205/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.1fs.2011.12.021

OA, a potent inhibitor of type 1, 2a and 3 serine/threonine protein
phosphatases, has been shown to induce apoptosis in liver after oral
administration to mice highlighting this organ as one of the potential
targets of this toxin (Le Hegarat, et al., 2006). Also, primary rat hepa-
tocyte cytotoxicity has been informed for OA (Espina, et al.,, 2010).
Aune et al. determined that DTX-2 is approximately 40% less toxic
than OA by intraperitoneal injection in mice (Aune, et al., 2007) and
it is also less toxic in primary cultures of cerebellar neurons (Perez-
Gomez, et al., 2004).

In rats and mice, polyploidization affects most of the hepatocytes
and is a progressive phenomenon that continues throughout the ani-
mal's life. In rats, after 10 weeks of life, the liver consists mainly of tet-
raploid cells (2x2n and 4n) and some octoploids (2x4n and 8n)
(Alfert and Geschwind, 1958; Bohm and Noltemeyer, 1981; Brodsky
and Uryvaeva, 1977; Severin, et al., 1984). In primary rat hepatocyte
cultures most cells are tetraploid, with a small fraction of diploid
and octoploid cells. Approximately 30% of the cells are bi-nucleated
with two tetraploid or two diploid nuclei (Eckl, 1993). These cells
are a consequence of DNA synthesis and mitosis with failure in cell di-
vision (Epstein, 1967; Wheatley, 1972). Taking this into consideration,
and given the fact that the biochemical pathway elicited by OA (i.e.
protein phosphatase inhibition) is recognized as a general biochemi-
cal process of tumor promotion in several different organs including
skin, liver and glandular stomach (Suganuma, et al, 1988;
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Suganuma, et al., 1992), we decided to determine the toxicity of OA
with respect to DTX-2, and their effect on the cell cycle of primary
rat hepatocytes.

Even though p53 is considered to be a growth suppressor capable
of preventing cell proliferation in regenerating rat liver, after 70% par-
tial hepatectomy, hepatic p53 gene expression has been shown to in-
crease (Thompson, et al., 1986). It has also been shown that p53
expression is enhanced by HGF in rat hepatocytes in primary culture,
contributing to cell proliferation. Furthermore, it has been suggested
that p53 positively regulates cell proliferation through the specific in-
duction of promoters for growth-associated factors and growth factor
receptors (Inoue, et al., 2002; Thompson, et al., 1986). Because OA in-
hibits primary hepatocyte proliferation, we determined the variation
of the p53 gene expression, protein level, and sub-cellular localization
in cultured hepatocytes induced to proliferate with HGF and exposed
to OA or DTX-2 in order to determine if this gene could be involved in
the growth inhibition elicited by OA.

Materials and methods
Primary rat hepatocytes isolation and culture

Primary rat hepatocytes were obtained from 200 to 300 g Sprague-
Dawley male rats fed ad libitum. The Seglen perfusion method was fol-
lowed with modifications (Seglen, 1976). Rats were anesthetized with a
ketamine:xylacine mix (42.5%:20%, Ketolar® 50 mg, Parke Davis; Rom-
pun® 2%, Bayer) in physiological solution. After perfusion, the liver was
excised and the cells were dispersed in Leibovitz medium. The cells
were filtered and allowed to decant for 15 min. The cell pellet was
washed twice with the same medium and cell viability was estimated
by the trypan blue exclusion method. Preparations with less than 90%
viability were discarded. The cells were resuspended in attachment me-
dium [199:E-MEM 1:4 (Sigma), 1g/l BSA, 5mg/l insulin (Sigma),
26.2 mM HCOsNa, 100 pg/ml streptomycin (Sigma), 100 Ul/ml penicil-
lin (Calbiochem), 1.2 uM dexamethasone (Sigma) and 10% fetal bovine
serum (Gibco)], plated at a density of 7.2.10* cells/cm? on appropriate
supports and incubated at 37 °C and 5% CO, for 5 h. After this period
the medium was changed to post-attachment medium [199:E-MEM
1:4 (Sigma), 1g/l BSA, 5mg/l insulin (Sigma), 26.2 mM HCO;Na,
100 pg/ml streptomycin (Sigma), 100 Ul/ml penicillin (Calbiochem),
0.6 mM hydroxycortisone (Sigma) and 10% fetal bovine serum
(Gibco)]. Cells were maintained in this medium at 37 °C and 5% CO,
for different periods of time depending on the experiment.

MTT assay

Hepatocytes were seeded in 96 well plates at a concentration of
20,000 cells per well in 100 pl of medium. Twenty four hours after
plating, cells were treated with OA (99% pure, CIFGA Laboratories,
Spain) or DTX-2 (97% pure, CIFGA Laboratories, Spain), and incubated
for different periods of time as described in the Results section. MTT
(Sigma) 5 mg/ml was added 4 h before the end of the incubation pe-
riod, after which the plates were read in a Bio-Tek Synergy 4 plate
reader, at weave lengths of 570 and 670 nm (reference).

Lactate dehydrogenase (LDH) release

Enzyme activity was determined spectrophotometrically in the
culture medium of 15 and 30 nM OA or DTX-2 treated and control
cells by measuring NADH oxidation. To 900 ul of reaction mix
(50 mM phosphate buffer, 0.25 mM NADH and 0.75 mM pyruvate)
at 30°C, 100 ul of medium were added and absorbance variation
was measured at 340 nm for 3 min.

Apoptosis detection

Apoptosis was determined measuring caspase-3 activity. For this,
a commercial kit was used (EnzCheck casp-3 Assay Kit 1, Molecular
Probes). In brief, after treatment, the cells were harvested and lysed
following the kit instructions. Fifty pl of the cleared lysates for each
sample was seeded in a 96 well plate. Then, the caspase-3 specific
substrate in reaction buffer was added. After 10 min of incubation
the caspase-3 activity was determined measuring fluorescence at an
excitation wave length of 360 nm and an emission one of 460 nm
with a microplate reader (Bio-Tek, FL600 microplate fluorescence
reader).

Flow imaging cytometry

Primary hepatocytes treated for 24 h with vehicle, OA, DTX-2 and
HGF were detached from the plates with Accutase (PAA) and washed
twice with PBS. Cells were fixed with 70% ethanol for 30 min at 4 °C.
Fixed cells were washed with PBS and resuspended in a solution of
PBS with 100 pg/ml propidium iodide (Sigma) and 0.5 mg/ml RNAse
(Sigma). After 30 min of incubation in this solution, 5000 events
were captured with an AMNIS ImageStream imaging flow cytometer
and the analysis was performed with the IDEAS® 3.0 Cell Image Analy-
sis Software.
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Fig. 1. Toxicity of OA and DTX-2 on primary rat hepatocyte cultures. Cells were treated
with the toxins for 48 h. Toxicity was determined by the MTT reduction assay
(A), caspase-3 activity (B) and LDH release to the medium (C). * significant differences
with respect to control, x significant differences between OA and DTX-2 treated cells
(p<0.01,n=3).
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Confocal microscopy

To detect p53, primary hepatocytes were treated with HGF for
24 h. After this time, the medium was changed, the HGF was renewed
and AO or DTX-2 was added. Cells were incubated in these conditions
for another 24 h. The treated and control cells were fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 min at 4 °C. Fixed cells were washed with
PBS and blocked with PBS, 1% BSA and Triton X100 for 1 h. The slides
were then incubated with an anti-p53 (PromoKine) 1:300 for 3 h.
After washing with PBS, the secondary anti-body (Molecular
Probes®) was added at a 1:500 concentration. Finally, cells were
washed 3 times with PBS adding 1M Hoechst 33258 in the last
wash for nuclei counterstaining.

For tubulin detection, cells were grown on cover slips. After 24 h
of culture, 15, 30 and 60 nM AO or DTX-2 was added, and hepatocytes
were incubated under these conditions for 24 h. After these treat-
ments, cells were fixed in methanol during 5 min at — 20 °C. Fixed
cells were washed in PBS and blocked with PBS, 1% BSA and 0.1% Tri-
ton X100 for 1 h. After blocking, cells were incubated with anti -
tubulin (Sigma) 1:500 for 2 h. The cover-slips were washed 3 times

A

with PBS and incubated with the secondary fluorescent anti-body
(ZyMax), 1:1000, for 1 h. After this incubation cells were washed 3
times with PBS, including 1 uM Hoechst 33258 in the last wash to
stain the nuclei.

The stained cells were analyzed with a Nikon TE2000-3 confocal
microscope. Photos were taken along the z axis of each field analyzed,
to rule out the possibility that the differences observed between con-
trol and treated cells were due to a different focal plane. Representa-
tive photos of each treatment and controls are presented in this work.

Real time PCR

Primary hepatocyte cultures were treated with HGF or vehicle
24 h after plating to induce proliferation. After this incubation, the
media and HGF were renewed, 30 uM OA or DTX-2 was added, and
the cells were incubated under these conditions for another 24 h.
Total RNA was extracted with a RNeasy® Mini Kit (QIAGEN). After
DNAse treatment, reverse transcription was performed with Rever-
tAid™ M-MuLV reverse transcriptase (Fermentas) following the manu-
facturer's instructions. The c¢DNA was analyzed for differential
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Fig. 2. Example of the analysis performed by imaging cytometry. After acquisition, typical cytometric histograms of the cell cycle were obtained (A), from the populations gated on
this histograms bi-multinucleated cells were quantified in the G2/M and > G2 cell populations by plotting the nuclei aspect ratio vs the aspect ratio intensity which allowed to dis-
criminate bi-nucleated (with an aspect ratio and an aspect ratio intensity lower than 1) from mono-nucleated cells (with an aspect ratio and an aspect ratio intensity of 1 or near 1)
(B). (C) Images selected from the different populations analyzed. Ch1: side scatter, Ch2: bright field (forward scatter in flow cytometry), Ch5: propidium iodide stained nuclei.
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expression of p53 using cyclophilin as housekeeper for normalization in
an Applied Biosystems StepOne real time PCR system with a FastStart™
Universal SYBR Green Master kit (Roche).

Western blot

Primary hepatocytes treated with HGF, OA or DTX-2 for 24 h were
lysed and the soluble protein fractions were run in 10% pre-cast acryl-
amide gels (Biorad). After electrophoresis the proteins were trans-
ferred to PVDF membranes (Millipore™) where p53 was detected
using a rabbit anti-p53 antibody (PromoKine) diluted at 1:1000. An

anti-rabbit secondary antibody was used at 1:3000. After membrane
stripping, a tubulin antibody was used to determine equal protein
loading. Membrane blocking and antibody incubations were made
with the SNAP i.d. system (Millipore™) following manufacturer in-
structions. Chemiluminescence was detected and analyzed with the
VersaDoc™ system (BIORAD).

Statistical analysis

The results were analyzed using the software SIGMAPLOT®. One
way ANOVA was employed for comparison of significant differences
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Fig. 3. (A) Cell cycle analysis of hepatocytes induced to proliferate with 20 ng/ml HGF and treated with 15 and 30 nM OA or DTX-2. In one case, cells were treated with the growth
factor (HGF in the plot) and the toxins at the same time for 24 h. Alternatively, cells were pre-incubated with 20 ng/ml HGF (pre-HGF in the plot) for 24 h and then exposed to the
toxins for another 24 h renewing the growth factor. (B) Determination of the bi-multi-nucleated cells in the G2/M and > G2 using imaging flow cytometric analysis. Cells in G2/M
and in > G2 were separated into tetraploid or diploid bi-nucleated for cells in G2/M and in octoploid or bi-multi-nucleated for the >G2 population. * significant differences with

respective control (p<0.05, n=3).
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among groups. Comparisons between groups were made by the
Holm-Sidak multiple range test. A p<0.05 (n>3) value was consid-
ered significant.

Results

When cultures of primary hepatocytes were exposed to OA or
DTX-2 for 48 h, the MTT assay showed that DTX-2 is less toxic than
OA (Fig. 1A). The ICso for OA and DTX-2 were calculated to be
18.3 nM and 33.1 nM respectively. Caspase-3 activity was increased
by both toxins, after 48 h of incubation, in hepatocytes treated with
15 and 30 nM OA or DTX-2 (Fig. 1B). Also, an important increase in
the release of LDH to the medium was detected when the cells were
treated with 15 and 30 nM OA or DTX-2 for 48 h (Fig. 1C). A lower in-
crease in caspase-3 and LDH release was observed in DTX-2 treated
cells when compared to OA treated cells.

Cell cycle analysis of hepatocytes treated for 24 h at the same time
with 20 ng/ml HGF, 15 and 30 nM OA or DTX-2, showed a different
population distribution in the cell cycle when compared to cells pre-
incubated with growth factor for 24 h, and then exposed to the toxins
at the same concentrations for another 24 h. In the first case, there
was an increase in the G1/GO cell population with a decrease in the
G2/M population (Figs. 2 and 3A). A small difference in the relation be-
tween bi-nucleated and tetraploid cells in G2 was detected, being
higher that of HGF treated cells when compared to HGF and toxin trea-
ted cells (Figs. 2 and 3B). The number of cells in the sub-GO population
was augmented in cultures treated with the toxins. The highest increase
was for OA 30 nM. On the other hand, HGF pre-treated cells showed a
lower increase in the GO/G1 cell population between treated and con-
trol cells when compared to the previous case (Fig. 3A). In these condi-
tions a significant increase in the bi-multi-nucleated cell population in
G2/M and >G2 was observed in the toxin treated cells (Fig. 3B). A
marked increase in the sub-GO population, as that observed in the
cells treated at the same time with HGF and the toxins, was not evident
in this occasion (Fig. 3A).

When hepatocyte cultures were exposed to 20 ng/ml HGF for a
longer period (48 h) and then treated with 30 nM OA or DTX-2 for
another 48 h, both toxins induced the appearance of multinucleated
cells among those that survived the treatment (Fig. 4).

The expression of the p53 mRNA, determined by quantitative PCR,
decreased in proliferating primary hepatocytes treated with 15 and
30 nM OA or DTX-2 for 18 h when compared to cells treated with the
growth factor alone. The expression level in the toxin treated cells
was similar to that observed in the control cells that were not induced
to proliferate (Fig. 5A). Neither of the toxins affected the p53 gene ex-
pression in quiescent hepatocytes (results not shown). The same pat-
tern as that observed for p53 mRNA was observed at the protein level,
treating hepatocytes with HGF induced an increase in the protein
level of p53 which was inhibited when HGF treated cells were exposed
to OA or DTX-2 for 24 h (Fig. 5B and C). No difference in the p53 protein
level was observed between the cells treated with OA and DTX-2. When
p53 was studied by confocal microscopy, higher fluorescence intensity
was observed in HGF treated cells when compared to control and OA
or DTX-2 treated cells. No difference in the sub-cellular localization or
p53 was observed in any case (Fig. 5D).

In order to determine if OA or DTX-2 affected the mitotic phase of
proliferating hepatocytes, R-tubulin was analyzed by confocal micros-
copy. Cells were induced to proliferate with 20 ng/ml of HGF and trea-
ted with 15 and 30 nM OA or DTX-2 for 24 h. No differential effect
was observed in the mitotic spindle formation between control and
toxin treated cells (results not shown). Unexpectedly, cells treated
with 30 nM OA or DTX-2 showed tubulin staining in the nuclei as well
as a granulated staining pattern in the cytoplasm when compared to
control cells. Counter staining was performed with Hoechst 33258
(Fig. 6). Nuclear tubulin was not present in the nuclei of toxin treated
cells when analyzed after longer incubation periods (>48 h).

HGF

HGF-DTX-215 nM HGF-DTX-215 ni

HGF-DTX-230nM HGF-DTX-2 30 nM

HGF-0A15 nM HGF-0A15 nM

HGF-0A30 nM

HGF-0A 30 nv

Fig. 4. Confocal images for long term incubation of hepatocytes in the presence of
20 ng/ml HGF and 30 nM OA or DTX-2. Cells were incubated with HGF for 48 h and
then treated with the toxins for another 48 h renewing the growth factor. Bright field
and nuclei stained with Hoechst 33258 are shown.
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Fig. 5. (A) Relative quantification of p53 mRNA by qPCR in primary hepatocytes incubated with 20 ng/ml HGF and 30 nM OA or DTX-2 for 18 h. * significant differences with respect
to control (p<0.01, n=3). (B) Determination of the p53 protein levels in primary hepatocytes treated with OA or DTX-2 30 nM for 24 h by western blot. Tubulin was also analyzed
as an internal loading control. (C) Relative p53 protein levels normalized with tubulin. * significant difference with respect to control, HGF-OA or HGF-DTX-2 treated cells(p<0.01,
n=2, two experiments). (D) Detection of p53 (green) and DNA (blue) by confocal microscopy in hepatocytes treated with HGF and 30 nM OA or DTX-2 for 24 h. Composite images

are also shown.

Discussion

After 48 h of incubation with OA and DTX-2, these compounds
exhibited a difference in potency similar to that observed in vivo after
intra-peritoneal injection (Aune, et al., 2007), where the i.p. relative
toxicity of DTX-2 is about 0.6 that of OA. Cell death was at least in part
apoptotic as determined by the caspase-3 activity increment observed
in the cell cultures exposed to OA and DTX-2. This is also supported
by the increase in the sub-GO cell population observed by flow cytome-
try in hepatocytes treated with the toxins. The occurrence of necrosis

cannot be ruled out, given that an important increase in the release of
LDH to the medium was also detected in cells exposed to both toxins.
Different sub-populations of hepatocytes are involved in prolifera-
tion elicited in response to various types of liver injury in rodents, as
revealed by several studies (Styles, et al., 1988). To elucidate which sub-
population of hepatocytes is undergoing cell proliferation, cytometry
coupled with fluorescence-activated cell sorting and conventional mi-
croscopy are the most accurate methods. This involves labeling the
cells with propidium iodide and deoxy-bromouridine, analyzing and
sorting simultaneously using two-fluorescence flow cytometry. This
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Control DTX-2 30nM OA30nM

Fig. 6. Confocal images of hepatocytes treated with 30 nM OA for 24 h. Cell's 3-tubulin (red) and DNA (blue) were stained. [mages were captured at two different magnifications.

method allows to determine the ploidy of the cells and the incidence of
cells in S phase in different ploidy groups (Styles et al., 1987, 1988). The
image flow cytometric method described in this work allows to accom-
plish this task much more easily, given that the tetraploid and diploid
bi-nucleated cell population at G2/M, and the different populations (oc-
toploid and bi-multinucleated) in higher ploidy cells, can be deter-
mined by the analysis of the cytometric data itself without any further
cell treatment or separation. Also, proliferating cells could be detected
if deoxy-bromouridine is added during hepatocyte treatment. By flow
cytometry, the precision of ploidy distribution determination of isolated
nuclei depends on how well the flow cytometric equipment can correct
for aggregates (Saeter and Seglen, 1990; Schwarze, et al., 1984). This
problem is circumvented by the technique described in this work,
given that single images of each event are collected and cell aggregates
can be excluded during analysis or acquisition.

The cytometric analysis showed that OA and DTX-2 arrest the cell
cycle of proliferating primary rat hepatocytes at G1. These results are in
accordance with previous data indicating inhibition of DNA synthesis
and cell cycle arrest at late G1 by OA in primary rat hepatocytes at sub-
toxic concentrations (Mellgren et al., 1993, 1995). After mitogenic stimu-
lation, the number of bi-nucleated cells increases in primary hepatocyte
cultures (Eckl and Bresgen, 2003), so the increase in the bi-nucleated
cell population in hepatocytes pre-incubated with HGF and then ex-
posed to OA or DTX-2 can result from the inhibition of the cell cycle in
G1 of diploid bi-nucleated cells. These cells, after mitogenic stimulation,
progress through a new cell cycle and subsequently divide into two
mono-nuclear 4n cells (Guidotti, et al., 2003). The inhibition at G1 by
OA and DTX-2 explains the increase of the bi-nucleated cell population
in proliferating hepatocytes that we report in this work. When com-
pared to hepatic transformed cells, cell cycle inhibition at G1, has also
been observed in human hepatocellular carcinoma derived HepG2
cells. On the other hand, in vitro transformed rat hepatocytes showed
G2/M inhibition by OA and DTX-2 (Rubiolo, et al,, 2011), implying
that these toxins can alter the cell cycle progression in a different man-
ner depending on the cell type. All hepatocellular ploidy classes show
proliferative activity in culture, therefore, the higher ploidy observed
in hepatocytes treated with growth factor and OA or DTX-2 for 96 h,
could be a result of the proliferation of octoploid and bi-nucleated

DTX-2 30nM

Control OA 30nM

tetraploid cells whose cell cycle would be arrested by OA and DTX-2,
generating cells with a high number of nuclei. Cells with up to 16 nuclei
were observed.

The negative regulation of p53 mRNA that results in a lower p53
protein level in proliferating toxin treated cells, could be responsible
at least in part of the cell growth inhibition produced by OA and DTX-
2. Supportive of this notion is the fact that anti-sense oligonucleotides
against p53 mRNA as well as inhibitors of this protein attenuate DNA
synthesis in primary rat hepatocyte cultures (Inoue, et al., 2002) imply-
ing that the expression of this protein is fundamental for normal hepa-
tocyte proliferation. Also, because activation of the p53-p21€iP!
pathway is involved in the S-phase entry in primary rat hepatocytes
(Wierod, et al., 2008), down regulation of p53 would inhibit the cell
cycle at G1 which is the effect observed in proliferating hepatocytes
after treatment with OA or DTX-2 in this work. After treatment for
24 h with HGF, OA or DTX-2, no change in the sub-cellular localization
of p53 was observed. The protein was detected mainly in the cytoplasm,
but nuclei staining was also observed. The anti-body used in this work
detects total p53, so further studies are necessary to determine if
particular phosphorylated or acetylated forms of p53 are found in the
nuclei of cells treated with HGF or HGF plus OA or DTX-2, given that
p53 suffers an important post-translational regulation by phosphoryla-
tion and acetylation (Brooks and Gu, 2003).

An unexpected finding was the detection of B-tubulin in the nuclei of
OA and DTX-2 treated cells. Several reports inform the presence of tubu-
lin isoforms P, o and PII in the nucleus of cultured animal cells (Goo, et
al., 2003; Menko and Tan, 1980; Walss-Bass, et al., 2002; Xu and
Luduena, 2002; Yanagida, et al., 2004). In vitro, nuclear tubulin is thought
to associate with chromatin and interact with histones (Menko and Tan,
1980; Mithieux, et al., 1984). When soluble tubulin subunits accumulate
in the nucleus, the cell cycle progression is inhibited. Nuclear accumula-
tion of 3-tubulin does not occur under normal circumstances suggesting
that this is a pathophysiological process and may represent a defense
mechanism against stress or malignant transformation (Akoumianaki,
et al., 2009). In the case of primary hepatocytes exposed to 30 nM OA
or DTX-2, nuclear accumulation of 3-tubulin could be a consequence of
the chemical stress induced by these compounds. That this observation
is a consequence of the culture conditions can't be ruled out. Further
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studies are needed to determine if nuclear tubulin is involved in the inhi-
bition of the cell cycle in primary hepatocytes.

Conclusion

This study establishes that DTX-2 is approximately 40% less toxic
than OA in cultures of primary hepatocytes. Both toxins inhibit the
cell cycle in GO/G1, an effect that is also observed in bi-nucleated
cells. p53 and tubulin could be involved in cell cycle inhibition.
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3.2-Estudio de la CYN sobre H.P. de rata.
3.2.1-Protein  Synthesis Inhibition and Oxidative Stress Induced by

Cylindrospermopsin Elicit Apoptosis in Primary Rat Hepatocytes.

RESUMEN:

La presencia de organismos productores de cianotoxinas nocivas para el ser humano
y los animales en diversas regiones del planeta va en aumento con el paso del tiempo.
La cilindrospermopsina (CYN) hoy en dia se reconoce como una cianotoxina de agua
dulce ampliamente distribuida. Se ha demostrado que esta toxina inhibe la sintesis
proteica, asi como la sintesis de glutation. Dado que el higado parece ser el principal
organo afectado por esta toxina, nosotros empleamos cultivos de H.P. de rata para
estudiar el efecto que esta toxina (dosis de rango nanomolar) tiene sobre el tipo de
muerte celular. También fue objeto de estudio la probable participacion de las especies
reactivas de oxigeno en la muerte celular inducida por esta toxina, la relacion entre la
inhibiciébn de la sintesis proteica y la citotoxicidad, y la regulacion de la posible
respuesta antioxidante por parte de la célula. En este sentido observamos como la
CYN indujo apoptosis en este tipo de células. A las concentraciones empleadas en
este trabajo, la inhibicién de la sintesis proteica y el estrés oxidativo estan involucrados
en la muerte celular por causa de la toxina. Asi mismo, se observé una activacion de la
respuesta antioxidante celular desde un punto de vista tanto transcripcional como

translacional.
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ABSTRACT: The increasing presence of cyanotoxin producers in several regions
of the world is hazardous for humans and animals. Cylindrospermopsin (CYN) is
nowadays recognized as a widely distributed freshwater cyanobacterial toxin. This
toxin has been shown to induce protein synthesis inhibition as well as inhibition of
glutathione synthesis. Given that the liver seems to be the main target of cylindro-
spermopsin, in this work we used cultures of primary rat hepatocytes to study the
type of cell death induced by CYN nanomolar concentrations. The involvement of
reactive oxygen species in toxin induced cell death, the relationship between
protein synthesis inhibition and toxicity, and the cell endogenous antioxidant
response regulation were studied. We show that cylindrospermopsin induces

Oxidative stress induction)

Primary hepatic cells

/ 1 :

CYLINDROSPERMOPSIN
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Protein synthGsis ¢

apoptosis in primary rat hepatocytes. At the concentrations used in this work,
protein synthesis inhibition and oxidative stress were involved in the cytotoxic effect elicited by the toxin. Finally, activation of the
cell antioxidant response was observed at the transcriptional and translational levels.

H INTRODUCTION

Cylindrospermopsin (CYN) is a widespread freshwater cyano-
bacterial toxin. Eutrophication and adaptation of CYN produc-
ing cyanobacteria such as Cylindrospermopsis raciborskii and
Aphanizomenon flos-aquae have allowed them to inhabit new
suitable habitats.! Swimming in contaminated pools, drink-
ing inadequately treated water, and the consumption of toxin-
laden foods are some of the possible entry routes to the organ-
ism.! The increasing presence of cyanotoxin producers in
several regions of the world is hazardous for humans and
animals. Evidence of this are the several cases of intoxications
by CYN that have been reported in humans®~® and animals®’
after water consumption.

CYN is a stable, water-soluble toxin of 415 Da first isolated
from Cylindrospermopsis raciborskii® and Umezakia natans’ in
the nineties. Later, it was shown to be produced by several other
freshwater cyanobacterial species.'® Despite this, Cylindrosper-
mopsis raciborskii is still recognized as the main producer of this
toxin."" It is a tricyclic alkaloid containing a guanidinium group
combined and linked to hydroxymethyluracil.*'> The molecule
contains several potential reactive sites, and there is in vivo
evidence that it may form DNA adducts."”> CYN is potentially
carcinogenic as at noncytotoxic concentrations it has been shown
to induce cell transformation and genotoxic effects.'”'*™'®
Also, the uracil group was hypothesized to interfere with DNA
synthesis, acting as a carcinogen in several mouse tissues."

Hepatotoxicity has been reported as the main in vivo effect of
CYN." In addition to this, other organs such as the kidney,s’w
lungs, adrenal glands, the intestinal tract, thymus, heart,”* bone
marrow, and colon'* have been identified as potential targets of
this cyanotoxin.

I I © 2012 American Chemical Society
< ACS Publications
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CYN’s effects on acute toxicity have been attributed to the
cytochrome P450 (CYP450) generated metabolites,"®** while
its long-term toxicity is presumed to be a consequence of pro-
tein synthesis inhibition.'">*® Besides inhibition of protein
synthesis,”** the toxin also inhibits glutathione synthesis in
primary mice and rat hepatocytes.'®*> However, no such effect
was observed in the human cell line Caco-2, in which glutathione
levels were not affected or even increased, depending on the
toxin doses employed.*®

Since liver has been shown to be the main target for CYN,”
primary cultures of rat®® and mouse'®** hepatocytes have been
used in various studies to investigate its mechanism of action.
In many of these studies, high doses of the toxin were used with
short exposure times. Because lower concentrations of the toxin
are more probably present in the case of intoxication and in
order to determine if other factors besides protein synthesis
inhibition are involved in CYN cytotoxicity, in this work we
used primary rat hepatocytes treated with lower toxin concen-
trations than those previously reported. We determined the
type of cell death induced and the effect of the toxin on protein
synthesis in relation to viability. Also, the involvement of oxidative
stress in cellular death was investigated.

B MATERIALS AND METHODS

Toxin. Cylindrospermopsin (Enzo Live Science), isolated from
Cylindrospermopsis raciborskii, was >95% pure, and it was dissolved in
water. A 2.4 mM stock solution was prepared and diluted as needed
depending on the assays.
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Isolation and Culture of Primary Rat Hepatocytes. All animal
procedures were conducted according to the principles approved by
the Institutional Animal Care Committee of the Universidad de Santiago
de Compostela. Primary rat hepatocytes (P.H.) were obtained from
200 to 300 g Spra;ue—Dawley male rats fed ad libitum. The Seglen
perfusion method®” was followed with modifications. Anesthesia was
induced with isoflurane 5%, and it was maintained by an intra-
peritoneal injection of a Ketamine/Xilacine mix (22%:20% v/v,
Imalgenel000 100 mg/mL, Merial; Xilagesic 2%, Calier) dissolved in
physiological solution. After perfusion, the liver was excised and the
cells dispersed in Leibovitz medium (Sigma). The cells were filtered
through a sterile 200 y#m nylon mesh and allowed to decant for
1S min. After this, they were washed twice with Leibovitz medium, and
cell viability was estimated by the trypan blue exclusion method.
Preparations with less than 90% viability were discarded. After
resuspension in attachment medium [199: E-MEM 1:4 (Sigma), 1 g/L
BSA, 5 mg/L insulin (Sigma), 26.2 mM HCO;Na, 100 yg/mL strepto-
mycin (Sigma), 100 UI/mL penicillin (Calbiochem), 1.2 M dexametasone
(Sigma), and 10% fetal bovine serum (Gibco)], hepatocytes were
plated at a density of 7.2 X 10*cells/cm? on appropriate supports and
incubated at 37 °C and 5% CO, for 5 h. After this period, the medium
was replaced by postattachment medium [199: E-MEM 1: 4 (Sigma),
1 g/L BSA, S mg/L insulin (Sigma), 26.2 mM HCO3Na, 100 yg/mL
streptomycin (Sigma), 100 UI/mL penicillin (Calbiochem), 0.6 mM
hydroxycortisone (Sigma), and 10% fetal bovine serum (Gibco)].
Cells were maintained in this medium at 37 °C and 5% CO, for dif-
ferent time periods, depending on the experiment.

Cell Viability Determination. The Alamar Blue (Invitrogen)
method was used following the manufacturer’s instructions. Cells were
seeded in 96-well plates at a concentration of 20000 cells per well.
Twenty-four hours later, CYN at different concentrations was added,
and viability was determined up to 48 h. Alamar Blue was added 12 h
after toxin treatment. Fluorescence was measured until 48 h of toxin
exposure elapsed, in a Bio-Tek Synergy 4 Microplate reader, with an
excitation wavelength of 560 nm and an emission wavelength of 590 nm.

Caspase-3 Determination. Apoptosis was determined measuring
caspase-3 activity with the commercial kit EnzCheck casp-3 Assay Kit
1 (Molecular Probes), following the manufacturer’s instructions. In
brief, after treatment, the cells were harvested and lysed, and S0 uL of
the cleared lysates from each sample was seeded in a 96-well plate.
Then, the caspase-3 specific substrate, (7-amino-4-methylcoumarin-
derived substrate Z-DEVD-AMC) in reaction buffer was added. After
30 min of incubation, caspase-3 activity was determined fluorometri-
cally with a microplate reader (Bio-Tek, FL600 microplate
fluorescence reader). Each condition was assayed in triplicate, and
three independent experiments were performed.

Flow Imaging Cytometry. Primary hepatocytes treated with the
vehicle, 180 nM, or 360 nM CYN for 24 and 48 h were tripsinized and
washed twice with PBS. Cells were fixed with 70% ethanol for 30 min
at —20 °C. Fixed cells were washed with PBS and resuspended in a
solution of PBS containing 100 pg/mL propidium iodide (P.L)
(Sigma) and 0.5 mg/mL RNase (Sigma). After 30 min of incubation in
this solution, 5000 events, for each sample, were captured with an
AMNIS ImageStream Imaging Flow Cytometer. Aggregates were
eliminated during acquisition with the aid of the cytometer software
(Inspire) and any cell doublet that still appeared after acquisition was
eliminated with the data analysis software (Ideas3.0).

Lactate Dehydrogenase (LDH) Release. Enzyme activity was
determined spectrophotometrically in the culture medium of the
control, 180 and 360 nM CYN treated cells, measuring NADH oxida-
tion. To 900 uL of the reaction mix (SO mM phosphate buffer, 0.25 mM
NADH, and 0.75 mM pyruvate) at 30 °C, 100 L of culture medium
was added, and absorbance variation was measured at 340 nm for 3
min. The results are presented as the percentage of enzyme released to
the medium in toxin treated cells with respect to control cells.

Annexin V Staining. FITC-conjugated Annexin V staining was
determined by confocal microscopy and by spectrofluorimetry. Cells
were seeded on coverslips for confocal microscopy or on 48-well plates
for spectrofluorimetry and treated with 90, 180, 360 nM CYN for 6,
24, and 48 h. When the treatment periods elapsed, the cells were
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washed with PBS, and Annexin V (CELL LAB ApoScreen) dissolved
in binding buffer, as indicated by the manufacturer, was added. To rule
out the possibility of necrosis, 5 ug/mL propidium iodide was added,
during Annexin V staining. After a 15 min incubation period, Annexine
V and P.I. were removed, and cells were analyzed. A Nikon TE2000-3
was employed for confocal microscopy analysis. Fluorimetric analysis
was performed with a Bio-Tek, FL600 microplate fluorescence reader.

Spectrofluorimetric Determination of Reactive Oxygen Species
(ROS). ROS were determined measuring dichlorofluorescein oxidation
fluorimetrically. Control and CYN treated cells were supplemented
with 20 yM dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA, Sigma) 30 min
before analysis. When the incubation ended, cells were washed 3 times
with PBS. Finally, PBS was added, and fluorescence was measured at
an excitation wavelength of 495 nm and an emission wavelength of
530 nm with a microplate reader (Bio-Tek FL600 microplate fluo-
rescence reader). The multiple reading per well mode was used to get
a more accurate fluorescence determination for each treatment. The
results presented in this work are the means of the measurements of
each well with their respective standard deviation for a representative
experiment.

Confocal Microscopy. Primary hepatocytes, seeded on coverslips,
were treated with 180 or 360 nM CYN for 24 h. After treatment, cells
were fixed with 4% (v/v) paraformaldehyde (PFA) for 15 min at 4 °C.
Fixed cells were washed 3 times with PBS, blocked with PBS supple-
mented with 1% BSA (w/v) for 1 h, and permeabilized with 0.1% (v/v)
Triton X100 dissolved in PBS for 5 min. Permeabilized samples were
incubated with the primary antibody for Nrf2 (Santa Cruz
Biotechnology Inc.) at a concentration of 1:500, diluted in PBS and
2% BSA for 3 h. After washing 3 times with PBS, the cells were
incubated with the CY3 labeled secondary antibody, diluted 1:500 for
1 h. After staining, the samples were washed 3 times with PBS, adding
1 uM Hoechst 33258 in the last wash for nuclei counterstaining.

To assay oxidative stress by this technique, cells were incubated
with CYN for 24 h. Thirty minutes before the treatment period
elapsed, 20 yM DCF-DA was added to the culture medium. The
coverslips were washed 3 times with PBS and fixed with 4% PFA for
15 min at 4 °C. After fixation, coverslips were washed three times with
PBS, and in the last one, 1 uM Hoechst 33258 was added for nuclei
counterstaining.

For all the determinations described in this section, after mounting
the coverslips, the stained cells were analyzed with a Nikon TE2000-3
confocal microscope. Representative photos for each treatment and
controls are presented in this work.
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Figure 1. Decrease in cell viability of CYN treated primary rat
hepatocyte cultures. Cells were treated with the toxin up to 48 h. Cell
viability was determined by the Alamar-Blue assay (n = 4, p < 0.01).
Differences between the 10 nM CYN treatment and control were not
significant. Differences of the 360 nM CYN (at all times), 90 and
180 nM CYN (from 24 h of incubation) treatments were significant
compared to controls.
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Figure 2. (A) Caspase-3 activity after 48 h in CYN treated and control cells. (B) Flow cytometric analysis of the cell cycle of CYN treated and
control cells. (C) Effect of CYN in the SubGO population as determined by flow cytometry. (D) LDH released to the medium at 24, 48, and 72 h in
primary hepatocytes exposed to CYN. *, Significant differences with respect to the control (n = 3, p < 0.01).

SDS—PAGE and Western Blot. Cylindrospermopsin treated and
control hepatocytes were suspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCl,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 1% Triton), containing protease
and phosphatase inhibitors (Sigma), and sonicated three times at 30—
50 kHz for 10 s in an ice bath. Protein concentration in each lysate was
determined by the Bradford assay.”® Fifteen micrograms of total protein
was mixed with loading buffer, loaded in 10% acrylamide precast gels
(BIO-RAD), and resolved at 100 V for 90 min. After electrophoresis, the
proteins were transferred to PVDF membranes (Millipore) at 100 V
for 1 h and 20 min. The membranes were blocked with 3% (w/v) milk
dissolved in PBS for 1 h, and incubated with the primary antibodies for
4 h at RT. Primary antibody dilutions were anti-Nrf2 (Santa Cruz
Biotechnology Inc.) 1:2000 and anti-HistoneH1 (Millipore) 1:600.
The secondary antibody was used at 1:5000 in all cases. The mem-
branes were revealed with SuperSignal west pico (Thermo scientific),
and image acquisition was made with the Dyversity system from
Syngene. The protein expression differences between treatments were
determined densitometrically with the image analysis software GeneTools,
using HistoneH1 as the housekeeper protein.

205

Real Time PCR. Cells were treated with 90, 180, or 360 nM CYN
for 24 h. Total RNA was purified with PureZOL (BIO-RAD) follow-
ing the manufacturer’s instructions. The RNA was quantified spectro-
photometrically with NanoDrop2000 (Thermo Scientific). After DNase
treatment, reverse transcription was performed with the RevertAid
M-MuLV reverse transcriptase (Fermentas). The cDNA was analyzed by
real time PCR using FastStartTM Universal SYBR Green Master Kit
(Roche) with Applied Biosystem StepOne. Differential gene expression of
Nrf2 and Keap-1 was determined using the 18s ribosomal mARN as
the housekeeper for normalization (see Supporting Information,
Table 1, for primer sequences). The AACT method was used for
relative quantification. The StepOne software (Applied Biosystems)
was used to calculate the fold change and standard deviation of each
cDNA from treated P.H. with respect to control cells. The relative fold
expression (RQ) was determined by 2722¢T. The error bars display
the calculated maximum (RQ Max) and minimum (RQ Min) expression
levels that represent standard deviation of the mean expression level
(RQ value) with a confidence <0.05. Each treatment was analyzed in
triplicate, and three experiments were done.

dx.doi.org/10.1021/tx3003438 | Chem. Res. Toxicol. 2013, 26, 203212
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Figure 3. FITC conjugated Annexin V and P.L staining in P.H. treated with CYN. (A) Confocal microscopy determination of Annexin V and P.L
Representative photos for 24 and 48 h of treatment are shown. (B) Determination by spectrofluorimety of FITC conjugated Annexin V in P.H.
treated with CYN for 24 and 48 h, expressed as % variation with respect to the control (set as 100%). *, Significant differences with respect to the

control (n = 6, p < 0.01).

Protein Synthesis Determination. Protein synthesis was deter-
mined according to a previously described method” with modifica-
tions. In brief, [*H]-L-leucine incorporation into the cellular pro-
tein of the control, CYN, or cycloheximide (positive control for
protein synthesis inhibition) treated P.H. was determined. Five hours
before CYN treatment ended, P.H. were incubated with 5 yCi/mL
[*H]-1-leucine (140 Ci/mmol) (Hartmann Analytic). Cells were
then washed once with HBSS and twice with ice-cold 10% (w/v)
trichloroacetic acid. Finally, 0.3 M NaOH was added, and the cells
were transferred to a tube were digestion continued for 1 h. One
hundred microliters from these lysates was added to 2 mL of
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scintillation fluid Ultima Gold (Perkin-Elmer), and samples were
counted for 5 min in a Beckman LS6000TA scintillation counter.
DNA concentration in each sample was used to normalize the
protein synthesis rate with respect to total cell number. For this, a
standard curve was generated spectrofluorometrically using 0—800 ng of
salmon sperm DNA (Sigma) diluted in 0.2 M Tris, 0.2 M NaCl, 1 mM
EDTA, and 4 pug/mL Hoechst 33258 (Sigma) at pH 7.4. Five
microliters of each lysate was incubated in the same solution as the
standards for 30 min. After determining the fluorescence of each
sample, the DNA concentration in the cell lysates was extrapolated
from the standard curve. Fluorescence was measured with a Bio-Tek,

dx.doi.org/10.1021/tx3003438 | Chem. Res. Toxicol. 2013, 26, 203212
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Figure 4. (A, C, and E) Incorporation of [*H]-1-leucine into the protein of P.H. incubated with CYN for 6, 24, and 48 h. The results are expressed as
the % variation of CPM/ng DNA in toxin treated cells with respect to the control. (B, D, and F) viability of P.H., exposed to CYN in the same
conditions as those in the protein synthesis experiments. *, Significant differences with respect to the control. A, Significant differences between P.H.
treated with 360 nM CYN and cells incubated with 10 uM cycloheximide (n = 3, p < 0.01).

FL600 microplate fluorescence reader at 356 and 458 nm, excitation
and emission, respectively.

Statistical Analysis. The results were analyzed using the
Sigmaplot software. One way ANOVA was employed for comparison
of significant differences among groups. Comparisons between groups
were made by the Holm—Sidak multiple-range test. A p < 0.01 (n > 3)
value was considered significant.

B RESULTS

According to the Alamar Blue assay, CYN reduced cell viability
in P.H. at the three tested concentrations (Figure 1). The cell viability
decreased approximately 50% when cells were treated with 360
and 180 nM CYN for 24 and 48 h, respectively. Caspase-3
activity increased in cells treated for 48 h with 90, 180, and
360 nM CYN (Figure 2A), and the cell cycle analysis showed a
higher subGO population in CYN treated cells when compared
to those in controls (Figure 2B,C, and Supporting Information,
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Figure 1). Apoptosis was also determined using Annexin V. All
of the toxin concentrations tested (90, 180, and 360 nM)
produced an increase of Annexin V staining after 24 and 48 h,
as detected by confocal microscopy. Most of the cells that were
stained with Annexin V showed no P.L, except for those treated
with 180 and 360 nM CYN for 48 h (Figure 3A). An increase
in Annexin V stained cells was observed in toxin treated
cultures after the first 6 h (Supporting Information, Figure 2).
In order to determine if necrosis was also induced by CYN, the
LDH released to the medium was determined in hepatocyte
cultures treated with the toxin. No variation was observed in
CYN treated cultures up to 48 h, while an increase in enzymatic
activity in the medium was observed after 72 h of treatment
(Figure 2D).

To determine the effect of CYN on the protein synthesis of
P.H.,, cultures of these cells were treated with the toxin for 6, 24,

dx.doi.org/10.1021/tx3003438 | Chem. Res. Toxicol. 2013, 26, 203212
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Figure S. Determination of protein synthesis inhibition by incorporation of [3H]-L-leucine into protein of P.H. treated with CYN for 6 h and then
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those in the protein synthesis experiments (B,D). *, Significant differences with respect to the control. A, Significant differences between P.H.
treated with 360 nM CYN and cells incubated with 10 uM cycloheximide (n = 3, p < 0.01).

and 48 h, and [*H]--leucine incorporation was determined.
Simultaneously, viability assays were made to compare protein
synthesis inhibition rates with cell death rates, for each con-
dition tested. We observed a time and dose dependent response
in protein synthesis inhibition and viability decrease in all cases.
After 6 h, only 360 nM CYN induced a significant decrease of
protein synthesis. Over 90% of protein synthesis inhibition was
observed after 24 and 48 h in P.H. treated with the same toxin
concentration, while lower concentrations were not capable of
producing complete inhibition of protein synthesis (Figure 44,
C, and E). Cellular viability, for the same treatment conditions,
decreased around 15%, 55%, and 75% in cells incubated with
360 nM CYN for 6, 24, and 48 h, respectively (Figure 4B, D,
and F). Lower toxin concentrations were mildly cytotoxic after
24 h but reduced cell viability up to 60% after 48 h (Figure 4B,
D, and F). In these experiments, cycloheximide, a reversible
protein synthesis inhibitor, was less cytotoxic than CYN at all
times examined, even though the rate of protein synthesis
inhibition was similar to that observed for 360 nM CYN after
24 or 48 h of toxin exposure. Because protein synthesis inhibi-
tion by CYN has been reported to be irreversible,”* we decided
to determine if a short-term exposure to the toxin was sufficient
to induce long-term protein synthesis inhibition and viability
effects. For this, hepatocytes were treated with 10, 90, 180, and
360 nM CYN for 6 h and then incubated with fresh, toxin free
medium up to 24 or 48 h. The protein synthesis inhibition
observed was approximately 35—40% after 24 h and also 40%
after 48 h for the highest concentration of toxin tested (Figure SA
and C). No protein synthesis inhibition was observed for the
rest of CYN concentrations tested after 24 and 48 h. The cell
viability assays after 24 h of incubation showed that cell viability
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decreased around 25 and 35%, in 180 and 360 nM CYN treated
cultures, respectively (Figure SB and D). The decrease in cell
viability was slightly lower after 48 h, about 15 and 30% for 180
and 360 nM CYN, respectively. Cycloheximide treatment
produced the highest rate of protein synthesis inhibition but
induced a similar rate of cell death compared to that of CYN
after 24 h (Figure SA and B) and the same rate of protein
synthesis inhibition and cell death compared to those of CYN
after 48 h (Figure SC and D).

CYN induced oxidative stress at all the concentrations tested
after 24 and 48 h of incubation. We observed an increase in
DCF oxidation in CYN treated hepatocytes by confocal
microscopy (Figure 6A) and after spectrofluorimetric determi-
nation (Figure 6B). A 3-fold increase in fluorescence was observed
in hepatocytes treated with 360 nM CYN for 48 h. To determine
if oxidative stress was involved in the cytotoxic effect of CYN,
we performed viability assays with Alamar Blue for P.H. treated
with 360 nM CYN and the antioxidant resveratrol. Resveratrol
partially rescued the cells in a concentration dependent manner
after 24 and 48 h of treatment. The increase in cell viability in
cultures treated with CYN plus 20 gM resveratrol was about
32% and 7% after 24 and 48 h, respectively, when compared to
that of CYN treated cells (Figure 7).

To study if CYN induced ROS affected the endogenous
antioxidant response in P.H., the protein level of the
transcription factor that regulates the expression of antioxidant
enzymes, Nrf2, was determined by confocal microscopy and
Western blots. By both methods we observed a higher level of
this transcription factor in toxin treated cells after 48 h (Figure 8A
and B). Densitometric quantification indicated that 2-fold
and S-fold increases in Nrf2 were observed in cells treated with
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Figure 6. Determination of oxidized DCF in CYN treated P.H. (A) Confocal microscopy determination, where representative photos for each 24 h
treatment are shown. (B) Fluorimetric determination of DCF oxidation in P.H. treated with CYN for 24 and 48 h, expressed as % variation with
respect to the control (set as 100%). *, Significant differences with respect to the control (n = 3, p < 0.01).
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Figure 7. Viability, determined by the Alamar blue assay, of P.H. treated with CYN or CYN + resveratrol for 24 and 48 h. *, Significant differences
between resveratrol + CYN treated samples and CYN treated samples. A, Significant differences with respect to the controls (n = 3, p < 0.01).

180 and 360 nM CYN, respectively (Figure 8C). No difference
was observed after 24 h of treatment (results not shown). To
determine if the difference observed in the Nrf2 protein level
after 48 h was a consequence of transcriptional regulation,
real time PCR was used to measure the expression levels of
this transcription factor in control and CYN treated cells. In
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cells treated with 360 nM CYN for 24 h, an increase in
Nrf2 expression was observed, but cells incubated for 48 h
showed mild down-regulation of its mRNA in toxin treated
cultures, when compared to that of controls (Figure 8D).
Because Nrf2 is regulated by its repressor Keapl, the
transcription level of this species was also determined. CYN
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Figure 8. (A) Nrf2 detected by confocal microscopy in cells exposed 48 h to CYN. (B) Nrf2 detection by Western blot in cultures treated with 180
and 360 nM CYN for 48 h. (C) Densitometric analysis of the results presented in Figure 7 B. (D and E) Relative quantification of Nrf2 and Keap1l
mRNA by qPCR in P.H. treated for 24 and 48 h with toxin. *, Significant differences with respect to the control (p < 0.0S, n = 3).

induced a decrease in Keapl transcription after 24 and 48 h
(Figure 8E).

H DISCUSSION

Cylindrospermopsin, at the concentrations used in this work,
produced a dose and time dependent decrease of cell viability in
P.H. cultures. When the type of cell death was analyzed, we mainly
observed apoptosis, as determined by caspase-3 determination,
flow cytometry, and FITC-conjugated Annexin V staining.
Given that phosphatidylserine translocation is an early event in
apoptosis, Annexin V staining was performed with hepatocytes
treated with CYN for 6 h. CYN treated cells showed increased
Annexin V staining implying that apoptosis is induced rapidly
by the toxin. After a long exposure time (48 h), a mild increase
of P.I staining was observed in cells treated with 180 and 360 nM
CYN, indicative of the loss of membrane integrity. An increase
in LDH leakage to the medium was observed but only after
72 h of toxin exposure. This could be the consequence of
secondary necrosis that occurs in apoptotic cells in culture, as
has been described before.®® Other authors have used LDH
release to the medium to determine the viability of P.H. treated
with CYN.'®** These studies used higher CYN concentrations
(in the micromolar range) implying that at low concentrations
CYN could be apoptotic while inducing necrosis at higher
doses.

In P.H. of rats and mice, CYN (in the micromolar range)
inhibits protein synthesis.”>** In order to assess the degree of
protein synthesis inhibition exerted by CYN at the doses
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employed in this work, [*H]-leucine incorporation assays were
performed. These were made in parallel with viability
experiments to determine how protein synthesis inhibition is
implicated in cell death. Of the concentrations tested, only the
highest one (360 nM) produced complete protein synthesis
inhibition after 24 h, which continued up to 48 h. This effect
was accompanied by a decrease in cell viability of approximately
50 and 70% after 24 and 48 h, respectively. At the same time,
complete protein synthesis inhibition by cycloheximide induced
a lower cytotoxicity after 24 and 48 h, similar to that observed
for 180 nM CYN, where the protein synthesis was not com-
pletely inhibited. This indicates that besides protein synthesis
inhibition, other factors are involved in cell death induced by
CYN. Reinforcing this notion is the fact that, even when a mild
protein synthesis inhibition was observed after 6 h of toxin
exposure, this molecule decreased cell viability by 30% when
incubation continued without toxin up to 24 or 48 h. When
cells were treated with the toxin for 6 h and then incubated for
another 18 or 42 h with fresh media, the cells treated with the
highest CYN concentration tested did not recover their normal
protein synthesis rate, which remained at the same level as that
observed after 6 h of incubation or even slightly decreased,
indicating an irreversible protein synthesis inhibition as shown
by others.”® This last experiment, when compared to those
where the toxin was present for 24 or 48 h, also shows that the
toxin needs several hours to exert its complete protein synthesis
inhibition. It has been reported that metabolic activation
mediates the toxicity of CYN,'®*" so this could be the reason
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for the results observed in cells incubated with the toxin for 6 h
and then incubated in toxin-free media up to 24 or 48 h.

When we determined ROS in CYN treated P.H., we
observed a time and dose dependent increase in these species.
As a consequence, the transcription of the antioxidant response
element (ARE) binding factor, Nrf2, was induced. This, com-
bined with a decrease in the transcription of Keapl (Nrf2
inhibitor), led to higher Nrf2 protein levels in CYN treated cells
after 48 h of exposure. These results show an attempt of the
cells to counteract the deleterious effects of oxidative species
generated by CYN exposure. In order to determine if oxidative
stress was involved in CYN toxicity in primary hepatocytes, we
used resveratrol, which has been shown to act as an effective
cytoprotective agent against oxidative stress in several cell
culture systems including P.H.**">* This compound exerted
partial cytoprotection in CYN treated cells. A dose—response
cytoprotection was observed in the first 24 h, whereas the
protective activity of resveratrol was lower after 48 h of incuba-
tion. Other authors'® have reported that oxidative stress is not
observed in primary mouse hepatocytes treated with § uM
CYN for 12 h. At the toxin concentration used by these
authors, necrotic cell death was observed.'® Our results indicate
that oxidative stress is involved in the cytotoxicity induced by
CYN at lower concentrations, in primary rat hepatocytes. The
reason for this could be that the lower toxin concentrations and
longer exposure times we used induced apoptosis, while in the
case of necrosis induction, the insult to the cells produced by
the toxin could be of such a magnitude, and cell death so rapid,
that oxidative stress could not be observed.

Bl CONCLUSIONS

In summary, we show that CYN induces apoptosis at the
nanomolar range and that this is mediated at least by oxidative
stress and protein synthesis inhibition.
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4-DISCUSION

La presencia de las ficotoxinas en aguas marinas y continentales, y también en
productos del mar empleados para el consumo humano hace necesario tener un mejor
y mayor conocimiento del mecanismo de accién de estas toxinas para aportar a quien
corresponda, mejores herramientas de decisiébn con el fin de adoptar medidas de
proteccion de la salud publica mas eficientes, equilibradas y ajustadas al peligro real
gque estas toxinas suponen. Como resultado de los experimentos llevados a cabo en

esta tesis, se obtuvieron una serie de resultados que a continuacion se discuten.

4.1.-Estudio del efecto de las toxinas diarreicas (AO y DTX-2) sobre hepatocitos
primarios y transformados

Por un lado, en la presente tesis doctoral se realiz6 un analisis toxicolégico de AO y
DTX-2 sobre las células Clone 9, HepG2 y H.P. de rata, para asi profundizar en el
conocimiento de los mecanismos de accion de estas toxinas y evaluar
comparativamente, analogias y diferencias del AO respecto de la DTX-2. Estos
resultados se publicaron en sendos trabajos titulados “Okadaic acid and dinophysis
toxin 2 have differential toxicological effects in hepatic cell lines inducing cell cycle
arrest, at GO/G1 or G2/M with aberrant mitosis depending on the cell line” y
“Comparative study of toxicological and cell cycle effects of okadaic acid and
dinophysistoxin-2 in primary rat hepatocytes”. En los citados estudios, se observo
como el AO y la DTX-2 son equipotentes para la linea celular Clone 9, mientras que
para las células HepG2, asi como para los H.P. de rata, la DTX-2 es un 40% menos
potente que el AO. Esta diferencia de potencia es la misma que observaron Aune et.al.
tras la administracion intraperitoneal de las toxinas en ratones [77]. Sin embargo en
otros articulos publicados, realizados con cultivos de neuronas cerebelares, la
diferencia de potencia entre AO y DTX-2 es mayor [112] que la que nosotros

observamos en la linea HepG2 y en el cultivo primario de hepatocitos.
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La toxicidad que el AO mostré6 en nuestros ensayos, se encuentra entre los limites
anteriormente publicados por otros grupos que han descrito ICso entre5 vy
100 nM [154-157]. Las células Clone 9 y los H.P. cuando son expuestas al AO y a la
DTX-2 muestran una sensibilidad similar, y a su vez son mas sensibles que las
HepG2. Aunando algunos datos publicados anteriormente junto con los obtenidos en
ésta tesis, parece claro que las lineas celulares no son el mejor modelo para el estudio
de la toxicidad relativa entre estas toxinas debido a la variabilidad de los resultados

observados entre estas.

4.1.1-Estudio de la citotoxicidad del AO y la DTX-2 en células hepaticas

Cuando estudiamos el tipo de muerte celular inducida por el tratamiento de las células
hepaticas con AO y DTX-2 vimos que en las células Clone 9 la poblacion subdiploide
aumento respecto a las células no expuestas a las toxinas, y lo hizo en mayor grado
cuando se emplearon mayores concentraciones de ambas moléculas. Ademas, en el
estudio de p53, se observé como ésta proteina habia migrado al nucleo en las células
tratadas. Para entender mejor la implicacion de este hallazgo cabe citar algunos
aspectos funcionales de p53, también conocida como “proteina supresora tumoral’. Se
conoce el papel trascendental que p53 juega en la respuesta de las células ante
estimulos lesivos, ante los cuales, esta proteina se activa para impedir la progresion
de células mutadas o dafiadas. p53 es un factor de transcripcion cuya expresion se
induce ante multiples sefiales de dafio celular (la mas estudiada el dafio del ADN). La
activacion de p53 supone a su vez una regulacién positiva o negativa (segun los
casos) de distintos genes efectores involucrados en diversas funciones celulares, entre
las que cabe destacar la detenciobn del ciclo celular, la senescencia y la
apoptosis [158]. La proteina p53 es compleja en su estructura y también posee una
vasta complejidad funcional. Ademas, esta proteina sufre diversas transformaciones

post-transcripcionales como son la fosforilacion, la acetilacién y la ubiquitinizacion.
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Estas modificaciones acontecen previa migracion de p53 al nudcleo, y actian como
eficientes herramientas para regular la activacién-desactivacién de p53, asi como su
estabilidad y su vida media [159]. Ademas de las vias clasicas de actividad de p53
dependientes de la transcripciobn de diversos genes, estudios mas recientes han
demostrado las bases del mecanismo de accion de p53 cuando ejerce una actividad
proapoptética independiente de transcripcion [160, 161], que ademas tiene lugar en
cualquier tipo de célula que se vea sometida a alguno de los factores estresantes que
activan p53, como son por ejemplo el dafio del ADN y la hipoxia [160-162].
Posteriormente otros grupos corroboraron con sus estudios la existencia de una
muerte celular programada mitocondrial, mediada directamente por p53 [163-167].
Considerando las vias que p53 emplea para inducir la muerte programada de las
células, la presencia de p53 en el nucleo de las células Clone 9 tratadas indica que al
menos cierto grado de apoptosis esta involucrado en la citotoxicidad observada tras la
incubacion de esta linea celular con las ficotoxinas. Este hecho no ocurre en el caso
de la linea de hepatoma humano HepG2. Sin embargo, en los H.P., tanto la poblacion
sub-GO como la actividad de la caspasa-3 aumentaron significativamente, lo que
apunta a que también en este caso la apoptosis esta implicada, en la muerte de los
H.P. no obstante, no puede descartarse la posible presencia de necrosis celular, ya

que los hepatocitos tratados liberaron cierta cantidad de LDH al medio de cultivo.

4.1.2-El AOy la DTX-2 afectan de distinta manera el ciclo celular de distintos
tipos de células hepaticas

Las dos toxinas inhibieron el ciclo celular de las lineas celulares estudiadas y de los
H.P. de rata, pero lo hicieron en diferentes fases. Sobre las Clone 9, el AO y la DTX-2
tienen un efecto similar, inhibiendo el ciclo celular en G2/M e induciendo la aparicién
de células con mitosis aberrantes. Esto se deduce del hecho de que la poblacion de
células Clone 9 con multiples nucleos es producto de una segregacion aberrante de

los cromosomas, sin que exista variacion en la cantidad de ADN con respecto a
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células en G2. La segregacion aberrante de los cromosomas impide la progresion del
ciclo celular, posiblemente induciendo muerte celular. EI hecho de que se observen
mas células con mitosis aberrantes en células tratadas con AO 30 nM con respecto a
las tratadas con AO 60 nM, mientras que se observa una mayor poblacion apoptética
en las tratadas con AO 60 nM soporta esta hipétesis. En el caso de las HepG2 y los
H.P. proliferantes, el ciclo celular se detiene en GO/G1. En ambos tipos celulares, al
igual que ocurria al comparar la potencia de las toxinas entre si (donde la toxicidad de
la DTX-2 era 0,6 veces la del AO), el tratamiento con AO se asocia a mayor inhibicién

del ciclo celular que en el caso de las células tratadas con DTX-2.

Estudios previos a la realizacion de esta tesis, demostraron que tras estimulacién
mitogénica, la poblacién de células binucleadas en cultivos de H.P. aumenta [168-
170]. Estas células en presencia de mitdgenos, progresan a través del ciclo celular
generando dos células mononucleadas (4n)[171]. En este sentido, nosotros
observamos cémo las células que se preincubaron con factor de crecimiento
hepatico (HGF) y luego se expusieron a las toxinas, muestran mayores poblaciones de
células binucleadas. Esto deriva de la inhibicion del ciclo celular en G1 de células

binucleadas.

Por lo tanto, tanto el AO como la DTX-2 alteran el ciclo celular en cualquiera de los
modelos estudiados, si bien lo hacen en distintas fases en funcion de la célula que se

trate, (G2/M en Clone 9, GO/G1 en HepG2 y H.P. de rata).

Estos resultados en conjunto con los obtenidos en los experimentos de toxicidad,
refuerzan la idea de que probablemente los H.P. sean un mejor modelo que las lineas
transformadas para el estudio de estas toxinas, debido a la variabilidad de resultados

gue se observan en las lineas celulares.
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4.1.3-El AO y la DTX-2 alteran la expresion de ciclinas en las células estudiadas

Las ciclinas son proteinas reguladoras de la actividad enzimatica de las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs), y ambas son dos grupos de proteinas que regulan
positivamente la progresion del ciclo celular [172], ya que cuando las CDKs estan
activadas regulan la actividad de proteinas reguladoras especificas que median y
regulan la transicion desde G1 hasta M en células proliferantes. Las ciclinas son
sintetizadas durante las fases G1, S, y G2, y son degradadas tras cumplir su funcion, o
destruidas al final de la mitosis [173, 174]. Se han descrito diversos grupos de ciclinas,
y todas ellas cuentan con un dominio bastante conservado, responsable de su unién a
las CDKs [175]. Las ciclinas C, D, y E (CC, CD, y CE) son caracteristicas de la fase
G1. Cuando la célula recibe sefiales mitéticas, comienza la expresion de la CD y de la
CE, siendo el complejo CE-CDK2 el que determina la transicién de la fase G1 a S. En
este punto, al finalizar la fase G1, se encuentra el punto de restriccion (PR), a partir del
cual la mitosis progresa independientemente de las sefiales mit6ticas o antimitéticas
que la célula reciba. En el comienzo de la fase S las ciclinas D y E son degradas,
mediante ubiquitinizacién y posterior direccionamiento hacia el proteosoma, solo
entonces comienza la sintesis de la ciclina A (CA). Durante la fase G2 aumenta la
cantidad disponible de ciclinas A y B, y cuando la ciclina B (CB) entra en el nicleo
comienza la mitosis. La degradacién de la CB durante la fase M es imprescindible para
que se produzca la correcta segregacion de los cromosomas y que el ciclo
continlie [174]. Por tanto, las ciclinas A y B realizan su principal funciéon durante la
mitosis [173, 175] (Figurab). Otras ciclinas recientemente descritas son las ciclinas F y
G, pero de estas se tiene menor informacion. Se cree que la ciclina F controla el paso

de la fase G2 a M, y que la ciclina G actua frente al dafio en el ADN [176, 177].
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¢Estédn los cromosomas
unidos al huso mitotico?
Segregacion

¢ Esta todo el ADN replicado?
¢Hay dafio en el ADN?
¢ Esta el dafio del ADN reparado?

Entra en Mitosis

e

¢ Esta el ADN dafiada?
Prosiguelafase S

¢,Es el ambiente favorable?
¢ Esta el ADN dafiado?
EntraenfaseS

Figura 5: Implicacion de las ciclinas D, E, A, y B (CD, CE, CA, y CB) en la progresion y las distintas fases
del ciclo celular. Siendo Ubiquitina (UB), Punto de restriccion (PR), Puntos de control de G1, de G2 y de
M (PC G1, PC G2, PC M).

A lo largo del ciclo celular existen diversos puntos de control (PC) que verifican el
correcto desarrollo del proceso. Al comienzo de la fase M estd el PC de ADN no
replicado [178]. Al final de la mitosis el PC de la separacibn de cromosomas
comprueba el correcto alineamiento de los cromosomas en el huso mitético. Si esta
alineacion es incorrecta, la CB no se degrada y se impide por tanto la
citoquinesis [179]. Ademas, también existen PC de dafio de ADN, localizados en G1,
S, y G2 (Figura 5). Si se detecta alguna deficiencia se activa la proteina p53 que
detiene el ciclo celular e intenta reparar el dafio. En caso de no ser posible la

reparacion se induce apoptosis de la célula [180, 181].

Tras evaluar el perfil de expresion de las ciclinas en las células hepéticas tratadas con
AO y DTX-2 en comparacion con los controles, se vio que en el caso de las Clone 9 la
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expresion de las ciclinas A, B, y D estaba aumentada. Esto esta de acuerdo con los
resultados observados en la progresion del ciclo celular después de la exposicion a
AO y DTX-2. El incremento en la expresion de las ciclinas mencionadas permiten a las
células pasar de la fase G1 a la fase de sintesis de ADN (S), para finalmente una vez
alcanzada la fase G2 ser incapaces de segregar los cromosomas correctamente
durante la mitosis. Se ha demostrado que en células con fallos en los puntos de
control mitéticos (y consecuentemente células con una alineacion inadecuada de los
cromosomas) se induce apoptosis tras la segregacion incorrecta de los
cromosomas [182]. De igual manera, se ha demostrado que en el cortex cerebral de
ratas, el AO induce la expresion de la ciclina B; y mitosis catastréficas, resultado de
una combinacion de puntos de control del ciclo celular deficientes y dafio
celular [183] [184]. El incremento de las ciclinas A y B; inducido por AO y DTX-2 en
células Clone 9 apunta a la induccién de apoptosis como consecuencia de una
segregacion aberrante de los cromosomas. En el caso de las células HepG2 al igual
que en Clone 9, observamos una regulacién positiva de la ciclina D, sin embargo las
ciclinas A, y B; estaban sub-expresadas respecto a los controles. Esto es concordante
con los datos obtenidos por citometria de flujo, en los cuales se observé una inhibicion
del ciclo en GO/G1 sin apreciarse mitosis aberrantes. Como hemos mencionado, en el
comienzo de la fase S del ciclo celular la sintesis de ciclina A es imprescindible [185].
En los histogramas de citometria de las HepG2 tratadas con AO o DTX-2 se observé
un desplazamiento de la poblacién en G1 hacia la derecha, es decir, las células estan
entre G1y S, o se encuentran en la fase S pero incapaces de progresar, posiblemente
por la carencia de ciclina A. Esta acumulacion de células en la fase S también ha sido
observada con anterioridad por otros autores que trataron células Caco-2
(adenocarcinoma colorectal humano) con AO en concentraciones similares a las que
nosotros empleamos [186]. De cualquier modo son necesarios mas experimentos que

ayuden a esclarecer este proceso.
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4.1.4-Efecto del AO y la DTX-2 sobre la expresion de p53 en células hepaticas

En lo referente al efecto que el AO y la DTX-2 tienen sobre p53 y el ciclo celular, tanto
en Clone 9 como en HepG2, se observo la migracion de p53 al nucleo. Esto podria
tener relacion con la inhibicién del ciclo celular de HepG2 en GO/G1. Sin embargo, en
los H.P. proliferantes tratados con ambas toxinas la expresion y la presencia de la
proteina p53 disminuye significativamente. Esta regulacion negativa de p53 podria ser
responsable, al menos en parte de la detencién del ciclo celular, ya que, aunque
resulte confuso, otros investigadores han demostrado que en hepatocitos primarios de
rata, la presencia de p53 es fundamental para la sintesis de ADN. Al exponer el cultivo
de H.P. de rata a concentraciones crecientes de HGF vieron como se incrementaba la
expresion de p53 y posteriormente la cantidad de ADN, de forma dosis-dependiente.
Ademas comprobaron que al incorporar un oligonucleétido antisentido del ARNm
codificante para p53, o al afiadir al medio de cultivo pifithrin-a (inhibidor de p53), la
cantidad de ADN en las células se reducia [187]. Por otro lado, se ha demostrado que
la activacion de la ruta p53-p21°?* determina la entrada de los hepatocitos en la fase S
del ciclo celular [188]. p21 es el regulador de crecimiento, inducido por p53, mejor
caracterizado. p21 generalmente se describe como inhibidor del crecimiento, ya que
inhibe selectivamente alguna CDKs imprescindibles para la progresion del ciclo
celular. En este contexto, Wierod y colaboradores demostraron que en los H.P. de rata
en cultivo, el factor de crecimiento epitelial (EGF) estimula la expresion de p53 'y p21, y
gue esto es importante para la translocacion nuclear de CDK2 y CDK4, y por tanto es
clave para la progresion del ciclo celular de los hepatocitos hasta la fase S. Por lo
tanto, estos autores proponen que tanto p53 como p21 pueden jugar un doble papel
en la regulacion del crecimiento de los H.P. de rata, participando tanto en la inhibicién
como en la estimulaciéon de sintesis de ADN, en funcién de las sefiales recibidas por
las células [188]. Todo esto implica que el ciclo celular de los hepatocitos se detiene

en G1 cuando los niveles de p53 descienden, y eso es precisamente lo que vimos
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cuando se analiz6é p53 vy el ciclo celular de H.P. proliferantes tratados con AO y DTX-2.
Los niveles de p53 en H.P. proliferantes descienden y consecuentemente se observa
una inhibicion del efecto del agente mitogénico (HGF). En lo que respecta a la
localizacion sub-celular de p53 en los H.P., cuando fueron tratados conjuntamente con
HGF y toxinas, no se observé cambio alguno en la localizacién de p53, detectandose
tanto en el nucleo como en el citosol. Esto podria deberse al tipo de anticuerpo
empleado en las tinciones, ya que nosotros empleamos un anticuerpo policlonal
anti-p53 total. Como ya hemos mencionado anteriormente, esta proteina esta regulada
post-transduccionalmente por fosforilacion y acetilacion [159]. Por esto los resultados
obtenidos utilizando un anticuerpo para las formas fosforiladas o acetiladas de la
proteina podrian diferir de los obtenidos utilizando un anticuerpo capaz de reconocer la

forma sin modificaciones pos-transduccionales.

4.1.5-El AO y la DTX-2 tienen distintos efectos sobre el citoesqueleto de tubulina
de hepatocitos

En los tres tipos celulares estudiados el citoesqueleto de tubulina se vio alterado por
estas ficotoxinas, pero de diversa manera. En las células Clone 9 examinadas
mediante microscopia confocal, previa tincion de la B-tubulina y el ADN, tanto el AO
como la DTX-2, produjeron importantes defectos en la formacién de los husos
mitoticos, lo que tuvo como consecuencia una segregacion incorrecta de los
cromosomas que finalmente nos permitio observar las mitosis aberrantes que se
presentan en este trabajo. Por otra parte, en la linea HepG2 no se aprecian
alteraciones evidentes, en lo que respecta a los husos mitéticos. Sin embargo, en
ambos casos parece haber cierta despolimerizacion de la B-tubulina. Inesperadamente
en los H.P. observamos la presencia de tubulina polimerizada en el ntcleo. En 2009
se publicé un articulo en el cual se demostraba que en células expuestas a estrés
quimico la migracion de la tubulina al nucleo representa un mecanismo de defensa,

deteniéndose el ciclo celular, y previniendo la potencial transformacion celular hacia la
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malignidad [189]. Por esto, la presencia de tubulina en el nlcleo de H.P. expuestos a
AO y DTX-2 puede ser una consecuencia del estrés quimico producido por estas
moléculas. Sin embargo, otra posible causa que no debemos descartar es la presencia
de estas células en condiciones de cultivo, ya que periodos largos de incubacion
pueden producir cierto estrés en las células, estrés que sumado al generado por los

compuestos en estudio puede producir migracién de tubulina hacia el nucleo.

4.2-Estudio del efecto de CYN sobre hepatocitos primarios

En esta tesis doctoral también se plante6 como objetivo entender el mecanismo de
accion de la toxina de agua dulce CYN, a fin de aportar informacion que ayude, en la
medida de lo posible, a entender el efecto producido por la toxina durante los
episodios de intoxicacion de diversas poblaciones. En el trabajo publicado en la revista
“Chemichal Research in Toxicology”, denominado “Protein synthesis inhibition and
oxidative stress induced by cylindrospermopsin elicit apoptosis in primary rat
hepatocytes” evaluamos diversos aspectos implicados en la muerte de los H.P. de rata

a causa de la CYN.

4.2.1-La CYN, a concentraciones nanomolares, es toxica e induce apoptosis en
H.P.

A las concentraciones empleadas en nuestro trabajo la CYN demostrd ser citotoxica
para los H.P. con un patrén dependiente de la dosis y del tiempo, siendo la apoptosis
el principal tipo de muerte celular inducido como lo indican los diversos experimentos
que llevamos a cabo. En estos experimentos observamos que la actividad de
caspasa-3 estaba incrementada, de manera dosis dependiente, en las células tratadas
con CYN. A su vez, experimentos de citometria de flujo por imagen previa tincion de
yoduro de propidio (I.P.) mostraron un aumento de la poblacién sub-GO en las células
tratadas con CYN respecto a los controles. Durante la apoptosis se produce una

caracteristica fragmentacion internucleosomal del ADN por accidén de endonucleasas,
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estas enzimas generan fragmentos de tamafio variable y mdltiplos de
aproximadamente 200 pares de bases [190, 191], y parte de estos fragmentos son los
que se localizan en la poblacién sub-GO tras el analisis citométrico. Para confirmar la
existencia de apoptosis en H.P. tratados con CYN se llevaron a cabo experimentos de
tincibn con Anexina V conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) que se
analizaron por deteccién espectrofluorimétrica y por microscopia confocal. Estos
ensayos confirmaron la inducciébn de apoptosis por CYN, pues todas las
concentraciones probadas provocaron un incremento del nimero de células marcadas.
La Anexina V se une a la fosfatidilserina, que habitualmente se encuentra en la cara
citosdlica de la membrana celular, pero que tras una sefial apoptética, en los primeros
estadios del proceso, se transloca y se sitia en la cara externa de la membrana
celular [192]. Por tanto, como éste es un suceso temprano en la apoptosis, nosotros
optamos por tratar las células durante 6 h. En este caso se vio como aumentaba la
proporcion de células marcadas, lo que pone de manifiesto que la CYN desencadena
rapidamente apoptosis sobre los H.P. Ademas se emple6 microscopia confocal para
evaluar los resultados del marcaje conjunto con I.P. y Anexina V. En este experimento
vimos un ligero incremento de I.P. en las células que habian sido expuestas a la toxina

durante 48 h, lo que es indicativo de la pérdida de integridad de la membrana celular.

A fin de establecer si ademas de apoptosis, la CYN producia pérdida de integridad
celular propia de la necrosis, evaluamos la liberacion al medio de cultivo de lactato
deshidrogenasa, que se produce debido a la permeabilizacion celular que se observa
durante la muerte necrética. S6lo se observé un incremento significativo de esta
enzima tras 72 h de tratamiento. Tanto la tinciébn nuclear con I.P. que se menciona
mas arriba como la aparicién de la LDH en el medio de cultivo, después de largos
tiempos de incubacion, nos indican que es posible la presencia de cierto grado de
necrosis, sin embargo, es mas probable una necrosis secundaria a consecuencia de la

apoptosis, cuya presencia se ha observado en células en cultivo [29]. Majno et al
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detallaron ya en 1995 las fases y caracteristicas de las células apoptética. Ellos
describieron una fase tardia de la apoptosis en la que se observan imagenes tipicas
de células necréticas, afirmando que esta segunda fase de apoptosis debia ser
llamada “necrosis apoptética” [190]. Un ejemplo de necrosis apoptética es el de los
cuerpos hialinos de Councilman, asociados a ciertas enfermedades hepéticas [193].
Otros grupos de investigacion han empleado la liberacién de LDH como método para
establecer la viabilidad celular de H.P. tratados con la CYN [145, 147]. Estos autores
emplearon concentraciones de toxina muy superiores a las nuestras, lo que indica que
la CYN induce apoptosis o necrosis en funcién de las concentraciones empleadas. La
presencia de apoptosis a estas concentraciones no se puede descartar debido a que

los autores mencionados no realizaron experimentos que permitiesen hacerlo.

4.2.2-La CYN inhibe la sintesis de proteina a concentraciones nanomolares en
H.P.

Se sabe que la CYN en concentraciones micromolares inhibe la sintesis de proteinas
de H.P. de rata y ratén [61, 147]. Para determinar si esto también se observaba a
concentraciones nanomolares (inductoras de apoptosis), realizamos experimentos
para determinar la sintesis proteica a través de incorporacion le leucina tritiada
([*H-Leucina]). De forma paralela realizamos experimentos de viabilidad celular con
alamar blue a fin de establecer si existia alguna relacion entre el efecto de la CYN
sobre la sintesis proteica y la citotoxicidad observada para esta molécula. La CYN
360 nM al cabo de 24 h ejercid una total inhibicibn de la sintesis proteica que se
mantuvo hasta las 48 h. A ésta inhibicion le acompafio una disminucién en la viabilidad
celular del 50% y 75% tras 24 y 48 h respectivamente. Sin embargo, cuando la sintesis
proteica de los H.P. fue inhibida en el mismo grado empleando cicloheximida, la
toxicidad observada después de 24 y 48 h de tratamiento fue mucho menor,
comparable a la ejercida por la concentracion de CYN de 180 nM, que no produjo una

total inhibicién de la sintesis de proteinas, como si hizo la cicloheximida. Esto nos
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indico que la inhibicidn de la sintesis proteica no es el Gnico mecanismo implicado en
la muerte celular causada por esta cianotoxina. Sustentando esta hipétesis se
encuentran los datos obtenidos de los experimentos en los que se expuso a los H.P. a
CYN durante 6 h para luego seguir incubando las células sin toxina hasta cumplirse las
24 o las 48 h. Estos demostraron que ante una inhibicién de sintesis proteica nula o
muy inferior a la observada en los experimentos en los que la toxina se mantuvo en el
medio hasta las 24 y 48 h, se observé una reduccion importante de la viabilidad
celular. Con estos experimentos en los que se renovd el medio de cultivo, retirando la
toxina después de 6 h de exposicion, comprobamos que la inhibicion es irreversible ya
que la tasa de inhibicion se mantuvo constante (0 incluso disminuyé un poco mas)
desde las 6 h hasta que se cumplieron las 24 y 48 h. Esto concuerda con lo publicado
por otros investigadores [147]. Si se comparan los resultados obtenidos de los dos
grupos de experimentos, se puede ver que la CYN necesita cierto tiempo para ejercer
totalmente su poder inhibitorio sobre la sintesis de proteinas, una vez que se
encuentra en contacto con las células. En este sentido, ya se ha demostrado que la
activacion metabdlica estd implicada en la toxicidad de la CYN [145, 194], y ésta
podria ser la razén por la cual las células tratadas con toxina durante 6 h y luego
incubadas con medio fresco hasta las 24 o 48 h se asocian con menores tasas de
viabilidad que las células que simplemente permanecieron 6 h en presencia de CYN.
También esta relacionado con este hecho, que siendo la inhibicion de la sintesis
proteica producida por CYN irreversible, y aunque CYN 360 nM inhibi6 totalmente la
sintesis proteica después de 24 h, no se observo lo mismo en las células que fueron
tratadas con CYN 360 nM durante 6 h y que luego fueron incubadas en medio fresco
hasta las 24 y 48 h. En este Ultimo caso, ante una inhibiciébn de sintesis proteica
irreversible, se esperaria que la sintesis proteica a las 24 y 48 h se mantuviese nula,
sin embargo como muestran los experimentos realizados, la sintesis a estos tiempos

fue similar (o ligeramente menor) a la observada en los cultivos control. Esto indica
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gue la activacibn metabdlica producida por CYN puede ser necesaria para posibilitar la

inhibicién irreversible de sintesis proteica.

4.2.3-El estrés oxidativo esta involucrado en la citotoxicidad de CYN en H.P.

Son varios los trabajos publicados que afirman que tras exponer diversos tipos
celulares y modelos animales a CYN se reducen los niveles y la sintesis de
glutation [146, 148, 195], segun Norris et al., in vivo esta disminucién no contribuye
significativamente a la toxicidad aguda de CYN [148]. Otros autores (que también
observaron mermas de al menos un 50% en los niveles de glutation en todas las
condiciones estudiadas) para evaluar el probable incremento de estrés oxidativo en la
célula emplearon malondialdehido como indicador del mismo, y no observaron cambio
significativo en los niveles de estrés oxidativo en H.P. de raton tratados con CYN. Por
esto consideran improbable que la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)
medie en la citotoxicidad asociada a CYN. Sin embargo, ellos emplearon dosis muy
superiores (CYN 5 uM) a las empleadas en nuestro trabajo, utilizando incubaciones de
12 h, y en estas condiciones, las células sufrieron muerte por necrosis. [145]. En
nuestros experimentos, cuando determinamos la presencia ROS en las células
tratadas con CYN se observo un incremento de este indicador de estrés oxidativo. Las
ROS aumentaron de un modo dependiente de la concentracién de la toxina y del
tiempo de exposicion a la misma. De igual modo, se observa la activacion de la
respuesta antioxidante celular, tendente a contrarrestar esta situacion de estrés
oxidativo a través de la induccién del factor de transcripcién NrF2, y la represion de la
transcripcion de Keapl (inhibidor de NrF2). Como consecuencia, se observa un
aumento en la concentracion intracelular de NrF2. Para determinar si el estrés
oxidativo observado estaba involucrado en la muerte de los H.P. se utilizé resveratrol,
una molécula conocida por sus propiedades citoprotectoras frente al estrés oxidativo

en diversos cultivos celulares incluyendo los H.P. [196, 197]. Este compuesto protegio
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parcialmente a las células tratadas con CYN. La citoproteccion observada fue dosis
dependiente, al menos durante las primeras 24 h. Sin embargo a las 48 h la actividad
citoprotectora fue menor. Nuestro trabajo indica que el estrés oxidativo esti
involucrado en la citotoxicidad inducida por la CYN sobre H.P. de rata. Esta diferencia
con los trabajos realizados por otros autores que se mencionan mas arriba podria ser
debida a las diferentes concentraciones de toxina empleadas. Menores
concentraciones de CYN durante periodos de incubaciéon més largos inducen
apoptosis, mientras que mayores concentraciones parecen producir necrosis, en cuyo
caso el dafio a la célula podria ser de tal magnitud que la muerte se produce en un
corto periodo de tiempo sin dar opcién a que se observe estrés oxidativo, o que este

estrés oxidativo sea irrelevante con respecto a otros procesos lesivos.
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5-CONCLUSIONES

5.1-Conclusiones del estudio del AO y la DTX-2 en células hepéticas:

A. El acido okadaico y la dinofisistoxina-2 son equipotentes en cultivos de
hepatocitos transformados de rata (células Clone 9), pero el &cido okadaico es
mas toxico que la dinofisistoxina-2 en células de hepatoma humano (células
HepG2) y en H.P. de rata.

B. Los resultados de viabilidad obtenidos en lineas celulares indican que estas no
son el mejor modelo predictivo de toxicidad relativa, al menos para las
moléculas evaluadas.

C. Los cultivos de hepatocitos primarios mostraron una sensibilidad frente el acido
okadaico y la dinofisistoxina-2 similar a la observada in vivo después de
administracién intraperitoneal.

D. En células Clone 9 el éacido okadaico y la dinofisistoxina-2 indujeron
alteraciones en la segregacion de los cromosomas, generando husos mitéticos
aberrantes y consecuentemente mitosis aberrantes.

E. En células HepG2 y H.P. proliferantes no se observaron fallos en la mitosis
pero las toxinas inhibieron el ciclo celular en fase GO/G1.

F. Las dos toxinas estudiadas indujeron la sobre expresion de las ciclinas A, B, y
D en células Clone 9, mientras que en las células HepG2 regularon
positivamente la ciclina D y negativamente las ciclinas A2 y B1l. Estas
alteraciones se vieron reflejadas en la inhibicion del ciclo celular de las células
Clone 9 en fase G2y de las células HepG2 en la fase GO/G1.

G. En H.P. proliferantes, ambas toxinas inhibieron el ciclo celular en GO0/G1
previniendo el incremento en la expresion de p53 inducida por los mitdgenos, y

siendo el efecto del acido okadaico mayor que el de la Dinofisistoxina-2.

e



Conclusiones

H. En las células Clone 9 tratadas se observa como p53 migra al nucleo, sin
embargo en HepG2 no se observa diferencia en la sub localizacion celular de

p53 al comparar las células tratadas respecto a los cultivos control.

5.2-Conclusiones del estudio CYN sobre H.P. de rata.
I. A concentraciones nanomolares, la CYN es téxica para H.P. de rata
induciendo:
i. Inhibicién de la sintesis de proteinas
ii. Inhibicion del ciclo celular
ii. Aumento en las especies reactivas del oxigeno
iv. Activacion de la respuesta antioxidante celular
v. Apoptosis
J. El estrés oxidativo esta involucrado en la muerte celular inducida por
cilindrospermopsina.
K. La inhibicibn de la sintesis de proteinas en H.P. tratados con CYN a
concentraciones nanomolares es total e irreversible
L. La activacién metabdlica de CYN puede ser necesaria para la inhibicién de la
sintesis proteica y la consecuente citotoxicidad, aunque esta hipétesis requiere

confirmacion experimental.
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