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RIASSUNTO



Gli azaspiracidi (AZAs) sono delle tossine marimpofile, comprendenti piu di 30 analoghi
prodotti dal dinoflagellatdAzadinium spinosuro derivanti dal metabolismo di alcuni AZAs nei
molluschi. Essi possono contaminare i molluschiliedyrovocare un’intossicazione alimentare
(Azaspiracid Shellfish PoisoningyZP), caratterizzata da nausea, vomito, diarreaaenpi allo
stomaco. Attualmente, solo tre AZAs (AZA1, 2 e 8ha regolamentati nell’'lUnione Europea ed |l
massimo livello ammissibile nei molluschi e pafiGD g di equivalenti di AZA1/kg di parti edibili.
La concentrazione totale degli AZAs e calcolata rédativi fattori di equivalenza tossicadxic
Equivalency FactorsTEFS), pari a 1.0, 1.8 e 1.4 per AZA1l, 2 e 3jwdrin base alla letalita per
via intraperitoneale nel topo. Tuttavia, poichésfiesizione alle tossine avviene per ingestione, i
TEFs dovrebbero derivare da studi comparativi shitita per via orale, tuttora mancanti.

Pertanto, e stato condotto uno studio di tosségtéa per via orale di AZA1-3 nel topo. Entro
24 h dalla somministrazione, la relativa Jgidose letale nel 50% dei topi trattati) € risatpari a
443, 626 e 875 pg/kg per AZA1L, 2 e 3, da cui sosterivati i valori di TEFs, pari a 1.0 (AZAl),
0.7 (AZA2) e 0.5 (AZA3), diversi da quelli derivadbpo inoculazione intraperitoneale. Lo studio
ha inoltre evidenziato alterazioni macroscopich&oe@4 h dalla somministrazione a carico del
fegato (dosi pari o superiori a 175 pg AZAl/kg, 309 AZA2/kg, 600 pg AZA3/kg) e, alle dosi
letali, anche del tratto gastrointestinale. Ingltiee analisi ematochimiche hanno rilevato che le
tossine, a tutte le dosi, determinavano un siguifto aumento delle transaminasi e della
glutammato deidrogenasi, indici di danno epaticentre aumentati livelli dello ione potassio sono
stati rilevati a dosi a partire da 500 pg/kg. Lodsb in vivo ha quindi evidenziato il fegato come
uno dei bersagli delle tossine.

Sono stati quindi studiati gli effettn vitro di queste tossine nei confronti degli epatociti
umani (cellule non tumorali IHH e tumorali HepG2jalutando I'attivita mitocondriale (test
del’MTT) e la proliferazione delle cellule (testlth sulforodamina B) esposte agli AZAs (1.0 x 10
".5.08 x 10°M) per 24, 48 e 72 h, & emerso che le tossine Eimno Iattivitd mitocondriale a
24 h senza influenzare la proliferazione, che iaveca ridotta a 72 h. Ulteriori studi hanno
evidenziato che l'effetto degli AZAs sui mitocondembra coinvolgere i complessi | e Il della
catena di trasporto degli elettroni e sembra esstmtamente correlato a squilibri ionici, in
particolare a carico del 'K con coinvolgimento di alcuni canali e pompe iorfi€atp, hERG e
Na'/K*-ATPasi). Tuttavia, resta da definire se questetéffpossano riguardare un meccanismo

d’azione generale di queste tossine oppure un metoa limitato a livello delle cellule epatiche.



1. INTRODUZIONE



1.1. ORIGINI DEGLI AZASPIRACIDI ED ORGANISMI PRODUT TORI

Gli azaspiracicidi (AZAs) sono un gruppo di tossipelieteree marine, che possono
contaminare i molluschi bivalvi eduli. Furono idécati per la prima volta in seguito ad
un’intossicazione umana, avvenuta in Olanda neleNdwe del 1995, legata all'ingestione di
molluschi contaminati provenienti da Killary Harlspurlanda. Sebbene le 8 persone intossicate
mostrassero sintomi gastrointestinali, quali nausesmito, tipici delle intossicazioni da acido
okadaico (OA) e dinophysitossina (DTX), note coiarrhetic Shellfish PoisonindDSP), le
analisi condotte sui mitili non rilevarono quartiitadi OA o DTX superiori ai limiti regolatori, ta
da generare i sintomi d’intossicazione. Inoltrelleneacque di origine non si trovarono i
microrganismi produttori delle tossine DSP e ilt te®logico effettuato per via intraperitoneale
(i.p.) nel topo fhouse bioassaytondotto con gli estratti acetonici di epatopaasrdei molluschi
contaminati, mostro nei topi sintomi di neurotogaion tipici della sintomatologia da DSP
(McMahon and Silke, 1996; Ito et al. 2000). Nei cari successivi, si stabili che questi mitili
erano contaminati da una tossina del tutto nudwajmzialmente fu chiamatallary toxin 3 o KT-

3 (Satake et al., 1998a). Ulteriori studi portaropoco dopo, all'identificazione e all'isolamento

dell’'agente responsabile, rinominato azaspirachloA(, a riflettere la sua peculiare struttura: un

gruppo amminico ciclico (aza), un gruppo spiraractre anelli (spiro) ed un gruppo carbossilico
terminale (acido) (Satake et al.,, 1998b). La nuswalrome, caratterizzata da nausea, vomito,
diarrea severa e crampi allo stomaco, prese il rdimeapiracid Shellfish PoisoningAZP) (Ofuiji

et al., 1999a).

Poco dopo la delucidazione della struttura del pramaspiracido (AZA1), durante il secondo
episodio di AZP, avvenuto nell'isola Arranmore glitla) nel 1997, furono isolati in minori quantita
altri due analoghi: 'azaspiracido-2 (AZA2), un &tilazaspiracido, e I'azaspiracido-3 (AZA3), un
22-demetilazaspiracido (Ofuji et al., 1999a). Sssoamente, dai mitili contaminati furono isolati
anche altri due analoghi idrossilati di AZA3: I'spiracido-4 (AZA4), con un ossidrile in piu sul
C3, e l'azaspiracido-5 (AZA5), con un ossidrilepiu sul C23 (Ofuji et al., 2001). Finora solo le
strutture di questi composti sono state isolat@mfermate con tecniche di risonanza magnetica
nucleare (NMR). James e collaboratori (2003a) hgmwioscoperto altri 5 analoghi degli AZAs
(AZA6-11) usando la cromatografia liquida abbinatia spettrometria di massa in tandem (LC-
MS/MS), ma le loro strutture devono ancora essehecdtlate. Ad oggi si contano ben 38 analoghi,
numerati secondo I'ordine cronologico di scopettiaquesti, alcuni sono prodotti da dinoflagellati,
altri sono invece metaboliti ottenuti da processibtbconversione che avvengono nel tratto

digestivo dei molluschi, altri ancora sono risuléatefatti di conservazione (Hess et al., 2014).



Basandosi sulla stagionalita dell’accumulo degliA&Znei molluschi, fatto comune ad altre
tossine algali, e considerado la caratteristicattsita polieterea di questi composti, propria
generalmente di metaboliti prodotti da dinoflagglli&Prof. T. Yasumoto per primo ipotizzo che la
fonte primaria degli AZAs potesse essere un digeflato del generrotoperidinum(Yasumoto,
2001). Nel 2003, James et al. descrisggaioperidinumcrassipesome microrganismo produttore
di AZAs (James et al., 2003a). Tuttavia, gli AZAsnwmero rilevati anche in periodi stagionali in cui
P. crassipesera assente nelle acque, pertanto gli studi agamtoimo ipotizzando che un altro
dinoflagellato potesse esserne I'agente produttdet.2007 venne scoperto nel mare del Nord,
Azadinium spinosuifiig. 1) un dinoflagellato preda d. crassipehe, oltre a contenere AZAl e
AZA2 (Tillmann et al., 2009), produceva costitutivente le tossine anche quando coltivato (Krock
et al., 2009).

Figura 1. Microscopia ottica (a destra) ed a scansione efetta (a sinistra) dhzadinium

spinosun{tratto da Tillmann et al., 2009)

A. spinosune un dinoflagellato piu piccolo degli altri prothri di tossine, lungo 12-16 pm e
largo 7-11 um, dotato di una sottile teca. In tldtespecie diAzadinium,’episoma e piu largo
dell'iposoma, con lati convessi che terminano inpono apicale e possiedono un nucleo centrale o
dislocato posteriormente, di forma da rotonda &tieh. Come tutte le specie Azadinium anche
A. spinosune un dinoflagellato fotosintetico, che possiedeunito cloroplasto parietale, che si
estende sia nell'iposoma che nell’episoma. Tuttepkecie sono composte da delicati piatti tecali,
difficili da identificare al microscopio ottico, nosuperficie liscia ma ricoperta in modo irregolare
da piccoli pori. L'epiteca delle specie Alzadiniumé costituita da quattro piatti apicali e una €éla
sei piatti precingolari. L'ipoteca & formata da ufila di sei piatti postcingolari e due piatti

antapicali di misura diversa. Il cingolo, cheAnspinosunpercorre circa meta della sua larghezza,



e formato da 6 piatti di dimensioni simili. Tutte bpecie hanno un poro nell’area ventrale,
denominato appunto poro ventrale (Tillman et &14).

Oggigiorno sono state identificate ben 6 diversecepdel generdzadinium alcune delle
quali a loro volta si suddividono in diversi ceppi: spinosumA. obesumA. poporum A.
polongum A. caudatunm(2 varianti: varmargalefiie var.caudatun), e A. dexteroporuminoltre, il
genereAmphidoma languida ritenuto strettamente correlato al precedentguBsti dinoflagellati,
alcuni sono produttori certi di AZAs, alcuni si gonvelati non tossici e altri hanno tuttora una
tossicita da definirsi. Nello specificd, spinosung una specie tossica, isolata per la prima volta ne
Mar del Nord della Scozia, in grado di produrre AZAZA2 e AZA33. A. obesumyilevato
anch’esso nel Mar del Nord scozzese, € risultaeresuna specie non tossiéapoporum rilevato
lungo le coste danesi del Mar del Nord, producegraa varieta di AZAs (AZA2, AZAl1l, AZA36
e AZA37) ed é pertanto una specie tossica. Inve@e polongurmon € stata rilevata presenza di
AZAs, pertanto e considerata una specie non taskitest suA. caudatumnon sono del tutto
completi, per cui la sua tossicita & ancora dandsfi(Tillman et al., 2014)A. dexteroporung stato
recentemente isolato nel Mar Mediterraneo, piuipaeaente nel Golfo di Napoli, ed é in grado di
produrre AZA3 e AZAT (Tillman et al., 2014; Percopbal., 2012)Amphidoma languid& stata
rilevata in concomitanza coA. spinosummella baia di Bantry in Irlanda, dapprima credute u
nuova potenziale specie del geneheadinium grazie ad accurate analisi morfologiche e
filogenetiche e poi stata classificata come unavawgpecie del geneemphidomadiverso se pur
strettamente correlato al precedente, tant'eAcHanguidae in grado di produrre anch’essa AZAs,
in particolare due analoghi: AZA34 e AZA38. Va camue precisato che non si puo escludere del
tutto la tossicita delle specie in cui finora nama stati rilevati AZAs, perché potrebbero contener
AZAs non ancora noti o composti correlati agli AZAsn ancora rilevabili (Tillman et al., 2012 e
2014).

Gli AZAs possono contaminare vari organismi tra: conitili (Mytilus edulis, Mytilus
galloprovincialig, ostriche Crassostrea gigasOstrea eduliy capesante Pecten maximys
vongole Tapes philipinarium Ensis siliqua Donax spp.), cardi Cerastoderma edule, Cardium
edulg (Furey et al., 2003; Twiner et al., 2008a), spudbchinoclathrig Ueoka et al., 2009) e
granchi Cancer pagurusTorgersen et al., 2008). Attraverso questi orgraniettori, entrano nella
catena alimentare umana, rappresentando quindiotenziale rischio per la salute pubblica.
Comunque le ostriche sono attualmente le unicheggrado di accumulare tossina a livelli
comparabili con i mitili, la specie che ne accumdiapiu e l'unica che ha generato finora
intossicazioni (Furey et al., 2003). Grazie allabilita, relativamente recente, di ottenere eeltu

di A. spinosume stato possibile studiare e dimostrare comdiii i nutrano del dinoflagellato ed



accumulino e processino le tossine da esso genéZi®l e AZA2 ed alcuni loro metaboliti
(AZA3, AZA17 e AZA19) sono stai rilevati 24 ore dmpesposizione dei mitili alla microalga.
AZAL17 e stato rilevato come il metabolita maggionteeprodotto (rapporto AZA17:AZAl, 5:1) ed

e stato rilevato in altri tessuti del mollusco, mmenAZAl e AZA2 si sono accumulati
nell'epatopancreas. Ulteriori studi hanno decret®dA17 e AZA19 come i metaboliti
maggiormente prodotti a partire da AZA1 e AZA2paivamente. Le tossine possono rimanere
nei molluschi per piu di otto mesi in quanto, pssendo I'epatopancreas il primo sito in cui si
accumulano, poi migrano negli altri tessuti detfanismo dove la disintossicazione avviene piu
lentamente (Jauffrais et al., 2012a e 2012b). Quaeste un doppio problema nella quantificazione
degli AZAs: innanzitutto solo AZAl, AZA2 ed AZA3 so attualmente regolamentati, mentre i
loro metaboliti no, in aggiunta, i test analititidra a disposizione si concentrano sugli estdatte
ghiandole digestive, probabilmente sottostimandgeinerale il contenuto totale di tossine, ponendo
un ulteriore problema per la salute del consumdinage. Cio rappresenta un ostacolo anche per la
guantificazione della tossina, che non si trovacamiente nelle ghiandole digestive dei molluschi,
parte in genere utilizzata nelle analisi (Furewlet 2010). Inoltre, la lunga permanenza di queste
tossine e dei loro metaboliti nei mitili pud podaa casi di tossicita in inverno, quando invece nei
molluschi non sono presenti OA e DTX e la popolagiali dinoflagellati nelle acque € minore
(Ofuji et al., 1999b).

Mentre all'inizio il problema degli AZAs sembraveguardare la loro presenza solo nelle
acque irlandesi e in molluschi in esse coltivatecsessivamente gli AZAs sono stati rilevati anche
in acque e in organismi vettori di altri paesi.préme rilevazioni al di fuori dell’lrlanda, furonio
mitili coltivati in Norvegia e Gran Bretagna (Jametsal., 2002). Successivamente queste tossine
furono identificate anche in mitili coltivati in &ncia e Spagna (Brana Magdalena et al., 2003) e in
Danimarca (De Schrijver et al., 2002). Attualmesb@o state rilevate anche in spugne marine in
Asia (Ueoka et al., 2009), in mitili coltivati nelStato di Washington (USA) (Trainer et al., 2013),
in capesante e mitili coltivati in Cile (Lopez-Rmeeet al., 2010), in mitili coltivati in Marocco
(Taleb et al., 2006) e in spugne marine in Giappfueoka et al., 2009). Ad oggi, quindi,

rappresentando un problema diffuso a livello mdedia

1.2. STRUTTURA E PROPRIETA’ CHIMICO-FISICHE

La struttura di AZA1l fu delucidata per la prima teolnel 1998 dal gruppo di Satake e
collaboratori, in seguito al suo isolamento da Imitlandesi Mytilus eduli. La struttura

comprendeva: un gruppo amminico ciclico (aza), wmppgo spiranico a tre anelli (spiro) e un
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residuo carbossilico terminale (acido), da cuiahme “azaspiracido” (Satake et al. 1998a e 1998b)
(Fig. 2). La sintesi chimica di AZAl fu completatal 2004 ad opera del gruppo di Nicolau e
collaboratori. Tuttavia, la struttura del compodisintesi presentava delle discrepanze neglirspett
NMR e nel comportamento cromatografico rispettocamposto isolato dai mitili. Successive

analisi ed attenti approfondimenti permisero diiaghe vi erano degli errori nella struttura

originariamente proposta nel 1998, quindi nel 2@@4ne rivista e definitivamente delucidata

(Nicolau et al. 2004a, 2004b e 2004c).

AZAl

Bl GRUPPO AZA
[0 GRUPPO SPIRANICO A 3 ANELLI
O GRUPPO CARBOSSILICO

Figura 2. Struttura chimica di AZA1

In seguito, due altri analoghi furono isolati daitilm AZA2, un 8-metilazaspiracido, ed
AZA3, un 22-demetilazaspiracido (Ofuji et al., 1899Mentre per AZA1l si erano ricavati una
formula bruta G;H7;1NO12e un peso molecolare (PM) di 841.5 g/mol, AZA2 preava formula
bruta GgH73sNOi,e PM 856.1 g/mol ed AZA3 formula brutadesgNO.€ PM 827.5 g/mol (James
et al., 2002a). Nel 2006 anch’essi vennero sirgatizad opera dello stesso gruppo di ricerca che
aveva portato a termine la sintesi di AZAl (Nicalaet al., 2006). Questi analoghi sono
generalmente presenti in quantitativi minori, séh plancton che nei mitili: AZA1l resta la tossina
predominante (50%-80%), AZA2 € presente al 10-36%2A3 al 5-20% (James et al., 2003b).

Successivamente, altri due analoghi idrossilalAdA3 furono isolati: AZA4, un 3-idrossi-
22-demetilazaspiracido, e AZA5, un 23-idrossi-28adglazaspiracido (Ofuji et al., 2001).

Ad oggi solo le strutture di questi 5 composti sostate delucidate con tecniche di
spettroscopia di massa e NMR (Fig. 3).

10



R1 R, R3 R4
azaspiracido-1 (AZA1) H H CHl H
azaspiracido-2 (AZA2) H CH| CH; | H
azaspiracido-3 (AZA3) H H H H
azaspiracido-4 (AZA4) OH H H H
azaspiracido-5 (AZA5) H H H OH

Figura 3. Strutture chimiche di AZA1-5 (modificato da EFSA03a).

Ulteriori studi hanno permesso di identificare gitB0 analoghi, ma la loro struttura e stata
ipotizzata solo in base all'analisi della loro fraentazione presente negli spettri MS/MS
(Rehmann et al., 2008).

Molti degli analoghi risultano essere prodotti dotkasformazione (derivati ossidrilati,
metilati o demetilati di AZA1, AZA2 ed AZA3) o affati di conservazione (Tab. 1) (Rehmann et
al., 2008).

Mentre alcuni AZAs sono prodotti da dinoflagellgdizAl, 2, 33 e 34 d@&. SpinoSUMAZAZ2,

11, 36 e 37 d&. poporum AZA3 e 7 daA. dexteroporuned AZA34 e 38 da. languidg, altri
(AZA4-26) non sono mai stati rilevati nel planctana solo nei mitili come metaboliti (con la
possibile eccezione di AZA11l, che sembra poterregg®dotto in entrambi). | mitili sono in grado
di trasformare gli AZAs attraverso due principaie \di bioconversionei) idrossilazione al C3
(AZA7, AZA11) o al C23 (AZA8, AZA12) oppuré) il gruppo metilico sul C22 puo venir ossidato
a dare 22-carbossi-AZAs (AZA17, AZA19), che sonocassivamente decarbossilati a formare 22-
demetil-AZAs (AZA3, AZAB) (Hess et al., 2014). Retestudi hanno identificato AZA17 e

11



AZA19 come i metaboliti maggiormente prodotti atparda AZAl e AZA2, rispettivamente;
suggerendo che la carbossilazione al C22 sia lmeiabolica preferenziale. Questi due metaboliti
possono poi essere decarbossilati, piu lentametéenperatura ambiente o piu velocemente se i
mitili vengono cotti, a formare due 22-demetil-AZAsZA3 e AZAG rispettivamente, analoghi noti
per la loro tossicita (McCarron et al., 2009). Cogi@ accennato, questo rappresenta un grave
rischio per la salute umana, perché purtroppolgerancanza di materiale di riferimento che possa
fungere dastandard per le analisi, AZA17, AZA19 e AZA6 non sono argeoregolamentati
dall’'Unione Europea. La combinazione dei vari pesteénetabolici produce ancora altri analoghi di
biotrasformazione (AZA4, AZA5, AZA9, AZA10, AZA13AZA14, AZA15, AZAl16, AZA21 e
AZA23) (Hess et al., 2014).

Altri AZAs sono, invece, artefatti di estrazione del processo di conservazione. Le
modificazioni che gli AZAs possono subire in que$ési sono: a) epimetizzazione, b) 22-
decarbossilazione e c) metilazione. Si € registtatgpresenza di isomeri, come prodotti di
degradazione dei principali analoghi in ambientel@ccome il37-eptAZA1l (Rehmann et al.,
2008). In seguito a cottura, come abbiamo vistmgeao prodotti 22-demetil-derivati (AZA3,
AZA4, AZA6 e AZA9) (McCarron et al., 2009). L'usa dhetanolo nelle procedure estrattive o
come solvente di conservazione da luogo a metit@zaon produzione di esteri metilici, processo
lento a basse temperature ma promosso dal caldaecondizioni acide od alcaline; pertanto I'uso
di metanolo é sconsigliato in tecniche estrattivk @onservazione a favore dell'impiego di acetone
0 acetonitrile acquoso, se i test lo consentonafftdés et al., 2012c).

Inizialmente, AZA1 venne riportato come solido ilwre, inodore e amorfo (Satake et al.,
1998b). Studi seguenti descrissero la tossina aomaio incolore (Nicolau et al., 2004a, 2004c).
AZA1l non da picchi di assorbimento UV sopra i 21 ed € caratterizzato da un indice di
rifrazione di p]»-21 (€ 0.10, MeOH) (Twiner et al.,, 2008). Il pKa di AZAl ®8, il gruppo
carbossilico puo essere deprotonato a pH 7-8 anaidne ammina ciclica puo venir protonata a
valori di pH inferiori a 5. Quindi, grazie a quedtie gruppi funzionali polari (acido carbossilico
terminale ed ammina ciclica), la molecola pud essemizzata su tutto il campo di pH, fatto che
contribuisce alla sua notevole solubilita in acddass et al., 2014). A pH fisiologico AZA1 si
trova in forma zwitterionica, e dotato di propri€igtergenti (James et al., 2004).

AZA1l e molto solubile in metanolo acquoso ed acetora scarsamente solubile in esano. E’
stato dimostrato anche che gli AZAs tendono a tiggarin diclorometano od acetato di etile
piuttosto che in acqua od in soluzione salina tamp®iversi studi hanno dimostrato la solubilita
degli AZAs in mezzi puramente acquosi, come I'acoaina o i mezzi di cultura delle microalghe
(Hess et al., 2014).
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Gli AZAs non si decompongono nei molluschi alle mali temperature di cottura (fatta
eccezione per quelli con un gruppo carbossilicoizaoiohle sul C22) ed, anzi, possono andare
incontro ad aumento di concentrazione in segultb@édrdita d’acqua e di altri soluti (Hess et al.,
2005). La stabilita di diversi AZAs all’interno dwiitili a temperature fino a 40° C suggerisce come
guesti composti siano in grado di subire solo geckegradazioni durante la digestione dei mitili
nel tratto digestivo umano alla temperatura corpofato che incrementa la loro tossicita (Hess et
al., 2014).

Tabella 1Lista degli AZAs con relativi analoghi di derivami® sostituenti, peso molecolare (PM),
nomenclatura, fonte e stato (ficotossina, metadbolit artefatto), ove noto (modificato da Rehmann
et al., 2008, EFSA 2008a, Hess et al., 2014).

Sigla Ar;?ilgﬁ](;d' Sostituente PM Nome Fonte Stato
AZAl 842.5 azaspiracido A.spinosum F
AZA2 856.5 8-metil-azaspiracido A.spinosum e poporum F
AZA3 828.5 22-demetil-azaspiracido A. dexteroporum F
AZA4 AZA3 OH 844.5 22-demetil-3-idrossiazaspiracido mitili M
AZA5 AZA3 OH 844.5 22-demetil-23-idrossiazaspiraxid mitili M
AZA6 8425 22-demetil-8-metilazaspiracido mitili M
AZAT AZA1 OH 858.5 3-idrossiazaspiracido A. dexteroporum F
AZA8 AZAl OH 858.5 23-idrossiazaspiracido mitili M
AZA9 AZA6 OH 858.5 22-demetil-3-idrossi-8-metilapscido mitili M
AZA10 AZA6 OH 858.5 22-demetil-23-idrossi-8-metitspiracido mitili M
AZAll AZA2 OH 872.5 3-idrossi-8-metilazaspiracido A.poporum mitili M
AZA12 AZA2 OH 872.5 23-idrossi-8-metilazaspiracido mitili M
AZA13 AZA3 2 OH 860.5 22-demetil-3,23-diidrossiapaiacido mitili M
AZA14 AZA1 2 OH 874.5 3,23-diidrossiazaspiracido titni M
AZA15 AZA6 2 OH 874.5 3,23-diidrossi-8-metilazasgmirdo mitili M
AZA16 AZA2 2 OH 888.5 22-demetil-3,23-diidrossi-8etilazaspiracido mitili M
AZA17 AZA3 COOH 8725 carbossi-22-demetilazaspulaci mitili M
AZA18 AZA1l COCH 885.5 carbossiazaspiracido mitili M
AZA19 AZA6 COCH 886.5 carbossi-8-metilazaspiracido mitili M
AZA20 AZA2 COOH 899.5 carbossi-22-demetil-8-metdapiracido mitili M
AZA21 AZA3 COOOH + OH | 888.5 carbossi-22-demetileBeassiazaspiracido mitili M
AZA22 AZA1l COOOH +OH | 901.5 carbossi-3-idrossiazessgido mitili M
AZA23 AZA6 COOOH + OH | 902.5 carbossi-22-demetileBeissi-8-metilazaspiracido mitili M
AZA24 AZA2 COOOH +OH | 915.5 carbossi-3-idrossi-8titezaspiracido mitili M
AZA25 AZA3 -H,0O 21-22-diidro-22-demetilazaspiracido mitili M
AZA26 AZA1 -H,0O 824.5 21-22-diidroazaspiracido mitili M
AZA27 AZA6 -H,0O 21-22-diidro-8-metilazaspiracido mitili M
AZA28 AZA2 -H,0O 21-22-dididro-22-demetil-8-metilazaspiracido iinit M
AZA29 AZA3 COOCH 842.5 22-demetil-azaspiracido-1-metilestere mitili A
AZA30 AZA1 COOCH; 856.5 azaspiracido-1-metilestere A.spinosum A
AZA31 AZA6 COOCH; 22-demetil-8-metil-azaspiracido-1-metilestere A.spinosum A
AZA32 AZA2 COOCH; 870.5 8-metil-azaspiracido-1-metilestere A.spinosum A
AZA33 716.5 A.spinosum F
AZA34 815.5 A. languida F
AZA36 858.5 A.poporum F
AZA37 846.5 A.poporum F
AZA38 829.5 A. languida F

F= ficotossina, A=artefatto, M=metabolita
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Per alcuni analoghi, e stata testata anche lalisdatd@rmica in vari solventi mediante LC-
MS/MS. AZA1 e AZA2 sono risultati stabili per un ssamo di 30 giorni a temperature fino a 37°
C (per 1 anno se conservati in frigorifero), memAA3 e AZA6 (entrambi privi di un gruppo
metile sul C22 ) sono risultati significativamenteno stabili (Hess et al., 2014).

Anche il pH puo giocare un ruolo sulla stabilita gliesti composti, infatti — come gia
accennato — gli AZAs sono instabili in soluzionitareliche, se esposti a condizioni fortemente
acide o basiche. Al contrario, il trattamento acwwe coinvolge pepsine ed enzimi digestivi
aumenta l'estrazione di AZAs, ecco allora che lendtmoni del tratto digestivo umano
contribuiscono ad aumentare la biodisponibilitguesti composti piuttosto che diminuirla (Hess et
al., 2014).

L’irraggiamento con raggi gamma ha piccoli effstilla stabilitd degli AZAs quando presenti
nella matrice dei molluschi, ma le tossine vanmmiriro a rapida degradazione quando irradiate
come composto puro in soluzione. In generale, somsiderati dei composti relativamente stabili.
(McCarron et al., 2007).

1.3. INTOSSICAZIONI UMANE

| casi di intossicazioni umane sono tutti legatiirjestione di mitili contaminati e sono
caratterizzati da sintomi gastrointestinali quadusea, vomito, grave diarrea e forti crampi allo
stomaco. | sintomi compaiono dopo alcune ore dagéstione e permangono per 2-3 giorni. Non
sembrano esserci conseguenze croniche (McMahoSitka] 1996).

Il primo caso di AZP fu registrato nel 1995 nei §ldgassi a seguito dell’ingestione da parte
di 8 persone di molluschMytilus eduli3 contaminati provenienti da Killary Harbour, Irtéan (Fig.
4).
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Figura 4. Killary Harbour, Irlanda (tratto e modificato aogle Map}p
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| sintomi manifestati dalle persone intossicate p@ndevano nausea, vomito, diarrea e
crampi allo stomaco. L'assenza di tossine DSP,i pa@i@vano essere ricondotti tali sintomi, porto
alla scoperta ed all'identificazione del nuovo agetossico KT-3, rinominato AZA1l (McMahon
and Silke, 1996; Satake et al., 1998a). | molluselscolti dallo stesso sito cinque mesi dopo
l'incidente contenevano 1.14 ug, 0.23 ug e 0.06dugzZAl, AZA2 ed AZA3 per g di polpa,
rispettivamente (FAO, 2004; Ofuji et al., 1999b).

Nel Settembre 1997, si registrdo una nuova intosgioa nell'isola di Arranmore (Irlanda),
legata a molluschi locali, che coinvolse 12 persémehe in questo caso i sintomi erano gli stessi,
con una durata dai 2 ai 5 giorni, prima del congptetupero (Furey et al., 2010). Tale evento porto
all'identificazione di AZA2 e AZA3 (Ofuji et al., 999a; McMahon and Silke, 1998). | molluschi
raccolti un mese dopo contenevano 0.87 pg, 0.26 @4 ug per g di polpa di AZAl, AZA2 ed
AZA3, rispettivamente, per una quantita totale diA& pari a 1.36 pg/g di parti edibili di mitili
(Ofuji et al., 1999a). Le tossine continuarono ar@nere nella polpa dei molluschi a livelli elevati
per 8 mesi (Furey et al., 2010).

Nel Settembre 1998 si registro il primo caso di AZPltalia, a Ravenna: 10 persone
mostrarono i tipici sintomi gastrointestinali ingsito all'ingestione di mitili importati da Clew Ba
nella costa nord-ovest dell'lrlanda. Solo le ghialeddigestive dei molluschi erano disponibili per
le analisi, fu stabilito un contenuto totale di AZAli 1 ug/g di epatopancreas di mollusco e si
registro la presenza di tre analoghi: AZAl (0.5qudi epatopancreas di mollusco), AZA2 (0.06
pna/g) ed AZA3 (0.44 ug/g) (Furey et al., 2010).

Nel Settembre 1998 si verificOo anche il primo casoFrancia, che vide 20-30 persone
intossicate dopo I'assunzione di molluschi irlamdpeovenienti da Bantry Bay. | molluschi erano
stati considerati sicuri per il consumo umano iguit® almouse bioassayna in seguito si scopri
che tale test puo dare falsi negativi; infattinbdisi LC-MS stabili che erano presenti alti liveli
AZAs (1.1-1.5 pg/g di polpa). Il caso provoco I'eanjo da parte della Francia verso i molluschi
irlandesi per gran parte del 1999 (Furey et alL(020

Nell’Agosto del 2000 furono registrate alcune isioazioni in varie regioni del Regno Unito
(Warrington, Aylesbury, Isle of Wight, Sheffield)he coinvolsero dalle 12 alle 16 persone. Anche
in questo caso l'intossicazione fu provocata dakcono di molluschi provenienti da Bantry Bay, in
Irlanda, precotti e poi congelati, risultati sicquiando testati cahouse bioassayAnche in questo
caso l'analisi LC/MS di mitili raccolti nella stesdaia determino la presenza di AZAl, 2 e 3 (in
totale 0.85 pg/g di polpa, non incluse le ghianddigestive, quindi probabilmente sottostimati)
(Furey et al., 2010).
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Nel Gennaio 2002 il consumo di molluschi coltiviatiDanimarca provoco 400 intossicazioni
ad Anversa, Belgio. Tali intossicazioni si scopnimcessere causate da OA, ma dalle analisi risultd
la presenza anche di AZAs. Questo fu il primo cdisAZP legato a molluschi non irlandesi (De
Schrijver et al., 2002; Furey et al., 2010).

Non si verificarono altri casi di AZP fino al 2008 ando invece se ne registrarono altri due.

Nell’Aprile 2008 nuovi casi di intossicazione calpno diverse persone in Francia, in seguito
all'ingestione di mitili precotti e congelati, premienti nuovamente dall’lrlanda. Sfortunatamente,
guesti mitili erano stati riconosciuti come contaati da AZAs e messi in quarantena, ma
erroneamente poi introdotti in commercio (Fureglet2010).

Nel Luglio 2008 si verifico, invece, la prima infisazione negli USA. Una coppia mangio
mitili precotti e surgelati provenienti nuovamedgeBantry Bay, Irlanda. Si stimo avessero ingerito
circa 113-340 g di mitili. Otto ore dopo si mante®no dolori addominali, vomito (5-15 episodi) e
diarrea acquosa (per 30 ore). La presenza di ARA3I4 ug/g di polpa) fu determinata tramite LC-
MS/MS in diverse confezioni dello stesso prodo®a di 150 tonnellate di prodotto surgelato
furono volontariamente rimosse dal mercato e distal produttore (Klontz et al., 2009; Furey et
al., 2010).

Comunque, vista la somiglianza della sintomatolatgaAZP e quella da DSP, nonché ai
sintomi legati ad intossicazioni batteriche o vidgl tratto gastrointestinale, il numero di casi d
AZP potrebbe essere molto sottostimato (Klontd.e2809).

Per fortuna non sono mai stati riportati casi drteandotta dall’assunzione di queste tossine

nell'uomo. Non si hanno informazioni sulla tossidégata ad esposizione cronica.

1.4. TOSSICITA’ IN VIVO

1.4.1. Tossicita per via intraperitoneale

Durante il primo episodio di AZP, avvenuto nel 1999egato a molluschi provenienti da
Killary Harbour (Irlanda), gli estratti dei mitiltestati secondo il protocollo per le tossine DBP i
ratto e in toporat bioassay(RBA) e mouse biosassaiMBA)), diedero esito positivo. Tuttavia,
'assenza di livelli significativi di OA e DTX edna sintomatologia nel topo atipica per queste
tossine, permise di ipotizzare la presenza di werdo agente tossico, poi isolato come AZA1l
(Satake et al., 1998b).
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Nel topo la somministrazione i.p. degli estrattetanici dei mitili contaminati causo una
sindrome neurotossica caratterizzata da letargfecadta respiratorie, spasmi, progressiva paralis
e morte in 20-90 minuti. La minima dose letale mia del’AZA1 parzialmente purificato (KT-3)
risulto pari a 150 pug/kg (Satake et al., 1998al)e Tase provoco nei topi rigonfiamento di stomaco
e fegato, calo del rapporto peso-volume di milzan® con morte dei linfociti, accumulo di acidi
grassi e formazione di vacuoli negli epatociti,qumosi nelle cellule parenchimali del pancreas,
erosione e sanguinamento dello stomaco (Ito €1298).

Studi successivi, eseguiti con la tossina purificatabilirono per AZA1 una dose minima
letale via i.p. nel topo pari a 200 pg/kg (Satakale 1998b). Per AZA2 la dose minima letale
risultd essere 110 pg/kg, mentre per AZA3 140 pud@tyji et al.,, 1999). Furono testati anche
AZA4 e AZA5, che risultarono meno potenti, con dietale minima via i.p. rispettivamente di 470
e 1000 pg/kg (Ofuji et al., 2001). Quindi, le paterrelative dei vari analoghi via i.p. nel topo
risultarono essere: AZA2 > AZA3 > AZAl > AZA4 > AZBA(Twiner et al., 2008b).

1.4.2. Tossicita acuta per via orale

Studi di tossicita acuta per via orale furono, oejeeseguiti da Ito e collaboratori (1998).
Inizialmente usarono estratti di tossina parziat@gurificata (>900 pg/kg), somministrati nel topo
attraverso sonda gastrica. Trattando i topi condos® sei volte superiore a quella letale nel 100%
via i.p., non si registrarono sintomi ne letalith Seguito a 24 ore dal trattamento, tuttavia, le
autopsie di soggetti sacrificati a 4 ore dal tragato, mostrarono alterazioni a livello
gastrointestinale quali accumulo di liquidi ne#d e necrosi dei microvilli. Queste alterazioni si
aggravavano dopo 8 ore, ma, fatta eccezione peowilicfusi, erano assenti alle 24 ore (Ito et al.
1998). Il quadro clinico ricordava quello dato dalattie infiammatorie croniche intestinali, come il
morbo di Crohn (Pizarro et al., 2003).

Successivamente, lo stesso gruppo poté conduewrouitstudi di tossicita orale, utilizzando
la tossina purificata. Topi maschi ICR furono tticon AZA1l a dosi da 300 a 900 upg/kg e
sacrificati alle 24 ore. Tutti i topi che ricevetied00 pg/kg vennero sacrificati prima delle 24. ore
Anche se non ci fu una chiara risposta dose-effettmbabilmente perché vi era un troppo basso
numero di topi trattati, fu ipotizzata una dose imia letale approssimativa di 500 pg/kg di AZA1l.
Dosi di 300 pg/kg di AZAl indussero accumulo didagrassi nel fegato gia dopo 1 ora, seguito da
sporadica degenerazione ed erosione dei micraglliduodeno, degenerazione dei vacuoli nelle
cellule epiteliali ed atrofia della lamina propéat ore. Con dosi intermedie tra 500 e 700 pg/kg si
osservo progressiva erosione dei microvilli a 8(6ig. 5) e atrofia della lamina propria a 24 ore.
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Figura 5. Microscopia elettronica a scansione di (A) villigatinali di topo 8 ore dopo
I'esposizione a 700 pg/kg AZA1 e (B) villi intesdiinmurini non trattati (tratto da Twiner, 2008a).

A 24 ore, tuttavia, si osservo una minore degemamazdei microvilli, possibile indice di
recupero del danno. Il fegato aumento di peso 8éb el gruppo trattato con 500 pg/kg. Si
registrarono anche effetti necrotici dose e temiperdienti nei linfociti di milza, timo e placche di
Peyer. AZA1 (600 e 700 pg/kg) diminui del 33% ihmero di linfociti T e B. Non si osservarono
cambiamenti istologici a reni, cuore e polmonicervello non fu purtroppo analizzato (Ito et al.,
2000).

Comparando gli effetti a quelli indotti da OA semprer via orale nel topo, si vide che la
comparsa dei sintomi € piu ritardata ma anche pielnripresa sono maggiori. Se I'azione dellOA
insorge in 30 minuti e c’é una ripresa evident® iore, gli AZAs invece provocano cambiamenti
istopatologici a livello intestinale piu lentament®po 4 ore, ma anche la ripresa richiede tempi pi
lunghi, talvolta perfino mesi, in virtu di alterani maggiormente marcate (Ito et al., 2000).

Piu recentemente anche il gruppo di Aasen e caltabio (2010) ha effettuato uno studio con
singole dosi sub-letali di AZA1 per via orale nebo, per valutare la distribuzione e i danni indott
dalla tossina. Topi femmina NMRI sono stati trattan dosi di 100, 200 or 300 pg/kg di AZAl. La
tossina e stata assorbita in modo dose-dipendeateoncentrazioni piu elevate alle 24 ore sono
state rilevate in reni, milza e polmoni, seguiteqelle in fegato e cuore; solo tracce sono state
invece osservate nel cervello. Dopo sette gionineili di AZAL erano scesi in modo significativo
in tutti gli organi, ad eccezione dei reni. La cemiazione maggiore di tossina assorbita si e
registrata nel fegato, seguita da quelle nei mimoni, milza e cuore. La quantita totale di toasi
rilevata negli organi interni alle 24 ore dal taatiento, € stata stimata essere solo il 2% della dos

somministrata ad ognuno dei tre gruppi. Lo stonmadsultato patologicamente normale, ma vi era
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una massiccia ritenzione di cibo loco, segno di costipazione. Sono state rilevate aitema
patologiche solo nella parte superiore del duodenoui si sono osservati: accorciamento dei villi,
espansione delle creste e cambiamenti necrotila fahina propria. Gli effetti sono risultati esser

dose-dipendenti, con pieno recupero dei dannitie ggorni (Aasen et al., 2010).

1.4.3. Tossicita ripetuta per via orale

Vi € un solo studio in letteratura sulla tossicitpetuta degli AZAs.Un primo set di
esperimenti é stato condotto per valutare i temnpedupero fecovery legati ai danni indotti da
gueste tossine: 25 topi maschi sono stati trattatidue dosi ripetute di 250, 300, 350 o 450 pg/kg
di AZA1, in un intervallo di 3 giorni, e quindi mdarati per 90 giorni dall’esposizione. | topi
mostrarono effetti dalla gravita maggiore rispettguelli registrati in seguito a somministraziomne d
singole dosi orali. Questo studio ha portato a stiggyuna revisione della dose minima letale per
via orale di AZA1 al di sotto dei 450 pg/kg, magya il numero di topi per dose era insufficiente,
non e stato possibile definirne il valore esatti@nhpi necessari perrnécoverysono risultati essere
diversi da organo ad organo: 7 giorni per il fegdi® per il tessuto linfatico, 56 per i polmoniu pi
di 12 settimane per lo stomaco (Ito et al., 2002).

Lo stesso gruppo ha poi condotto un secosetali esperimenti in cui 50 topi maschi sono
stati trattati con 40 somministrazioni orali ripet2 dosi a settimana) per 145 giorni impiegando
dosi piu basse di tossina (10 topi trattati conuftkg di AZA1, 10 con 20 pg/kg, 5 con 5 pg/kg, 6
con 1 pg/kg, 19 topi come controllo). Si é registnana diminuzione del peso di vari organi (cuore,
fegato, reni, milza e timo), rispecchiata da umaiduzione complessiva del 35% del peso corporeo.
Probabilmente questi effetti sono legati ad un duitdo assorbimento di nutrienti dovuto ai danni
indotti al tratto GI. Il tratto GI mostrava nuovante segni di erosione (edema, accorciamento e
danneggiamento dei microvilli) ed accumulo di gaisosservavano nuovamente gli effetti tipici a
milza e timo, inflammazione del fegato, con vawa® del contenuto in acidi grassi, honché
polmonite interstiziale. Si € manifestata inolfperplasia dello stomaco (incidenza del 60%: 6/10
tipi nel gruppo trattato con 20 pg/kg), benché woncentrazione-dipendente. Nel 20% dei topi
(4/20 ne topi trattati con 20 pg/kg e 50 pg/kg)seomparsi tumori ai polmoni nel periodo di
recovery dopo 2-3 mesi dall’assunzione della tossina. @iseguenza, AZAl e sospettato essere
un promotore tumorale, anche se il numero di animmgdiegato nello studio era troppo ridotto per

consentire conclusioni definitive (Ito et al., 2002
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1.4.4. Studi di relazione struttura-attivita

Ulteriori studi hanno dimostrato che la stereochang l'integrita dello scheletro carbonioso
della tossina sono caratteristiche fondamentaligsplicare I'effetto tossico. Infatti, in seguito a
somministrazione orale/i.p. in 76 topi maschi,tataitcon AZA1 sintetico, il diasteroisomerg-C
CooeptAZAl e 12 analoghi troncati, non si € manifestatissa tossicita. Gli analoghi troncati non
hanno dimostrato alcuna attivita tossica ne’ dogmosizione orale ne’ dopo somministrazione i.p..
C:-Coo-eptAZAL ha mostrato nei topi trattati per os un’aaassica, ma con potenza 3-4 volte
minore rispetto ad AZA1L. Infatti, se per questiulti I'effetto si manifestava gia con una dose di 0,7
mg/kg, per il diasteroisomero il dosaggio necesssaiiva a 3 mg/kg. Inoltre, nello stesso studio &
stato osservato che '’AZA1 ottenuto tramite prooedissintesi dava gli stessi sintomi del’AZA1 di
origine naturale estratto in acetone da mollusdandesi, ma con potenza leggermente minore in
guanto la tossicita si osservava a dosi lievemeraggiori (0,7 mg/kg per AZA1 sintetico invece
dei 0,5 mg/kg per quello naturale) (Ito et al., 00

1.4.5. Tossicita orale indotta dagli AZAs in assoazione con altre tossine algali

E’ noto che gli AZAs possono essere rilevati neilaschi in concomitanza con altre tossine
algali, quali pectenotossine (PTX), yessotossingX)Ye le tossine DSP, quali OA e DTX. Ci si
chiesti quindi quali potessero essere gli effedtinbinati di queste tossine se ingerite dall’'uomo
guando compresenti nei molluschi.

Il primo tentativo di dare una risposta alla quasti fu uno studio di tossicita acuta nel topo in
seguito a somministrazione orale di pectenotoszif@I X2, 5 mg/kg) associata ad AZA1 (200
ug/kg). Sebbene la somministrazione contemporanka dige tossine non provoco alcun sintomo
clinico nei topi, e stato registrato un considetevaumento dell'assorbimento/distribuzione di
PTX2 nei topi esposti a PTX2/AZAL rispetto che adlela PTX2. Cio risultdo particolarmente
evidente in polmoni, sangue, milza, reni e feghtocombinazione ha anche indotto maggiori danni
patologici a livello del duodeno (maggiore edembarilamina propria e fusione dei villi), ma non
in altri tessuti/organi (Aune et al., 2009). Tuttgul parere espresso dakaropean Food Safety
Authority (EFSA) a riguardo e che questo incremento nonasardevante (EFSA, 2009a).

La YTX ha una bassa tossicita per via orale matamante tossica se somministrata i.p.;
poiché AZA1 e ben noto per distruggere la paretteiggde del tratto Gl, si € ipotizzato che questo
potesse favorire un maggiore assorbimento della .YTMttavia, questa ipotesi non €& stata

confermata da uno studio di tossicita acuta ned iopseguito a somministrazione orale di YTX (1
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0 5 mg/kg) associata a AZA1 (200 mg/kg). Infattiyelli di YTX nei vari organi non sono risultati
influenzati dalla presenza di AZA1l; al contempoglan I'assorbimento di AZA1 non ha subito
variazioni rilevanti. Non vi e stato neppure un giegamento dei sintomi e dei danni indotti dalle
due tossine singolarmente (Aasen et al., 2011)hé&me questo caso, quindi, I'EFSA ha concluso
che la combinazione non crei sinergismi rilevaratilé due tossine (EFSA 2008b).

Interessanti sono le possibili interazioni con GA, quanto anch’esso agisce a livello
gastrointestinale. A tal fine sono stati eseguitdsin vivo su topi femmina per valutare gli effetti
dell' associazione tra AZAl (570 pg/kg) e OA (78B8ug/kg). Tuttavia, non e stato riportato
sinergismo d’azione, al contrario, il co-trattangerta portato ad un calo dell’assorbimento di

entrambe le tossine, probabilmente dovuto a mescami competizione (Aune et al., 2012).

1.5. TOSSICITA’ IN VITRO

1.5.1. Effetti sull’attivita delle protein-fosfatas

Viste le similitudini tra AZP e DSP inizialmente m&nso che gli AZAs agissero come I'OA
inibendo la protein-fosfatasi 2A (PP2A). Tuttavél studi effettuati su linee di cellule epatiche
HepG2 e di carcinoma della vescica umana ECV-38gdoste ad estratti di mitili contaminati,
emerse I'assenza di un’inibizione delle PP1 e PAR2&nagan et al., 2001), facendo cosi ipotizzare
un diverso meccanismo d’azione (Twiner et al., 200®nostante la molteplicita di effetti a cui
gueste tossine danno luogo e il numero di studiitro effettuati, il meccanismo d’azione non e

ancora noto (Sala et al., 2013).

1.5.2. Effetti citotossici

La citotossicita degli AZAs é dose e tempo-dipene@nsi esplica gia a basse concentrazioni
di tossine (18° - 10® M) come rilevato negli studi su colture primariegdanulociti cerebellari
(CGCs), sulla linea monocitaria THP-1, sulle lidegocitarie Raji e Jurkat E6-1, sulla linea di
cellule renali HEK-293, di cellule polmonari A54d, cellule ipofisarie di ratto GiC; e di cellule
di neuroblastoma Neuro-2A (Twiner et al., 2005)n&almente, sono richiesti lunghi tempi di
esposizione per osservare morte cellulare (>24 tna)ne su colture primarie neuronali dove il
danno compare gia dopo 8 ore a concentrazioniamgle del nM. | neuroni sono infatti il modello

cellulare piu sensibile e gia dopo 2 minuti di espione a AZA1 10 nM vengono indotti
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cambiamenti morfologici irreversibili, con arrotardento delle cellule e perdita dei neuriti (Vale
et al., 2007).

1.5.3. Effetti sulla morfologia cellulare

Durante tutti gli studi di citotossicita condottegli anni si sono osservati molti effetti
morfologici diversi. Nei linfociti T esposti ad AZAsi e osservata una perdita dell’integrita di
membrana, con appiattimento delle cellule e ritagi delle estroflessioni citoplasmatiche e di
membrana, quali pseudopodi e lamellipodi (quediettefé indotto solo da AZA1, non da AZA2 e
AZA3), infine lisi cellulare (Twiner et al., 2012a)n cellule di neuroblastoma, AZAl induce
arrotondamento cellulare e distacco dalle celldiacenti (Vilarifio et al., 2006), nonché - a lieell
intracellulare - distruzione dell'apparato del Gad accumulo di vescicole (Kellmann et al., 2009).
Esperimenti condotti su cellule di tumore al serfibmblasti di topo esposti a AZA1 hanno anche
dimostrato una riduzione della proliferazione daldensita cellulari, effetti simili a quelli indot
da YTX, facendo presupporre meccanismi simili gadue classi di ficotossine (Ronzitti et al.,
2007).

1.5.4. Effetti sul citoscheletro

Lo studio che per primo documento gli effetti degltAs a livello del citoscheletro fu
condotto da Roman e collaboratori. Riscontraronaellule di neuroblastoma BE(2)-M17 esposte
ad AZA1, un calo di concentrazione dell'actina fientosa (F-actina), con depolimerizzazione.
Non ritennero pero che potesse essere il meccansimcipale dell’azione citotossica, in quanto
insorgeva a concentrazioni maggiori (7,5 M) di quelle a cui compariva la citotossicita ¢£0
10®° M) (Roman et al., 2002). Studi successivi, comengtiportano riarrangiamenti del
citoscheletro nei linfociti T e nelle cellule BE{R)17 gia a concentrazioni di £0 107 M (Vilarifio
et al., 2006 e 2007). Vilarifio e collaboratori mf@mo che, nelle cellule di neuroblastoma espakte a
AZA1 e ad un suo enantiomero, si osservarono camdnd morfologici ed al citoscheletro in 24-
48 ore. | microfilamenti di actina, normalmente tdiiti in tutto il citosol, si mostravano

concentrati in spessi prolungamenti cellulari (¥iia et al., 2007).
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1.5.5. Effetti apoptotici e necrotici

Mentre molte ficotossine, come le DSP e I'OA, sonte induttrici di apoptosi cellulare, studi
iniziali suggerirono che AZA1l non inducesse invemgoptosi, bensi lisi necrotica. Queste
conclusioni erano state tratte sulla base degetteftitotossici osservati a livello morfologico
(Twiner et al., 2005), all’assenza di cambiameatipotenziale della membrana mitocondriale nelle
cellule di neuroblastoma ed all’'assenza di una lagmme sub-G1 in cellule leucemiche, esposte ad
AZA2 (Roman et al., 2002).

Tuttavia, studi piu recenti, suggeriscono invece &7Al induca apoptosi. Nelle stesse
cellule di neuroblastoma usate nelle precedentagid, il gruppo di Vilarino e collaboratori,
usando sonde fluorescenti specifiche per le caspasdimostrato come queste vengano attivate
dopo 48 ore di esposizione ad AZA1 50 uM (Vilargtoal., 2007), senza pero determinare nello
specifico quali siano i sottotipi di caspasi (ds.-3, -7, -9, etc.) sovra-regolate. Anche neidaiti
T, si e vista una sovra-regolazione del promot@ledaspasi 2 e 10 e dell’effettore delle caspasi
3/7, nonché presenza di livelli elevati di citocmm intracellulare solubilizzato e frammenti di
DNA, entrambi indici di apoptosi (Twiner et al.,22b). In cellule di neuroblastoma, si sono visti
altri due meccanismi di tipo apoptotico: AZAl (18hinduceva deplezione di ATP cellulare in 3
ore e sovra-regolazione di proteine Bax in 12 dfell(nann et al., 2009). In neuroni corticali
esposti ad AZAl1 (luM), vi era un’evidente condensazione nucleare pel@entuale di cellule
apoptotiche aumentava dal 7 % al 63 % dopo 24 iespbsizione (Cao et al., 2010).

In definitiva, si ritiene che gli AZAs possano imtisia la morte cellulare per apoptosi che
per necrosi (Twiner et al., 2012; Cao et al., 2010)

1.5.6. Effetti sul signaling cellulare

Gli AZAs producono, inoltre, svariati effetti sull@olecole di segnale intracellulari. Nelle
cellule di mammifero, il calcio citosolico € un sedo messaggero importante in molte vie, inclusa
la morte cellulare, e molte tossine marine sonce nmér modulare questa molecola. Anche
I'adenosin monofosfato ciclico (CAMP) é un secomaiessaggero, che in seguito all’attivazione del
recettore di membrana, promuove l'attivazione dhaki. Sono stati condotti interessanti studi su
linfociti umani per valutare gli effetti di vari afoghi degli AZAs (AZA1-5, 10 - 10°M) sui livelli
di calcio citosolico ([C&]i), cAMP e pH citosolico (ppl Si & visto che la struttura dei vari
analoghi puo influenzare i loro effetti. InfattiZAl1 e AZA2 hanno entrambi indotto un aumento di

[C&®]i e cAMP, tramite rilascio di calcio dai deposititracellulari e ingresso di calcio
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extracellulare, senza pero influenzare il; gRoman et al.,, 2002 e 2004; Alfonso et al., 2006).
AZA3 ha indotto un incremento di [E% e di cAMP, tramite ingresso di calcio extraceltalana
senza coinvolgere i depositi di calcio intraceltijlaacrementando anche il pfRoman et al., 2004,
Alfonso et al., 2006). AZA4 ha inibito i canali SO&tore operated channgle 'aumento del pH
(Alfonso et al., 2005). AZA5 non ha modificato 1§Ga*']; né il pH (Alfonso et al., 2006). La
differenza degli effetti indotti dagli AZAs e statdtribuita ai diversi sostituenti presenti nelle
strutture dei vari analoghi, sembra infatti chepteasenza di un gruppo metile o di un gruppo
idrossilico sia determinante per I'attivazione odbizione dell'ingresso di calcio. Studi analoghi
furono condotti dal gruppo di Vale e collaborasriCGCs, riscontrando nuovamente l'interferenza
di AZA1, AZA2 e AZA3 con molecole di segnale intedialari, con aumento di [G§; e cAMP
(vale et al., 2007 e 2008). Sebbene questi studi aabiano permesso la delucidazione del
meccanismo d’azione, la modulazione di {qae cAMP potrebbe essere influenzata dalla
modulazione di una proteina di membrana.

Un recente lavoro di Vale e collaboratori ha dimatst che gli AZAs influenzano
I'attivazione di alcune protein-chinasi attivaterdaogeno (MAPK), tra le quali la c-Jun-N protein-
chinasi terminale (JNK). Inoltre, € stato dimosirahe AZAl1 ed AZA2, a basse concentrazioni,
inibiscono I'attivita bioelettrica del cordone sale neuronale, senza interferire nelle correntiali
e C&". Tale attivita avviene con coinvolgimento di JNK,quanto I'effetto di AZA1 e AZA2 si
accompagna all’ incremento di JNK sia totale clsfdinlato (Vale et al., 2008 e 2009).

Sono, quindi, stati testati gli effetti di AZA1 sulascio di neurotrasmettitori, su colture
neuronali. AZA1 non ha mostrato effetti di sorta acettori colinergici, purinergici o inotropici;
comungue la presenza di inibitori GARAa promosso gli effetti di AZA1 sull'attivita bitedtrica
del cordone spinale neuronale (Vale et al., 2010).

1.5.7. Effetti sulle proteine

Recenti studi hanno dimostrano effetti degli AZAispsoteine di membrana, come claudine e
caderine. Le claudine sono proteine integrali dimie&na coinvolte nell’adesione tra cellule
tramite tight junctions mentre le caderine sono glicoproteine transmemnabra&oinvolte
nell'adesione cellula-cellula calcio-dipendentetr@mbe sono necessarie per il mantenimento
dell'architettura cellulare. In cellule intestinalaco-2 esposte ad AZAl si e riscontrato un
incremento dell’espressione delle frazioni solubilinsolubili di claudina-2 e un decremento di

claudina-3 insolubile (Twiner et al. 2008). Le Edeene sono anch’esse proteine transmembrana di
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adesione coinvolte nell’adesione cellula-cellulae Sisto che in cellule epiteliali MCF-7, esposte
ad AZA1 (EGo = 0.47 nM) per 24 ore, vi € una riduzione dellalifgrazione cellulare connessa ad
una perdita della capacita di adesione cellulailzellegata ad una frammentazione dell’ E-caderina,
che si traduce in una sovra-regolazione di un dmmaxtracellulare della proteina (Ronzitti et
al.,2007).

Sono riportati anche cambiamenti nell'espressionalide proteine indotti da AZA1l, ad
esempio dei recettori per LDL (trasportatori ddesterolo nel sangue) nei linfociti, della catepsin
D (favorisce la proliferazione delle cellule tumigradi p53 (inibitore delle cellule tumorali) e ki
proteine coinvolte nella regolazione del citosctielee del metabolismo energetico nella linea
cellulare MCF-7 e nella linea di neuroblastoma S¥Fp% (Bellocci et al., 2010; Kellmann et al.,
2009).

1.5.8. Effetti su canali ionici

Diversi studi hanno dismotrato che gli AZAs altevarflussi di calcio intracellulare (Cao et
al., 2010; Roman et al., 2002 e 2004; Alfonso gt24105), 'omeostasi protonica (Alfonso et al.,
2006), inducendo quindi iperpolimerizzazione di rbeama (Vale et al., 2010).

Nei CGCs, i bloccanti dei canali anioni e la ouabapromuovono gli effetti citotossici di
AZA1 in neuroni immaturi, mentre li aboliscono itira colture (Vale et al., 2010). L'esposizione
di colture neuronali ad AZA1 produce un marcatorele®nto nel volume neuronale, effetto pero
ridotto pre-incubando le cellule con DIDS, bloc&adei canali per il cloro, o amiloride, bloccante
della pompa sodio/potassio ATPasi (NaKA) (Valelgtz010). Recentemente, é stato condotto uno
studio sugli effetti degli AZAs (una miscela di AZA3, 348 nM) su vari canali ionici. Benché non
si siano visti effetti sui canali per il sodio \egigio-dipendenti (VGSCs), sui canali per il calcio
voltaggio-dipendentiL-type (Cav1.2), sui canali per il potassio voltaggio-digenti inward-
rectifying (Kir2.1), sui canali per il potassio nucleotide lico-dipendenti attivati
dall'iperpolarizzazione (HCN4) e su tre canali pgrotassio voltaggio-dipendenti; si & invece visto
un significativo effetto inibitorio sul gene umaxei canali per il potassiether-a-go-go related
gene (hERG) (Twiner et al.,, 2014). Si € poi visto chelle cellule renali HEK-293, seppur a
concentrazioni elevate (0,06 - 1.90 X°14 conrangedi ICso = 0,6 - 0,8 x 18 M), AZA1, 2 e 3
bloccano in uno stato aperto i canali hERG. Comaittlo comunque che le concentrazioni utili per

tale effetto sono di due ordini di grandezza pevate di quelle capaci di causare citotossicita e
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danni al citoscheletro, appare probabile che ilcarismo d’azione principale di queste tossine sia

un’altro (Twiner et al., 2012c).

1.6. METODI ESTRATTIVI

Per gli AZAs si usano soprattutto tipi di estraadiguido-solida (LSE), in vari solventi, con
diversi rapporti campione-solvente (RCS) e con nosiepassaggi estrattivi. Negli studi atti a
valutare presenza e distribuzione degli AZAs éostatato come solvente I'acetone. Gli estratti
venivano poi ripartiti in etilacetato o dietileteed acqua, prima di essere dissolti in metanolo od
acetonitrile acquoso per svolgere le analisi. laltéepoco si sa sull'efficacia dell’acetone come
solvente estrattivo iniziale. Nelle analisi di monaggio € stato usato metanolo 80% o metanolo
90% (Hess et al., 2014).

Un vero e proprio studio sulle procedure per estrgli AZAs dai mitili & stato condotto dal
gruppo di Hess, nel 2005. La doppia estrazione m@tanolo ha dato rese migliori che con
'acetone 100%. Un incremento >10% della resa siv@éto passando da un singolo passaggio
estrattivo con metanolo 80% con un RCS 1:4 ad wpgpid estrazione in metanolo 100% con un
RCS 1:12.5. Una doppia estrazione metanolica elagatiualmente usata per le tossine lipofile
(Hess et al., 2005).

Recenti studi per ottenere del materiale di rifemto (RMs) per le analisi hanno dimostrato
come una tripla estrazione in metanolo dia una ¥©&% per AZA1l, 2, 3 e 6 (McCarron et al.,
2011). Per il RMs oggi viene richiesta una procadstrattiva di addirittura 4 passaggi in metanolo,

ma non € necessario per analisi di screening etaraggio (Hess et al., 2014).

1.7. METODI DI RILEVAMENTO

Gli AZAs furono regolamentati per la prima voltalldiégnione Europea (UE) nel 2002, il
metodo di riferimento scelto all’epoca fu il MBA e tossine DSP, sviluppato dal gruppo del Prof.
Yasumoto nel 1984 (Yasumoto et al., 1984). Poidhésteri dell’OA richiedono tempi lunghi per
esplicare la loro tossicita nel topo, fu sceltotempo di esposizione di 24 ore per tutte le tossine
lipofile. Il saggio e considerato positivo quandeedopi su tre trattati via i.p. con gli estratéid
mitili muoiono nelle 24 ore. Tale metodo era indyali rilevare i 160 pg AZAs equivalenti/kg di

polpa di mollusco indicati come limite regolatormoquel periodo (Hess et al., 2014).
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Nel 2009, Hess e collaboratori hanno attuato undistper capire se il MBA fosse in grado di
rilevare gli AZAs a concentrazioni inferiori al lite regolatorio. Per far cido hanno diluito gli
epatopancreas di mitili contaminati con tessuteqodi tossine al fine di ottenere concentrazioni
inferiori al limite regolatorio (determinate tramit C-MS/MS), quindi hanno testato gli estratti di
epatopancreas mediate MBA irs@tdi esperimenti indipendenti per un periodo di 6 imégest ha
dato responso positivo sia nei pressi che soliimite regolatorio, per cui se pur non quantitatieo
stato ritenuto utile a garantire la sicurezza peydlute del’'uomo (Hess et al., 2009). Va peraten
conto del fatto che tali test sono stati esegoit sugli epatopancreas e non sul resto dei tedsuiti
mitili, dove oggi si sa che gli AZAs possono migrarel tempo e quindi andare ad incrementare la
concentrazione totale di tossine presenti.

In generale, il MBA non & un metodo né specificeealkettivo, non da informazioni sul profilo
delle tossine presenti ed, inoltre, non & quantdgtlames et al., 2001; Hess et al., 2014). Laraat
gualitativa di questo test lo rendeva inadatto adeee utilizzato da solo nei programmi di
monitoraggio, perché comunque doveva essere satpitm test di tipo quantitativo per conoscere
la concentrazione e la natura delle tossine presdil’ottica di migliorare specificita ed
accuratezza, nonché per motivi etici, I'intenziduneli sostituire il MBA con un metodo strumentale
(Hess et al., 2014). Si penso di usare la cromafiagliquida abbinata alla spettrometria di massa
(LC-MS), come metodo di rilevamento e quantificagiodegli AZAs (Hess et al., 2014). Fu
utilizzata per la prima volta nel 1999 per la qifargizione di AZAl, 2 e 3 in matrici complesse di
mitili, ma necessitava di un passaggio anteceddirgalizia dalle interferenze, tramite estrazione i
fase solida (SPE). Per la SPE usarono una colodBac@n una fase mobile acida e un’eluizione
isocratica. Il limite di rilevamento fu di 50 pg fi@ et al., 1999b). Successivamente Draisci e
collaboratori misero a punto un’analisi LC-MS/MSando uno strumento a triplo quadrupolo
multiplo, con un limite di rilevamento per AZA1 &80 pg (Draisci et al., 2000); altri abbinarono
strumenti a trappola ionica (Furey et al., 2002hdree et al., 2002; Blay et al., 2003). | metodi che
utilizzavano la MS in tandem furono poi applicagr @l rilevamento di AZAl, 2, 3 e 6, nonché di
tutta una serie di analoghi idrossilati (AZA4, 5879, 10 e 11) (James et al., 2003a). Oltre ehne p
l'identificazione di nuovi analoghi nei mitili, laC-MS/MS, in particolare con un cromatografia
liquida ultra-performante (UPLC), servi anche pearatterizzare piu di 20 analoghi
contemporaneamente (Rehmann et al., 2008).

Poiché i mitili possono contenere un insieme dsitwes lipofile, alcune regolamentate altre no,
sono stati sviluppati anche dei metodi multi-toasibC-MS/MS, in primis da Quilliam e

collaboratori (2001). Successivamente, una serimetodi cromatografici multi-tossina sono stati
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sviluppati usando condizioni acide (pH 2,3), nelpid 6,8), moderatamente alcaline (pH 7,9) ed
alcaline (pH 11) (Hess et al., 2014).

Vennero fatti vari tentativi di validare un metodG-MS/MS, ma gli unici che dimostrarono
la veridicita e riproducibilita del metodo furonaefSsen e collaboratori, che misero a punto una
LC-MS/MS in condizioni alcaline con un limite dlevamento (LOD) di 2 ug AZA1/kg di polpa di
mollusco (Gerssen et al., 2009). Il successo distpugruppo nell'accreditare la metodologia,
dimostro I'effettiva applicabilita della tecnicaimogrammi di monitoraggio.

Dal 2001 al 2011 l'autorita per la sicurezza alitaes irlandese decise di impiegare nei
programmi di monitoraggio una combinazione di MBALE-MS/MS. L’accordo tra le due
metodologie in quel periodo risulto pari al 93% ¢elet al., 2014).

Dal 2011, L’'UE ha scelto di utilizzare la LC-MS/M$uttosto che il MBA quale principale
metodo di monitoraggio delle tossine liofile neilaschi (Hess et al., 2014).

Nell’ambito del progetto ASTOX e stata, inoltre, successo la purificazione e l'isolamento
di AZAl, AZA2 ed AZA3 al fine di ottenere del RMslisponibile sul mercato, che funga da
calibratore per le tecniche strumentali e permétteonfronto dei risultati tra piu laboratori.
Nelllambito dello stesso progetto € stato ottentrmnite analisi LC-MS/MS e conferma alla LC-
FLD, anche del RMs matrice, che torni utile nelimied le performancedei metodi analitici, come
le procedure estrattive, la valutazione di effetéitrice e I'accuratezza della metodologia (Hess et
al., 2007).

Si sono cercate anche metodologie alternative effizaci per il rilevamento degli AZAs. La
presenza del gruppo carbossilico terminale e damnmina ciclica offriva del potenziale per una
derivatizzazione chimica seguita da metodologiematografiche abbinate a rilevamento con
ultravioletti (UVD) o a fluorescenza (FLD). Receminte € stato applicato con successo agli AZAs
un metodo HPLC-FLD, in precedenza utilizzato p&A’ e i suoi derivati, che prevede la
derivatizzazione dell'acido carbossilico terminate 9-antrialdiazometano seguita da HPLC-FLD.
Il metodo se pur laborioso nelle fasi di estrazienpurificazione, non risente di effetti matrice e
offre un’alternativa per la quantificazione degiAs (McCarron et al., 2011).

Forsyth e colleghi hanno sviluppato un anticorpec#iro per una porzione della struttura
comune a tutti gli AZAs usando apteni sintetici, insaggio nella sua forma attuale non e ancora
abbastanza sensibile per analisi di routine nalirgibrsyth et al., 2006).

Invece, nel 2015, il gruppo Samdall e collaborat@i messo a punto un interessante test
ELISA, che lavora in unrange di concentrazioni 0.45-8.6 ng/mL e mostra un kemi
guantificazione (LOQ) pari a 57 pug di AZA equivdigtg di polpa di mollusco, ben al di sotto del
limite massimo indicato dall’'UE. Il test ha una baaeattivita crociata per AZAl, AZA10, AZA33,
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AZA34 e 37epiAZAl. L’analisi di mitili irlandesi contaminati,ig cotti che crudi, ha dato risultati
simili, dimostrando che il test € in grado di rde& anche i 22-carbossi-metaboliti degli AZAs (es.
AZA17 e AZA19), che si formano soprattutto dopatdtura. Si € vista un’eccellente correlazione
tra i risultati del metodo ELISA e la LC-MS/MS, sier mitili contaminati sia naturalmente che
artificialmente. Il test ELISA puo, quindi, tornauéle sia ai fini del monitoraggio sia per anasi
metabolismo degli AZAs (Samdall et al., 2015).

1.8. REGOLAMENTAZIONE DEGLI AZAs

Il primo studio di valutazione del rischio legatgliaAZAs fu condotto dallaFood Safety
Autority irlandese (FSAI) nel 2001, la quale concluse cbeé fig AZAs/kg polpa di mollusco
dovevano essere la soglia sopra la quale nonificeea AZP (FSAI, 2001).

Sempre nel 2001 European working grougeU WG 2001 stabili che la minima dose a cui Si
osservano effetti avversi (LOAEL) per gli AZAs fessompresa tra 23 ed 86 pg/persona
(applicarono un fattore di sicurezza 3 per compens@a suscettibilita individuale), quindi un
guantitativo di 80 pg AZAs /kg polpa di molluscovéwa assicurare I'assenza di AZP. Tuttavia, il
fatto che all'epoca il MBA fosse il metodo di rifierento, portd 'UE a raddoppiare il limite per
sicurezza (a 160 pg AZAs /Kg polpa di mollusco)llansperanza che I'eventuale presenza di
tossina fosse rilevata dal test (Furey et al., 2010

Il gruppo di esperti del’UE che si riuni nel 2008antenne la LOAEL stabilita dal EU WG
2001, ma raccomando di applicare un fattore direzza 10, visto il basso numero di persone
colpite da questa intossicazione. Ricavarono use douta di riferimento (ARfD) di 0.04 ug AZAs
/kg di peso corporeo, calibrandoli su una persomeesb medio di 60 kg (2.4 ug AZAs in un adulto
medio). Quindi il livello guida (GL) di AZAs cheaavarono in tre diverse porzioni di molluschi fu:
24 ug /100 g di mitili, 9.6 pug /250 g di mitili e36ug /350 g di mitili (FAO/IOC/WHO, 2004).

Il gruppo EU WG 2005 mantenne la LOAEL stabilitd 20801, ma ridussero di nuovo |l
fattore di sicurezza a tre, poiché c’erano pochi dantossicazione rispetto a milioni di tonnedat
di molluschi consumati ogni anno. Ricavarono undsB2 pug AZAs /kg polpa di molluschi (Furey
et al., 2010).

Nel 2006 la FSAI condusse una nuova valutazioneisighio, scoprendo che, quando i mitili
venivano bolliti, vi era un raddoppio della conecamtone di AZAs nella polpa; quindi rividero la
LOAEL portandola a 55.1-253.3 pg/persona. Con uadiandi 113.4 pg/persona, calcolarono una
ARTD di 38 pg AZAs /kg di peso corporeo ed un GL18i pg AZAs /250 g di mitili (Hess et al.,
2005, Furey et al., 2010).
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Nel 2008 I'EFSA, basandosi su tutti i dati a dispmse, stabili che il limite regolatorio di
160 pg AZA1 equivalenti/kg polpa di mollusco fogseppo alto. Stimarono che una porzione
media di molluschi a persona si aggirasse in réaltano ai 400g, ricavando di conseguenza una
nuova ARfD di 0.2 ug AZA1 equivalenti/kg di pesaporeo. Raccomandarono quindi di abbassare
il limite di AZAs a 30 pg AZA1 equivalenti/kg polpdi mollusco, da stabilirsi via LC-MS/MS ed
impiegando RMs (EFSA, 2009b).

Tuttavia, il limite regolatorio europeo resta ditéafissato a 160 pug AZA1 equivalenti (intesi
come AZA1, 2 e 3)/kg polpa di mollusco, sebbeneiai stato un cambio riguardo al metodo di
riferimento indicato per le analisi, che non e ipMBA bensi la LC-MS/MS (EFSA, 2008).

Negli USA laFood and Drug Administratio(FDA) ha stabilito un dose che genera AZP di
0.16 ppm (es. 160 pg/kg) di AZAs equivalenti, chstanzialmente ricalca il limite europeo (Anon,
2011).

In Giappone e in molti altri paesi asiatici il métod’analisi di riferimento & ancora il MBA,
con un limite di rilevamento di 160 pg di AZAl egalenti/kg di polpa di mollusco, per cui il
limite regolatorio puo essere considerato — anglypiesto caso — pari a quello europeo (Hess et al.,
2009).
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2. SCOPO
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Gli AZAs sono una famiglia di tossine marine pareie, che comprende piu di 30 analoghi.
Sono prodotte da dinoflagellati, tra cui alcunecspeli Azadiniumed Amphidomatuttavia alcuni
analoghi sono originati da processi di biotrasfanimae nei molluschi. Queste biotossine si
accumulano nei prodotti ittici, soprattutto nei ithitrappresentando un potenziale pericolo per la
salute umana. Nell'uomo, l'ingestione di mollusdointaminati pud provocare un’intossicazione
alimentare nota come AZP, caratterizzata da nawseato, diarrea e crampi allo stomaco.

Se inizialmente la presenza degli AZAs sembravaarndare solo le acque ed i molluschi dei
mari irlandesi, negli ultimi anni questi composing stati rilevati anche in Olanda, Norvegia, Gran
Bretagna, Italia, Francia, Spagna, Danimarca, n@mntlAsia, Africa ed America; sono pertanto un
problema diffuso a livello mondiale.

Attualmente, solo AZAl, AZA2 ed AZA3 sono regolartegn dal’lUE come contaminati
alimentari, con un livello massimo ammissibile @0]ug equivalenti di AZA1/kg di parti edibili di
molluschi. Dai pochi studi di tossicita nel topgeguito di somministrazione i.p., & stata defitdta
potenza tossica dei tre analoghi (AZA2>AZA3>AZAX), en base ad essa, sono stati ricavati |
relativi fattori di equivalenza tossicadqxic Equivalency FactorsTEFs), pari a 1.0, 1.8 e 1.4 per
AZAl, AZA2 ed AZAS3, rispettivamente. Questi val@ono attualmente utilizzati per quantificare
gli equivalenti di AZA1 nella polpa dei molluschiuttavia, poiché I'esposizione a queste tossine
awvviene per ingestione, i TEFs andrebbero calcatativerso studi comparativi di tossicita per via
orale.

Pertanto, il principale scopo di questa tesi elquadndurre degli studi di tossicita acuta nel
topo per os di AZAl, AZA2 ed AZA3 al fine ultimo deefinirne i TEFs in seguito ad esposizione
orale. Nonostante i sintomi da AZP siano perlopastintestinali, studi di tossicita orale ed
intraperitoneale suggeriscono che il fegato possare uno dei possibili organi bersaglio di tali
tossine.

Considerando che il meccanismo d'azione degli AAds e ancora noto, lo scopo della
seconda parte di questa tesi € quello di carattaemn vitro gli effetti a livello epatico degli AZAs,
al fine ultimo di fornire le basi molecolari pemfzzare un possibile meccanismo d’azione. A tale
scopo verranno utilizzate due linee cellulari egfaiumane, la linea non tumorale IHH e la linea

tumorale HepG2.
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3. MATERIALI E METODI
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3.1. STUDI DI TOSSICITA’ IN VIVO

3.1.1. Tossine ed altri reagenti

AZAl, 2 e 3 sono stati gentilmente forniti dallatDssa Jane Kilcoyne (Marine Institute,
Rinville, Irlanda) ed isolati daMytilus edulis come precedentemente riportato (Kilcoyne et al.
2012). La loro purezza (>95%) e stata confermataite LC-MS/MS e NMR. Tutti i solventi sono
stati acquistati da Labscan (Dublino, Irlanda). @tri reagenti chimici sono stati acquistati da

Sigma Aldrich (Milano, Italia e Steinheim, Germgnia

3.1.2. Animali

| topi femmina CD-1 (18-20 g, 4 settimane d'etanostati acquistati dalla Harlan
Laboratories (San Pietro al Natisone, Udine, [Jaliono stati stabulati in gabbie delle dimensioni
di 26.7 x 20.7 x 14.0 cm, contenenti una lettiaraadjatura d’abete depolverizzata, ed acclimatati
per 2 settimane prima degli esperimenti, in comdizdi temperatura (21+1° C) ed umidita (60-
70%) controllate, con un ciclo fisso di luce adidie (07:00-19:00). L’alimentazione degli animali
era costituita da mangime pellettato per roditaiarhetro: 14 mm), fornito dalla Harlan
Laboratories, la cui composizione, dichiarata dditta produttrice, e la seguente: proteine (18,5%)
grassi (5.5%), fibre (4.5%), ceneri (6.0%), compdnaon azotati (53.5%), acqua (12.0%). Gli
animali sono stati privati del cibo 3 ore primaldedomministrazione degli AZAs. Cibo ed acqua
ad libitumsono stati forniti dopo 3 ore dal trattamentoipegsto del periodo di studio.

Gli esperimenti che hanno visto I'impiego di aningd laboratorio sono stati condotti presso
I'Universita di Trieste secondo il decreto leggdidno n. 116/1992, la Direttiva UE 2010/63/UE e

la Convenzione europea ETS 123.

3.1.3. Studio di tossicita orale acuta nel topo

Gli AZAs, disciolti in tampone fosfato salindPljosphate-buffered salind®BS) pH 7.0
contenente 1'1.8% di etanolo, sono stati sommiatstnediante sonda gastriagayage (10 mi/kg)
a gruppi di 8 o 16 topi, a digiuno da 3 ore, adamgedi dosi di 135-1100 pg/kg (AZA1) o 300-
1100ug/kg (AZA2 ed AZA3). Ai topi di controllo e stat@sministrato il solo veicolo (10 mi/kg).
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| segni e sintomi di tossicita e letalita sonoisiaservati ed annotati per 24 ore (in 5 o 10 tmzé)
e fino a 14 giorni (nei topi sopravvissuti, fin@& 6/dose).

Dopo 24 ore, sottogruppi di 5 topi per dose soraii giesati e anestetizzati, mediante
somministrazione i.p. di tiletamina/zolazepam (Zibfe Milano, ltalia; 20 mg/kg) e xilazina
(Virbac, Milano, Italia; 5 mg/kg).

Campioni di sangue sono stati raccolti dall'aoddoainale per le analisi ematochimiche.
Quindi gli animali sono stati dissanguati ed i pigali organi rimossi e fissati in formalina al 10%
in tampone neutro, per l'analisi istologica. Altesso modo, gli animali morti durante il periodo di
osservazione di 24 ore, sono stati immediatameesatpe sottoposti a necroscopia; i principali
organi e tessuti sono stati rimossi e fissati pevdlutazione istologica ed il sangue raccolto per
I'analisi ematochimica.

Sottogruppi di topi sopravvissuti (fino a 3 per elosono stati sacrificati, invece, dopo 14
giorni dal trattamento con le tossine. Dopo I'esaraeroscopico, anche in questo caso i principali
organi e tessuti sono stati rimossi e fissati perdlutazione istologica ed il sangue raccoltolper

analisi ematochimiche.

3.1.4. Analisi ematochimiche

Il sangue é stato lasciato coagulare per 15 mateimperatura ambiente, quindi centrifugato
a 2.00@ per 10 minuti a 4° C. Il siero é stato consenaat80° C fino all'effettuazione dell’analisi.
Usando un analizzatore automatico (AU400 Olympusy reagenti Beckman Coulter, Milano,
Italia), sono stati determinati i seguenti paraimatmatochimici: aspartato aminotransferasi (AST),
alanina aminotransferasi (ALT), glutammato deidrage (GLDH), creatina (CPK), creatinina, ioni
Na', K*, CI, C&" e fosfato inorganico (P

3.1.5. Analisi istologiche
| principali organi e tessuti, fissati in formalinh10% in tampone neutro, sono stati disidratati,

inclusi in paraffina e tagliati in sezioni di 5 noo. Le sezioni sono state colorate con ematoasilin

eosina, quindi, é stato effettuato I'esame istdpgito cieco.

35



3.1.6. Quantificazione degli AZAs nei principali ogani/tessuti

A 24 ore dal trattamento (o al momento della mosejtogruppi di 5 topi per dosaggio sono
stati pesati e sacrificati come sopra riportatprihcipali organi e tessuti (cuore, polmoni, fegato
stomaco, intestino tenue, intestino crasso, reperm@ello) ed il contenuto intestinale sono stati
raccolti e conservati a -80° C, per quantificase¢umulo delle tre tossine.

Similmente, sottogruppi di topi sopravvissuti (fiaB per dose) sono stati sacrificati dopo 14
giorni di recupero. Nuovamente, sono stati raccblguddetti organi/tessuti ed il contenuto
intestinale e conservati a -80° C fino al momersibahalisi.

Gli organi raccolti (~0,2 g) sono stati estratthaoetanolo (1 ml), premendoli con un'asticella
d’acciaio, quindi miscelati in vortex per 1 minutccampioni sono stati, poi, centrifugati a 3900
per 5 minuti e I'estratto lasciato decantarepdllet imanente e stato estratto una seconda volta
come descritto sopra. | due estratti sono poi gtatiti e filtrati, tramite una pipetta di vetr@c un

filtro di cotone all’'estremita, in provette da HPIp@r I'analisi tramite LC-MS/MS.

3.1.7. Analisi statistica

| dati sono espressi come media + E.S. (Erroredaral). Le differenze significative tra i
controlli e i trattati sono state calcolate tranatelisi della varianzg) ad una via, seguita da test
di Dunnett per confronti multipli di dati non app8j considerando significativa una p<0.05. La
DLso(dose letale nel 50% dei topi trattati), basatadsii di mortalita raccolti nelle 24 ore, é stata

calcolata secondo il metodo Finney (1971), comtervallo di confidenza (IC) del 95%.
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3.2. STUDI DI TOSSICITA’ IN VITRO

3.2.1. Linee cellulari stabilizzate

3.2.1.1. Linea cellulare IHH

La linea cellulare IHHIMmmortalized Human Hepatocyjesuna linea immortalizzata ottenuta
mediante una transfezione stabile col plasmidenimoante SV40 di cellule epatiche sane, rimosse
chirurgicamente da un paziente maschio con can@al@n (Schippers et al., 1997). Queste cellule
crescono in adesione, a 37°C in un’atmosfera cbfoildi CQ, in terreno di coltura (TC) costituito
da DMEM (@ulbecco’s Modified Eagle’s Medium) High Glucod800 mg/l (Sigma-Aldrich,
Milano, Italia) addizionato di: 10% siero bovinotdke (FBS) (Sigma-Aldrich, Milano, Italia),
1,25% L-glutammina 200 mM (EuroClone, Milano, &li 1% penicilina 10000 Ul/ml e
streptomicina 10000 pg/ml (EuroClone, Milano, Halil,5% Herpes buffer 1 M (EuroClone,
Milano, ltalia), 0,01% insulina umana (Sigma-AldiridMilano, Italia) e 0,04% di desametasone 1
mg/ml (dex) (Sigma-Aldrich, Milano, Italia). Ogneimana viene eseguito il passaggio cellulare in
seguito al raggiungimento di una confluenza de99%.

3.2.1.2. Linea cellulare HepG2

La linea cellulare HepGZHgpatocellular carcinoma human cell line costituita da cellule
tumorali immortalizzate e stabilizzate ottenutefdghto di un ragazzo di 15 anni con un carcinoma
epatico ben differenziato. Queste cellule cresdoramesione, a 37°C, in un’atmosfera con il 5% di
CO,, in TC costituito da EMEM Minimum Essential Medium Eagl€¢Sigma-Aldrich, Milano,
Italia) addizionato di: 10% siero bovino fetale &B(Sigma-Aldrich, Milano, Italia), 1% L-
glutammina 200 mM (EuroClone, Milano, Italia), 1%nicillina 10000 Ul/ml e streptomicina
10000 pg/ml (EuroClone, Milano, Italia), 1% Na-piato 100 mM (EuroClone, Milano, Italia).
Anche per queste cellule il passaggio cellulare fietteato una volta alla settimana, al
raggiungimento di una confluenza del 90-95%.
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3.2.2. Trattamento con le tossine

AZAl, 2 e 3, con una purezza >95% confermata aHM&/MS ed alla NMR, sono stati

gentilmente forniti dalla dott.sa Jane Kilcoyne Biarine Institute di Rinville (Irlanda).
Le soluzionimadri di 132 uM (AZAl), 101 pM (AZA2) e 130 pM (AZA3) sonstate

conservate a -20°C in metanolo acquoso al 50%.

Le soluzioni di lavoracon le quali sono trattate le cellule sono stateitdiin TC (se non

altrimenti descritto) ed allestite il giorno de#ijgerimento.

3.2.3. Test di riduzione dellMTT

Il test di riduzione del’MTT €& un saggio colorimieb quantitativo basato sulla misurazione

dell'attivita mitocondriale. Il test, infatti, sftta la capacita delle deidrogenasi mitocondriali di

ridurre 'MTT, di colore giallo, a formazano, di looe viola intenso (Fig. 6). Quest'ultimo é

insolubile nellambiente intracellulare e non riesd attraversare la membrana, precipitando sotto

forma di cristalli colorati che si accumulano netlellule metabolicamente attive. Puo, quindi,

essere quantificato per via spettrofotometrica.
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Figura 6. Reazione di riduzione del’'MTT

Le cellule sono state seminate in piastre da 9&eqitizad una concentrazione di 5 x°10

cellule per pozzetto in un volume di 200 ul di TQuindi sono state esposte a concentrazioni
scalari di AZA1, 2 e 3 (1.0 x 10- 5.08 x 10*M) per 24, 48 e 72 ore. Terminato il trattamenito, i

mezzo e stato sostituito con TC fresco e le celdalro state esposte per 4 ore a 37°C ad una

soluzione sterile di MTT Thriazolyl Blue Tetrazolium Bromidé&igmaAldrich, Milano, Italia) 5
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mg/ml in PBS (20 ul/pozzetto). La piastra e stataotata dal mezzo ed i cristalli di formazano
sono stati solubilizzati con 200 pl per pozzettdidietilsolfossido (DMSO, Sigma Aldrich, Milano,
Italia). L'assorbanza e stata quindi letta allo tsp&8tometro (Microplate autoreader, Bio-tek
instruments, CELBIO, Milano, Italia) alla doppianlghezza d’onda di 540/630 nm.

| risultati sono presentati come media percentdabtivita mitocondriale rispetto ai controlli
negativi (cellule non trattate) e sono la medialdieno 3 esperimenti indipendenti + E.S. effettuati

in triplicato.

3.2.4. Test della sulforodamina B

Il test della sulforodamina B (SRB) e un saggicdabetrico quantitativo in grado di valutare
la proliferazione cellulare. Infatti, la SRB (Fif). € un aminoxantene di colore rosa brillante,the
la capacita di legarsi ai componenti proteici dekdule. Pertanto, la quantita di SRB fissata alle
cellule vive, misurata per via spettrofotometrieggroporzionale alla quantita di cellule presesti n

campione ed € un indice indiretto dell’entita dglfaliferazione cellulare (Skehan et al., 1990).

Figura 7. Struttura dells€5SRB

Le cellule sono state seminate in piastre da 9&eqitizad una concentrazione di 5 x°10
cellule per pozzetto in 200 pl di TC. Quindi, satate trattate con concentrazioni scalari di AZA1,
2 e 3 per 24, 48 e 72 ore. Successivamente, sat® fegsate con acido tricloroacetico (TCA) al
50% (50 pl/pozzetto, 1 ora, 4°C). Sono stati queftittuati due lavaggi con acqua bidistillata (100
MI/pozzetto) per rimuovere i residui di TCA ed &tataggiunta una soluzione di SRB 0,4% in acido
acetico 1% (100 pl/pozzetto) per 30 minuti a terappea ambiente. Sono seguiti altri 3 lavaggi con
acido acetico 1% (100 pl/pozzetto). Quindi, la SRBata é stata solubilizzata con 200 pl per
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pozzetto di una soluzione 1M di tris-idrossimetil-aminometano (TRIS). L'assorbanzaataspoi
letta allo spettrofotometro alla lunghezza d’ond&#D nm.

| risultati sono presentati come media percentuwhlgroliferazione cellulare rispetto ai
controlli negativi (cellule non trattate) e sonaradia di almeno 3 esperimenti indipendenti = E.S.

effettuati in triplicato.

3.2.5. Inibizione della catena di trasporto deglilettroni

3.2.5.1. Inibizione con rotenone

Il rotenone (Fig. 8) e un insetticida ed acaricidéurale, a largo spettro d'azione, costituisce il
piu potente rappresentante dei rotenoidi, una fienidi isoflavonoidi estratti dalle piante
Leguminoseed € un inibitore della NADH-deidrogenasi, osdiacamplesso | della catena di
trasporto mitocondriale. Pertanto, al fine di vatat se 'azione degli AZAs interferisse con la
normale attivita del complesso |, si é valuta lpadta di questo composto di ridurre gli effettglie

AZAs dopo 24 ore di trattamento.

CH»

Figura 8. Struttura molecolare debtenone

Le cellule sono state seminate in piastra da 9&eitizad una concentrazione di 5 x>10
cellule/pozzetto in 200 pl di terreno. Sono statetrpttate per un’ora con 20 pl di una soluzione
10x di rotenone (concentrazione finale in pozz&itpM) e successivamente esposte per 24 ore agli

AZAs. Gli effetti sono stati valutati tramite tefl'MTT.
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3.2.5.2. Inibizione con tenoiltrifluoroacetone

Il tenoiltrifluoroacetone (TTFA, Fig. 9) €, invecen inibitore della succinato deidrogenasi.,
ovvero il complesso Il della catena di trasporttogondriale. Al fine di verificare se I'azione degl
AZAs interferisse con la normale attivita del coegdo Il, si € valutata la capacita di questo

composto di ridurre gli effetti AZA-mediati in seitua 24 ore di trattamento.

/[ \

S CF3
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Figura 9. Struttura molecolare del tenoiltrifluoroacetone

Le cellule sono state seminate in piastra da 9&eitizad una concentrazione di 5 x>10
cellule/pozzetto in 200 pl di terreno. Sono statetrpttate per un’ora con 20 pl di una soluzione
10x di TTFA (concentrazione finale in pozzetto: Mjre successivamente esposte per 24 ore agli
AZAs. Gli effetti sono stati valutati tramite tedg|'MTT.

3.2.5.3. Inibizione con antimicina-A

L’antimicina-A (Fig. 10) € un antibiotico prodottta varie specie détreptomyceed inibisce
la citocromo c reduttasi, ossia il complesso lllaleatena di trasporto degli elettroni. Per appara
se l'attivita degli AZAs coinvolgesse il complesdh si é testata la capacita dell'antimicina-A di
ridurre gli effetti degli AZAs dopo 24 ore d’espoisine delle cellule a queste tossine.

Figura 10. Struttura molecolare dell’antimicina-A
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Le cellule (5 x 1&/pozzetto) sono state seminate in piastra da 98epm 200 pl di terreno.
Sono state pretrattate per un’ora con 20 ul disotazione 10x di antimicina-A (concentrazione
finale in pozzetto: 20 uM), quindi esposte agli AZper 24 ore. Gli effetti sono stati osservati
tramite test del’MTT.

3.2.5.4. Inibizione con sodio azide

L’azoturo di sodio o sodio azide (Na@NFig. 11) € il sale di sodio dell’acido azotidried un
inibitore della citocromo c ossidasi, complessalBlla catena di trasporto mitocondriale.

Al fine di verificare se I'azione degli AZAs interfisse con la funzionalita del complesso 1V,
si € valutato se la NaNosse in grado di ridurre gli effetti degli AZAdppo un’esposizione delle
cellule a queste tossine per 24 ore.

+

Na

N=N=N

Figura 11. Struttura molecolare del sodio azide

L’analisi & stata eseguita in piastra da 96 pozztminando 5 x FOcellule per pozzetto in
200 pl di terreno. Si sono pretrattate le cellwde ygpn’ora con 20 pl di una soluzione 10x di NaN
(concentrazione finale in pozzetto: 150 uM). Quisdisono esposte le cellule a concentrazioni

scalari dei tre AZAs per 24 ore. Se ne sono paitadilgli effetti tramite test del’'MTT.

3.2.5.5. Inibizione con oligomicina A

L'oligomicina A (Fig. 12) € un antibiotico macradigporodotto da varie specie Sireptomyces
ed € un inibitore dell’ATP-sintasi, pompa protonitaipo F, che trasporta i protoni prodotti nel
trasporto degli elettroni attraverso la membranaocondriale secondo il gradiente protonico
instauratosi, producendo cosi ATP.

Al fine di verificare se l'azione degli AZAs intenfisse con la normale attivita dellATP-
sintasi, si € andati a valutare se I'oligomicindo&se in grado di ridurre gli effetti degli AZAs in

seguito a 24 ore di trattamento.
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Figura.12. Struttura molecolare dell’oligomicina A

Il test & stato eseguito seminando le cellule (B0Xpozzetto) in 200 pl di terreno in una
piastra da 96 pozzetti. Prima dell’esposizione AglAs, le cellule sono state pretrattate per un’ora
con 20 pl di una soluzione 10x di oligomicina A rfcentrazione finale in pozzetto: 1 uM). Le
cellule sono state trattate con concentrazioniascdl AZAl, 2 e 3 per 24 ore, quindi se ne sono

valutati gli effetti con test dellMTT.

3.2.6. Valutazione del ruolo dello squilibrio protmico

La nigericina (Fig.13), antibiotico carbossilico liptere prodotto da Streptomyces
hygroscopicusé uno ionoforo in grado di controbilanciare gjudibri protonici mediante gli ioni
K* con un meccanismo di tipo antiporto.

Al fine di verificare se I'azione degli AZAs dipeggke da un aumento della permeabilita della
membrana mitocondriale per gli ioni"He stata valuta la capacita della nigericina dimie gli
effetti degli AZAs in seguito a 24 ore di trattanen

Figura 13. Struttura molecolare dellagericina.
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Le cellule sono state seminate in piastra da 9&gitzcon una concentrazione di 5 x°10

cellule per pozzetto in 200 ul di terreno. Sondespaetrattate per un’ora con 20 pl di una soluzion

10x di nigericina (concentrazione finale in pozae& pM), quindi esposte a concentrazioni scalari

degli AZAs per 24 ore. Gli effetti sono stati pailwtati con il test del’'MTT.

3.2.7. Terreniion-free per cellule IHH

Per valutare il possibile ruolo di alcuni ioni (N&K*, C&* e CI) presenti nel mezzo

extracellulare sugli effetti citotossici AZA-mediasono stati allestiti dei terreni privi di tabni ed

un terreno di controllo.

3.2.7.1. Terreno di controllo

La formulazione del terreno di controllo € la segaee

>

YV V.V V V V V V

>

140 mM NacCl (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);

4.4 mM KCI (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);

2.5 mM CaClJ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);

1.2 mM MgSQ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);

1.2 mM KH,PQOy (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);

10 mM HEPES (Boehringer Mannheim GmbH, Milano,i#gl

4500 mg/l D-glucosio (Sigma-Aldrich, Milano, Itdlja

1.25 % L-glutammina 200 mM (EuroClone, Milano, it

1% penicillina 10000 Ul/ml e streptomicina 10000migEuroClone, Milano, Italia);
10 nM insulina umana (Sigma-Aldrich, Milano, Itglia

Da portarsi a volume con acqua bidistillata ed a/pH

Al momento dell'utilizzo, va aggiunto lo 0.04% dexd 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Milano,

Italia). La soluzione va, quindi, sterilizzata fiirazione e conservata a 4°C.
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3.2.7.2. Terreno Nafree

Il terreno Na-free & costituito da:
» 4.4 mM KCI (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
2.5 mM CaClJ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
1.2 mM MgSQ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
1.2 mM KH,PQOy (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
140 mM N-metil-D-glucamina (Sigma-Aldrich, Milanthalia);
10 mM HEPES (Boehringer Mannheim GmbH, Milano,idgl
4500 mg/l D-glucosio (Sigma-Aldrich, Milano, Itdlja
1.25 % L-glutammina 200 mM (EuroClone, Milano, it
1% penicillina 10000 Ul/ml e streptomicina 10000migEuroClone, Milano, Italia);

YV V.V V V V V V

» 10 nM insulina umana (Sigma-Aldrich, Milano, It3lia

Da portarsi a volume con acqua bidistillata ed a7/pH

Al momento dell'utilizzo, va aggiunto lo 0.04% dexd 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Milano,

Italia). La soluzione va, quindi, sterilizzata fiirazione e conservata a 4°C.

3.2.7.3. Terreno CGa-free

Il terreno C&'-free & costituito da:
» 140 mM NaCl (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
4.4 mM KCI (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
1.2 mM MgSQ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
1.2 mM KH,PQOy (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
10 mM HEPES (Boehringer Mannheim GmbH, Milano,i#gl
4500 mg/l D-glucosio (Sigma-Aldrich. Milano, Itdlja
1.25 % L-glutammina 200 mM (EuroClone, Milano, it
1% penicillina 10000 Ul/ml e streptomicina 10000migEuroClone, Milano, Italia);

YV V V V V V VY

» 10 nM insulina umana (Sigma-Aldrich, Milano, It3lia

Da portarsi a volume con acqua bidistillata ed a7/pH

Al momento dell'utilizzo, va aggiunto lo 0.04% dexd 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Milano,

Italia). La soluzione va, quindi, sterilizzata fiirazione e conservata a 4°C.
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3.2.7.4. Terreno kfree

Il terreno K'-freeé costituito da:
» 140 mM NaCl (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
2.5 mM CaClJ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
1.2 mM MgSQ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
1.2 mM NaHPQ, (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
10 mM HEPES (Boehringer Mannheim GmbH, Milano,i#gl
4500 mg/l D-glucosio (Sigma-Aldrich, Milano, Italja
1.25 % L-glutammina 200 mM (EuroClone, Milano, it
1% penicillina 10000 Ul/ml e streptomicina 10000mky(EuroClone, Milano, Italia);

YV V. V V V V V

» 10 nM insulina umana (Sigma-Aldrich, Milano, It3lia
Da portarsi a volume con acqua bidistillata ed a7/pH

Al momento dell'utilizzo, va aggiunto lo 0.04% dexd 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Milano,

Italia). La soluzione va, quindi, sterilizzata fiirazione e conservata a 4°C.

3.2.7.5. Terreno Cifree

Il terreno Cl-free e costituito da:
» 1.2 mM MgSQ (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
1.2 mM KH,PQOy (Sigma-Aldrich, Milano, Italia);
140 mM NaNQ (Roth, Milano, Italia);
2.5 mM Ca(NQ), (Roth, Milano, Italia);
10 mM HEPES (Boehringer Mannheim GmbH, Milano,i#gl
4500 mg/l D-glucosio (Sigma-Aldrich, Milano, Itdlja
1.25 % L-glutammina 200 mM (EuroClone, Milano, it
1% penicillina 10000 Ul/ml e streptomicina 10000mk(EuroClone, Milano, Italia);

YV V. V V V V V

» 10 nM insulina umana (Sigma-Aldrich, Milano, It3lia

Da portarsi a volume con acqua bidistillata ed a7pH

Al momento dell'utilizzo, va aggiunto lo 0.04% dexd 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Milano,

Italia). La soluzione va, quindi, sterilizzata fiirazione e conservata a 4°C.
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Negli studi atti a valutare il ruolo dei suddettni sulla modulazione dell’effetto
mitocondriale degli AZAs, le cellule IHH sono stateminate in piastra da 96 pozzetti come
precedentemente descritto, ma il comune TC (200optktto) e stato sostituito dallo specifico
terreno ionfree In seguito, le cellule sono state esposte a ecdracaoni scalari dei tre AZAs (1.0 x
107 - 5.08 x 10*M) per 24 ore e gli effetti sono stati valutati rizede test del’'MTT. Le curve
ottenute in presenza dei terreni iilvae sono state poi confrontate con quella ottenutaré@senza
del terreno di controllo.

3.2.8. Valutazione del ruolo di specifici trasportsori per lo ione K*

Al fine di valutare il ruolo di specifici traspottai per lo ione K nel modulare gli effetti degli
AZAs, si sono preincubate le cellule IHH con divarsbitori od attivatori di tali trasportatori e
successivamente le si e esposte a diverse cormienirdegli AZAs per 24 e 72 ore. | trasportatori
presi in considerazione sono: i canali voltaggioedidenti per il K sensibili allATP (Katp), i
canali ether-a-go-go related genfhERG) e la pompa N&* ATPasi (NaKA), presenti sulla

membrana delle cellule epatiche.

3.2.8.1. Modulazione dei canalp¥

Il coinvolgimento dei canali p nell’attivita degli AZAs é stato valutando sia neette un
inibitore che un attivatore di questi canali. Inrtmalare, come inibitore e stata usata la
glibenclamide (Fig. 14), una solfonilurea di se@ndenerazione, usata come farmaco

ipoglicemizzante, mentre come attivatore il mindxidrig.15), un farmaco vasodilatatore, che

2 2. 0
O

attiva i canali Krp.

o /\/O/
Cl N

H
OCH3

Figura 14. Struttura molecolare della glibenclamide
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Figura 15. Struttura molecolare del minoxidil

Il test & stato eseguito seminando le cellule (B0¥pozzetto) in 200 pl di terreno in una
piastra da 96 pozzetti. Prima dell’esposizione AglAs, le cellule sono state pretrattate per un’ora
con 20 ul di una soluzione 10x di glibenclamiden@antrazione finale in pozzetto: 100 uM) o con
20 pl di una soluzione 10x di minoxidil (concentaae finale in pozzetto: 100 pM). Le cellule
sono state trattate con concentrazioni scalariZh® 2 e 3 per 24 e 72 ore, quindi se ne sono

valutati gli effetti con test dellMTT.

3.2.8.2. Modulazione dei canali hERG

Anche il ruolo dei canali hERG nel modulare l'attivdegli AZAs é stato indagato sia
mediante I'utilizzo di un inibitore che di un atitore. Quale inibitore € stata utilizzata la cigdgor
(Fig.16), farmaco agonista serotoninergico, meotm@e attivatore € stata impiegata la 1,3-bis-(2-

idrossi-5-trifluorometil-fenil)-urea (NS-1643, Fi§j7), un farmaco della famiglia delle difeniluree.

5
0 N0

cl \ O
HoN ocH, OCHs

Figura 16. Struttura molecolare del cisapride.
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Figura 17. Struttura molecolare dell’ NS-1643

Anche in questo caso I'esperimento & stato esegaitinando le cellule (5 x ¥Pozzetto) in
200 pl di terreno in una piastra da 96 pozzetticédule sono state pretrattate per un’ora conl20 p
di una soluzione 10x di cisapride (concentrazianald in pozzetto: 5 pM) o con 20 pl di una
soluzione 10x di NS-1643 (concentrazione finalpazzetto: 30 uM), prima di essere trattate con
concentrazioni scalari di AZA1, 2 e 3 per 24 e T@. &li effetti sono stati nuovamente valutati
tramite test del'MTT.

3.2.8.3.Modulazione della NaKA

La NaKA e proteina integrale di membrana, fondamentper il mantenimento delle
concentrazioni citoplasmatiche degli ioni'™NaK'. Il suo ruolo nel modulare I'attivita degli AZAs
e stato valutando impiegando un suo noto inibit@eyuabaina (Fig. 18). Si tratta di un glicoside
cardioattivo, usato contro aritmie e fibrillazioo&diache, di cui da tempo si conosce la capacita d

occupare un sito extracellulare della pompa, blodok.

OH

Figura 18. Struttura molecolare della ouabaiana
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Le cellule sono state seminate (5 X/p0zzetto) in piastra da 96 pozzetti in 200 pledigno,
quindi pretrattate per un’ora con 20 pl di una zmine 10x di ouabaina (concentrazione finale in
pozzetto: 10 uM) ed, in seguito, esposte a congentni scalari di AZAl, 2 e 3 per 24 e 72 ore.

Come negli altri esperimenti, gli effetti sono statiutati tramite test del’MTT.

3.2.9. Analisi statistica

Se non diversamente specificato, i risultati sores@ntati come media percentuale + E.S. di
almeno 3 esperimenti indipendenti eseguiti in icgib. | dati sono stati analizzati mediante
ANOVA a due vie e Bonferroni post-test (Prism Griapt Inc., San Diego, California) e differenze
significative sono state considerate per p<0.0¥albri di EGy sono stati calcolati mediante

regressione non lineare a quattro parametri (P@saphPad Inc., San Diego, California).
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4. RISULTATI
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4.1. STUDI DI TOSSICITA’ IN VIVO

4.1.1. Letalita

Entro 24 ore della somministrazione acuta per vaeodi AZA1 (135-1100 pg/kg), AZA2
(300-1100 pg/kg) o AZA3 (300-1100 p g/kg), effédtiali sono stati rilevati a partire dalle dosi di
230 pg/kg (AZA1, 2/16 topi), 500 pg/kg (AZA2, 3/16pi) e 650 ng/kg (AZA3, 1/16 topi).
Trascorse 24 ore, nei sottogruppi di animali sogssuti e tenuti in osservazione fino a 14 giorni,
effetti letali si sono manifestati solo entro 3@ @ seguito della somministrazione di AZA1, alle
dosi di 300, 390, 650 and 850 pg/kg (2 animaligi@scuna dose) (Tab. 2).

Dai dati di letalita entro 24 ore, sono stati chltia valori di DLsp (dose letale per il 50 %
degli animali trattati) per le tre tossine, pad48 pg/kg (intervallo di confidenza al 95%, 95% IC:
350-561 pg/kg), 62¢g/kg (95% IC: 430-911 pg/kg) e 875 pg/kg (95% 167-2010 pg/kg), per
AZAl, 2 e 3 rispettivamente (Tab. 3). La letaliiagdesti composti dopo somministrazione orale
nel topo é pertanto risultata essere AZA1>AZA2>AZ&\3Xulla base dei valori di 4, sono stati
calcolati i TEFs (fattori di equivalenza tossiqagsi a 1.0 (AZA1), 0.7 (AZA2) e 0.5 (AZA3).

Tabella 2. Letalita e tempi di sopravvivenza dei topi dopo sunistrazione orale degli AZAs.

Tossina Dose f1g/kg) Letalita entro 24 h Letalita entro 30 h Totale Tempo di sopravvivenza (h:min)
AZAl 135 0/16 0/16 0/16
175 0/16 0/16 0/16
230 2/16 0/16 2/16 23:42 - 23:49
300 4/16 2/16 6/16 da 11.55 a 24:44
390 11/16 2/16 13/16 d 12:08 a29:12
500 12/16 0/16 12/16 da 08:30 a 22:54
650 5/8 2/8 718 da 08:22 a 24:23
850 5/8 2/8 718 da 00:23 a 26:31
1100 8/8 0/8 8/8 da 00:56 a 09:01
AZA2 300 0/16 0/16 0/16
390 0/16 0/16 0/16
500 3/16 0/16 3/16 da 09:47 a 21:50
650 13/16 13/16 13/16 da 13:20 a 23:07
850 11/16 11/16 11/16 da 07:45 a 23:11
1100 16/16 16/16 16/16 da 01:38 a 23:42
AZA3 300 0/16 0/16 0/16
390 0/16 0/16 0/16
500 0/16 0/16 0/16
650 1/16 0/16 1/16 01:37
850 11/16 0/16 11/16 da 00:54 a 23:40
1100 12/16 0/16 12/16 da 00:28 a 19:06
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Tabella 3.DLsp e TEFs entro 24 h dalla somministrazione oralezi1, 2 e 3 nel topo.

Tossina DL 50 (ng/kg) TEFs
AZAl 443 1.0
AZA2 626 0.7
AZA3 875 0.5

4.1.2. Segni e sintomi di tossicita

Nei topi trattati con ciascuna delle tossine, pride#la morte, si sono osservati: immobilita,
tremori, respiro addominale, ipotermia e cianodia Alose maggiore di AZAl (1100 pg/kg) e a
dosi maggiori di 850 pug/kg di AZA3 é stato ossesvahchejumping mentre nessun topo ha
sviluppato diarrea, tipica nelle intossicazioni m@a

| topi sopravvissuti al trattamento ed osservati p& giorni non hanno invece manifestato
sintomi o segni di tossicita. Anche il consumo gaiero di cibo ed il peso corporeo erano analoghi
a quelli degli animali di controllo.

4.1.3. Esame necroscopico

L’analisi autoptica ha rivelato alterazioni macrgsiche solo nei topi morti spontaneamente o
in quelli sacrificati a 24 ore dalla somministragodelle tossine. In particolare, il fegato e tesial
rigonfio e pallido nei topi morti dopo almeno 5 @& trattamento o in quelli sacrificati a 24 aae,
partire dalle dosi di 175 pg/kg di AZAl, 500 ng/MgAZA2 e 600 pg/kg di AZA3 (Fig. 19).
Inoltre, & stato registrato un significativo aunterdel peso del fegato: a seguito della
somministrazione di AZA1, si e registrato un auroesel peso dell’'organo compreso tra 29 % (135
pna/kg) e 70 % (300 pg/kg), mentre nei topi trattain AZA2 o AZAS il peso del fegato era
aumentato del 22-58 % (AZA2, 300-650 pg/kg) e debl % (AZA3, 390-650 pg/kg) (Tab. 4).

Alle dosi letali di ciascuna tossina, lo stomac@masentava rigonfio, con presenza di gas,
liquido e contenuto gastrico solido, talvolta assth@d arrossamento della parete gastrica. Altvel
del tratto intestinale, & stata inoltre evidenzidilatazione dell'intestino tenue, associata ad
arrossamento della parete intestinale e presenza ghateriale fluido sanguinolento nel lume (Fig.
19).

Nei topi sopravvissuti al trattamento e sacrificdtbpo 14 giorni, l'autopsia non ha

evidenziano alterazioni macroscopiche.
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Figura 19. Fegato e tratto gastrointestinale di un topo diradio (A) e di un topo trattato con
AZA1 (230 pg/kg) (B).

Tabella 4.Peso del fegato a 24 ore dalla somministrazione degli AZAs nel topo.

AZAl AZA2 AZA3
Dose
Ik N° Peso fegato (9) N° Peso fegato () N° Peso fegato ()
(hg/kg) topi : topi _ , _
P Mediaz E.S. P Mediaz E.S. topi Mediaz E.S.
0 10 0.8639+ 0.0470 10 0.8721+ 0.0423 10 0.8824+ 0.0335

135 10 1.1126+ 0.0450* - - - -
(29 %)

175 10 1.1416+ 0.0483* == == == ==
(32 %)

230 10 1.2286+ 0.0807* == = == =
(42 %)

300 10 1.4716% 0.0559* 10 1.0648+ 0.0613* 10 0.9118+ 0.0848
(70 %) (22 %) 3 %)

390 11 1.3031+ 0.0387* 10 1.0823+ 0.0411* 10 1.0312+ 0.0738*
(51 %) (24 %) (17 %)

500 12 1.3423+ 0.0568* 10 1.3035+ 0.0457* 10 1.1457+ 0.0592*
(55 %) (49 %) (30 %)

650 5 1.3574+ 0.0948* 13 1.3791+ 0.0569* 10 1.4175+ 0.0672*
(57 %) (58 %) (61 %)

850 5 1.3612+ 0.0718* 11 1.3604+ 0.0732* 11 1.1656+ 0.0796*
(58 %) (56 %) (32 %)

1100 8 1.2534+ 0.0602* 16 1.2449+ 0.0737* 12 1.2503+ 0.0581*
(45 %) (43 %) (42 %)

Tra parentesi: differenza % rispetto ai contrdfik0.01 all’analisi della varianza, rispetto ai tatli.
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4.1.4. Analisi ematochimiche

Le analisi ematochimiche nei topi morti entro 24 orsacrificati a 24 ore hanno rilevato, a
tutte le dosi delle tre tossine, un significativoreento dei livelli sierici delle transaminasi (aspto
aminostransferasi, AST ed alanina aminotransferAti]) e della glutammato deidrogenasi
(GLDH), indici di danno epatico. In particolareAZAL1 (135-1100 pg/kg) ha indotto un aumento
di ALT compreso tra il 423% (135 pg/kg) ed il 35106860 pg/kg). L'incremento dei livelli di AST,
invece, era compreso tra 93% (135 pg/kg) e 160036 (y/kg), mentre quello della GLDH era
compreso tra 595% (135 pg/kg) e 7263% (650 pglkag)somministrazione di AZA2 (300-110
pna/kg) ha indotto un aumento dei livelli sierici ALT compresi tra 376% (300 pg/kg) e 2416%
(850 pg/kg), mentre l'aumento dei livelli di ASTGLDH era compreso negli intervalli di 314-
3498% (390-850 pg/kg) e 356-5379% (300-850 pgligpettivamente. AZA3 (300-1100 pg/kg)
ha determinato degli incrementi nei livelli sieridi ALT, AST e GLDH che raggiungevano
rispettivamente il 487% (1100 pg/kg), 430% (850kgik 418% (500 ug/kg) (Fig. 20).

Inoltre, nei topi trattati con ciascuna tossinacsaiati rilevati dei significativi aumenti nei
livelli sierici dello ione potassio. In particolaraei topi trattati AZA1, l'incremento della
potassiemia e stato registrato a partire dalla doS60 pg/kg ed era compreso tra il 18 % e I'80 %.
Alle stesse dosi, nei topi trattati con AZA2 l'ieonento degli ioni Kera compreso tra il 31% ed il
53%, mentre quello rilevato nei topi trattati COAAS era inferiore (11-22%) (Fig. 21).

Entro 24 ore, la somministrazione degli AZAs non ihaece influenzato in maniera
significativa gli altri parametri ematochimici arzati (creatin fosfochinasi, CPK; creatinina, ioni
sodio, potassio, cloro, calcio e fosfato inorgaph{€ag. 20-21).

A 14 giorni dalla somministrazione delle tossin@nnsono state registrate differenze

significative nei parametri ematochimici rispettqueelli degli animali di controllo.
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| m Controlli W AZA1 135 ug/kg
9000

B AZA1 175 ug/kg B AZA1 230 ug/kg A
8000 4 M AZA1 300 ug/kg M AZA1 390 ug/kg

B AZA1 500 ug/kg M AZA1 650 ug/kg
7000 7 1 AzZA1 850 ug/kg ™ AZA1 1100 ug/kg

Concentrazione dell'enzima (1U/1)

GLDH AST ALT CPK
10000
M Controlli B AZA2 300 ug/kg
9000 1™ m AzA2 390 ug/kg B AZA2 500 ug/kg B

8000 4 ™ AZA2 650 ug/kg B AZA2 850 ug/kg
W AZA2 1100 ug/kg

GLDH AST ALT CPK
10000
M Controlli B AZA3 300 ug/kg

9000 7 m AZA3 390 ug/kg M AZA3 500 ug/kg
< 8000 B AZA3 650 ug/kg H AZA3 850 ug/kg C
) = AZA3 1100 ug/kg
E 7000 -
b

GLDH AST ALT CPK

Figura 20. Livelli sierici di GLDH, AST, ALT e CPK a 24 oreatla somministrazione orale
di AZAl (A), AZA2 (B) o AZA3 (C). | dati sono la miBa + E.S. di 5 valori, * p < 0.05

all'analisi della varianza, rispetto ai controlli.
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Figura 21. Livelli sierici di creatinina e ioni NaK*, CI, C&" e fosfato inorganico a 24 ore
dalla somministrazione orale di AZA1l (A), AZA2 (B)AZA3 (C). | dati sono la media +
E.S. di 5 valori, * p < 0.05 all’analisi della vanza, rispetto ai controlli.
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4.1.5. Analisi istologica

L’analisi istologica ha rilevato alcune alterazi@niivello del duodeno nei topi trattati con la
dose piu alta delle tossine. In particolare, ildlrmo presentava dei villi contratti ed appiatttive
assottigliamento della parete enterocitaria. Nos08D invece osservati segni d’inflammazione (Fig.
22).

Figura 22. Immagine al microscopio ottico di una sezioneubakno di un topo di controllo (A) e
di un topo trattato con AZA1 (1100 pg/kg) (B). Larka di scala indica 100 pum.
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4.1.6. Quantificazione degli AZAs negli organi/tessi

Una valutazione preliminare della distribuzione IdégZAs nei principali organi e tessuti
interni dei topi é stata effettuata 24 ore dopedmministrazione delle tossine, o al momento della
morte dei topi, e dopo 14 giorni. L'analisi medamiC-MS ha permesso di rilevare le tossine nei
principali organi e tessuti, con una distribuziamile per i tre AZAs. | massimi livelli di AZAs
sono stati rilevati nello stomaco (AZAl: 0.29-13d/g; AZA2: 0.18-3.70 pg/g; AZA3: 0.45-6.86
K1a/g) e, in ordine decrescente, nel contenutotintds, nel fegato, nell'intestino tenue, nei raraj
polmoni, nell’intestino crasso, nel cuore e nelvedlo (Fig. 23). L'assorbimento delle tossine era
correlato alle dosi somministrate, con un recuppene a 3-23% per AZAl, 4-19% per AZA2 e 2-
8 % per AZA 3.

Dopo 14 giorni, solo AZA1l e AZA2 erano ancora rdéili negli organi interni, con un

recupero delle tossine inferiore a 3% (dati noontgti).
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Figura 23. Concentrazione di AZA1-3 negli organi/tessuti eamatenuto intestinale (Cl) dei topi

a 24 ore dalla somministrazione delle tossinetilstano la media E.S. di 3 topi.
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4.2. STUDI DI TOSSICITA’ IN VITRO

4.2.1. Effetti degli AZAs sulle cellule IHH

Considerando l'evidente alterazione macroscopidatta dagli AZAs a livello del fegato, al
fine di caratterizzare gli effetti di queste tossi livello di quest’organo e stata valutata lab lor
citotossicita nei confronti degli epatociti umahkiH non tumorali. Le cellule sono state esposte a
concentrazioni scalari di AZA1, AZA2 e AZA3 (1.020” - 5.08 x 10**M) per 24, 48 e 72 ore
prima di essere sottoposte al test del’MTT. Inufgg24 e rappresentata vitalita delle cellule
esposte alle tossine per 24, 48 e 72 ore, rispdittocellule di controllo non trattate (% vitalita)
Ciascuna tossina ha indotto una riduzione conczptra-dipendente della vitalita cellulare solo
dopo 72 ore di esposizione, con valori disEQconcentrazione in grado di ridurre la vitalita
cellulare del 50%) pari a 2.7 x 1M (intervallo di confidenza al 95 %, IC, 95%: 1.5.1 x 10"

M), 7.0 x 10" M (IC 95%: 3.3 - 14.7 x I&' M) e 3.8 x 13*M (IC 95%: 2.0 - 7.0 x 18" M) per
AZAl, 2 e 3 rispettivamente. Gli effetti massimnsaostati raggiunti alla concentrazione di 4.12 x
10'° M per AZA1 (vitalita cellulare del 27.3 + 1.2%) é&ZA2 (31.5 + 0.2%), mentre per AZA3
alla concentrazione di 1.23 x 1M (27.3 + 2.9%).

A 48 ore é stata osservata solo una lieve ma gigtiifa riduzione della vitalita cellulare, a
concentrazioni maggiori di 1.1 x M per AZA1 e maggiori di 3.33 x OM per AZA2, mentre
per AZA-3 non e stato osservato alcun effetto (E&).

A 24 ore, invece, € stato registrato un significatincremento concentrazione-dipendente
della vitalita cellulare, che poteva essere dovadoun’aumentata attivita mitocondriale e/o ad
un’aumentata proliferazione delle cellule indottdlel tossine. L'effetto massimo é stato ottenuto
alla concentrazione di 1.37 x 1OM (vitalitd cellulare: 152.6 + 6.7%), 1.23 x 1M (vitalita
cellulare: 159.4 + 10.5%) e 4.12 x foM (vitalita cellulare: 154.3 + 11.4%) per AZAl, &3,
rispettivamente (Fig. 24).
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Al fine di verificare se 'aumentata vitalita fosdevuta ad un incremento della proliferazione
cellulare, le cellule esposte alle tossine sonte fattoposte al test della sulforodamina B (SRB),
nelle stesse condizioni sperimentali impiegateizatite per il test del’MTT. In Figura 25 e
rappresentata la proliferazione delle cellule esgpasconcentrazioni scalari delle tossine per 84, 4
e 72 ore, rispetto alle cellule di controllo | fisti ottenuti hanno evidenziato che, dopo 72 are d
esposizione, le tossine riducevano la proliferaziatelle cellule in maniera concentrazione-
dipendente, con valori di Egpari a 2.3 x 18" M (IC 95%: 1.4 - 3.7 x 16'M), 4.5 x 10" M (IC
95%: 2.7 - 7.6 x 1 M) e 2.1 x 13* M (IC 95%: 1.5 - 2.8 x 18" M) per AZAL, 2 e 3,
rispettivamente. Gli effetti massimi erano raggjatia concentrazione di 4.12 x 1OM per AZA1
(proliferazione cellulare: 27.8 = 3.0%) e AZA3 (pferazione cellulare: 26.5 + 4.5%), mentre per
AZAZ2 alla concentrazione di 1.23 x 10/ (proliferazione cellulare: 29.2 + 3.3%) (Fig.)25

Anche a 48 ore e stato rilevato un effetto antiffaativo, di minore entita, mentre a 24 ore
non e stato osservato alcun effetto delle tossitia proliferazione cellulare (Fig. 25).

Cio induce ad ipotizzare che l'aumentata vitaliéiutare rilevata a 24 ore mediante il test
MTT non sia correlata ad un’aumentata proliferagidelle cellule indotta dalle tossine ma ad una

probabile stimolazione dell’attivita mitocondriale.
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4.2.2. Effetti degli AZAs sulle cellule HepG2

L'effetto degli AZAs é stato valutato anche nei fronti degli epatociti umani tumorali
HepG2. Le cellule HepG2 sono state esposte a ctrazeini scalari di AZAl, AZA2 ed AZA3
(1.0 x 10" - 5.08 x 10*M) per 24, 48 e 72 ore, nelle stesse condizioniisgatali impiegate per la
linea cellulare IHH. In Figura 26 rappresentata la vitalita delle cellule HepG2stpalle tossine
rispetto alle cellule di controllo non trattateJutata mediante il test del’lMTT. A 72 ore, € stata
rilevata una riduzione concentrazione-dipendentia deitalita cellulare dopo esposizione a
ciascuna tossina, con valori di &@ari a 4.1 x 18> M (IC 95%: 3.5 - 4.8 x 1¢? M), 8.6 x 10 M
(IC 95%: 5.9 - 12.4 x I& M) e 4.3 x 10?M (IC 95%: 2.9 - 5.9 x 1¢% M) per AZA1, AZA2 e
AZA3, rispettivamente. L'effetto massimo & statggianto alla concentrazione di 1.37 x v
per AZAl (vitalita cellulare: 10.8 + 1.4%) e AZAJifalita cellulare: 10.2 + 2.1%), mentre per
AZA?2 alla concentrazione di 4.12 x 1bM (vitalita cellulare: 9.9 + 1.7%) (Fig. 26).

Anche a 48 ore ¢ stato rilevato un effetto citatmssoncentrazione-dipendente, di minore entita,
con valori di EG pari a 6.0 x 18* M (IC 95%: 4.1 - 8.7 x I¢* M), 7.6 x 10" M (IC 95%: 5.1 -
11.2 x 10" M) e 1.8 x 10* M (IC 95%: 0.8 - 4.0 x 16" M) per AZA1, AZA2 e AZA3,
rispettivamente. L’effetto massimo & stato raggiualla concentrazione di 4.12 x fOM per
AZAl (vitalita cellulare: 27.1 + 3.8%) ed AZA3 (wiita cellulare: 30.2 + 5.8%), o alla
concentrazione di 1.23 x 2V per AZA2 (vitalita cellulare: 21.7 + 3.3%) (Fig6). Confrontando
questi valori con i valori di E& relativi alle cellule IHH, emerge che la linea K&be piu sensibile
alle tossine rispetto alla linea IHH.

A 24 ore, analogamente a quanto evidenziato nellele IHH, & stato invece rilevato un
incremento concentrazione-dipendente della vitat@lulare, con un effetto massimo alla
concentrazione di 3.33 x £V per AZA1 (vitalita cellulare: 139.9 + 5.3%), &5 10" M per
AZA?2 (vitalita cellulare: 126.3 + 2.2%) e 1.37 x TOM per AZA3 (vitalitd cellulare: 141.7 +
8.2%) (Fig. 26).
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Figura 26. Effetto di AZA1 (A), AZA2 (B) e AZA3 (C) sulla vdlita delle cellule HepG2. Le
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del’MTT. | dati sono espressi come media dellahté rispetto a quella delle cellule di controllo
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Successivamente, sono stati valutati gli effettilideZAs sulla proliferazione delle cellule
HepG2, mediante il test della SRB, nelle stesselicami sperimentali usate nel test del’MTT. In
Figura 27 é rappresentata la proliferazione dallkile esposte alle tossine per 24, 48 e 72 ore (%
rispetto alle cellule di controllo), da cui si egitzia un effetto antiproliferativo concentrazione-
dipendente dopo 72 ore di esposizione. La concaatra in grado di ridurre la proliferazione del
50 % (EGo) era pari a 6.5 x I M (IC 95%: 4.7 - 8.9 x 16/ M), 2.5 x 10" M (IC 95%: 1.1 - 5.3
x 10 M) e 6.3 x 10* M (IC 95%: 4.0 - 9.9 x 1¢% M) per AZA1, 2 e 3, rispettivamente. L’effetto
massimo & stato esercitato da 1.37 X°\ di AZA1 (proliferazione cellulare: 25.6 + 3.9%),23 x
10° M di AZA2 (proliferazione cellulare: 23.7 + 6.0%)4.12 x 13° M di AZA3 (proliferazione
cellulare: 23.9 + 4.9%) (Fig. 27).

A 48 ore, l'effetto anti-proliferativo delle tre dsine era lievemente inferiore, con valori di
ECso pari a 1.3 x 18" M (IC 95%: 0.5 - 3.4 x 18" M), 1.0 x 10'° M (IC 95%: 0.5 - 2.0 x 1¢’ M)

e 2.6 x 10°M (IC 95%: 1.1 - 6.2 x 18’ M) per AZA1, AZA2 ed AZA3, rispettivamente (Fig7 R
A 24 ore, invece, nessuna delle tre tossine e statgado di influenzare la proliferazione delle
cellule HepG2 (Fig. 27).

Pertanto, anche nelle cellule HepG2, il test d8IRB ha indicato che 'aumentata riduzione

dellMTT dopo 24 ore di esposizione alle tossinetepa essere correlata ad un’aumentata attivita

mitocondriale indotta dagli AZAs piuttosto che adincremento della proliferazione cellulare.
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Figura 27. Effetto di AZAl1 (A), AZA2 (B) e AZA3 (C) sulla priderazione delle cellule HepG2.
Le cellule sono state esposte a concentrazioruschltossina per 24, 48 e 72 ore prima del test
della SRB. | dati sono espressi come media detlif@razione rispetto a quella delle cellule di

controllo (100% di vitalita) + E.S. di tre esperimieindipendenti effettuati in triplicato.
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4.2.3. Effetto degli inibitori della catena di traporto degli elettroni sull'attivita
mitocondriale stimolata dagli AZAs

Al fine di valutare se l'aumentata attivita mitociiale fosse correlata ad un’alterata
funzionalita della catena di trasporto degli etstirin questi organuli, le cellule IHH e le cellule
HepG2 sono state trattate per un'ora con spedaifigitori dei complessi della catena di trasporto,
prima di essere esposte per 24 ore a concentraiafdri di AZA1, 2 e 3 (1.0 x 10- 5.1 x 10
M). In particolare, le cellule sono state pre-espoallinibitore del complesso | rotenone
(concentrazione finale: M), del complesso Il tenoiltrifluoroacetone (TTFA, mM), del
complesso Ill antimicina-A (2@M), del complesso IV sodio azide (NgNL50 uM) e delllATP-
sintasi oligomicina (uM). Gli effetti di questi inibitori nelle cellulesposte agli AZAs sono stati
valutati mediante il test del’MTT.

In Figura 28 e rappresentata l'attivita mitoconidri@o) nelle cellule IHH esposte alle tossine (con
e senza pre-trattamento con gli inibitori spedificispetto alle cellule di controllo. Solo il pre-
trattamento con rotenone o TTFA, e stato in gradaddrre in maniera significativa l'aumentata
attivita mitocondriale indotta dagli AZAs. In pablare, I'effetto del rotenone nelle cellule espost
ad AZA1, AZA2 o AZA3 é risultato significativo a pae dalle concentrazioni di 5.1 x 1HMm
(AZA1), 4.6 x 10" M (AZA2) e 1.4 x 10°°M (AZA3), mantenendosi pressoché costante con
I'aumentare della concentrazione degli AZAs finb.@x 10" M.

Il pre-trattamento con TTFA é stato in grado durr@ in maniera significativa 'aumentata attivita
mitocondriale indotta da AZA1, 2 e 3 a partire dalbncentrazioni di 5.1 x 1M (AZA1), 1.4 x
10°M (AZA2) e 4.6 x 10" M (AZA3). Tale effetto non era influenzato con lmanto della
concentrazione degli AZAs fino a 1.1 x3®, mentre I'inibizione aumentava progressivamente
partire dalla concentrazione di 3.3 xX®1M, fino a quella pit alta provata (1.0 x 1M) (vitalita
cellulare: 11.7 £ 1.0 %, 15.2 + 4.2 % e 10.4 +t%per AZALl, AZA2 ed AZAS3, rispettivamente).
La pre-esposizione delle cellule agli altri inilvifoinvece, non é stata in grado di influenzare
I'effetto delgi AZAs sull'attivita mitocondriale (. 28).
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Figura 28. Effetti degli inibitori rotenone (oM), TTFA (1 mM), antimicina-A (2QuM), sodio
azide (15QuM) ed oligomicina (uM) sull’attivita mitocondriale nelle cellule IHHistolata
dall’'esposizione ad AZAl (A), AZA2 (B) ed AZA3 (@ger 24 ore (test del’MTT). | dati sono

espressi come media dell’attivita mitocondrial@eito a quella delle cellule di controllo (100%
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attivita mitocondriale) £ E.S. di tre esperimentlipendenti effettuati in triplicato. Differenza
significativa tra cellule esposte ai soli AZAs dlae trattate con gli inibitori dei complessi cell
catena di trasporto prima dell’esposizione agli AZAp < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
(ANOVA a due vie e Bonferroni post-test).

In Figura 29 invece rappresentata I'attivita mitocondrialer{8petto alle cellule di controllo
non esposte agli AZAs) nelle cellule HepG2 tratfze un’ora con gli inibitori dei complessi della
catena di trasporto degli elettroni, prima dellesgione ad AZAl1 (A), AZA2 (B) e AZA3 (C) e
I'attivita mitocondriale nelle cellule esposte adlele tossine per 24 ore. Anche nella linea HepG2,
solo il rotenone ed il TTFA sono stati in gradaidurre in maniera significativa I'aumentata atévi
mitocondriale indotta dagli AZAdI rotenone ha determinato una riduzione signifiGat partire
dalle concentrazioni di tossine pari a 1.5 X0 (AZA1), 5.1 x 10?M (AZA2) e 5.1 x 10*M
(AZA3), con un effetto pressoché costante fino eflacentrazione di tossine pari 1.0 X' 10.

In presenza di TTFA, l'aumentata attivita mitocaalgrindotta dagli AZAs veniva ridotta in
maniera significativa a partire dalla concentragiontossine pari a 5.1 x 1&M. A concentrazioni
maggiori, I'effetto del TTFA aumentava con I'aumena della concentrazione delle tossine e, alla
pil alta concentrazione provata (1.0 X' @), I'attivitd mitocondriale era pari a 19.8 + 28, 21.5
+ 4.4 % e 22.5 + 5.6 %, rispettivamente per AZAle 3. Gli altri inibitori, invece, non hanno
esercitato alcun effetto significativo sullaumeatattivita mitocondriale indotta dalle tre tossine
(Fig. 29).

Poiché, sia nella linea IHH che nella linea Hep&3op il rotenone ed il TTFA sono stati in
grado di ridurre l'aumentata attivita mitocondriaidotta dagli AZAs, € ipotizzabile che I'effetto

degli AZAs coinvolga i complessi | e |l della catedi trasporto degli elettroni mitocondriale.
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Figura 29. Effetto di rotenone (M), TTFA (1 mM), antimicina-A (2QuM), sodio azide (15QM)
ed oligomicina (1uM) sull’attivita mitocondriale nelle cellule HepG&molata dall’esposizione ad
AZAl (A), AZA2 (B) ed AZA3 (C) per 24 ore (test idMITT). | dati sono espressi come media
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dell'attivita mitocondriale rispetto a quella dedlellule di controllo non trattate (100% attivita
mitocondriale) = E.S. di tre esperimenti indipenteffettuati in triplicato. Differenza significata

tra cellule esposte ai soli AZAs e cellule tratteda gli inibitori dei complessi della catena di
trasporto prima dell’esposizione agli AZAs: * p 08; ** p < 0.01; *** p < 0.001 (ANOVA a due

vie e Bonferroni post-test).

4.2.4. Effetti dello squilibrio protonico sull’attivita mitocondriale stimolata dagli
AZAs

Al fine di verificare se I'azione degli AZAs foseerrelata ad un’aumentata permeabilita della
membrana mitocondriale interna agli ionf,H¢ stata valutata la capacita dello ionoforogH
nigericina di modulare gli effetti degli AZAs. Lesltule IHH pre-trattate per un'ora con nigericina
(concentrazione finale: 5UM) sono state esposte a concentrazioni scalarzéilp AZA2 e AZA3
(1.0 x 10" - 5.1 x 10'* M) per 24 ore, prima di eseguire il test del’'MTIh Figura 30 &
rappresentata I'attivita mitocondriale nelle call@sposte ad AZAl, AZA2 ed AZA3, con e senza
pre-trattamento con nigericina (% rispetto allduteldi controllo non trattate con le tossine). In
presenza di nigericina, € stata osservata unafisagiva riduzione dell'attivita mitocondriale
aumentata dagli AZAs, a partire dalle concentrazitins.1 x 102 M (AZA1), 1.4 x 10 M
(AZA2) e 1.4 x 10° M (AZA3). L'effetto della nigericina rimaneva preshé costante con
'aumentare della concentrazione degli AZAs.

Poiché la funzionalita del complesso | della caténaasporto degli elettroni mitocondriale
dipende dalla differenza di pH attraverso le meméramitocondriali, questo risultato suggerisce
che le tossine siano in grado di alterare la fumgdita del complesso | piuttosto che aumentare

I'espressione delle proteine di questo complesso.
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sono espressi come media dell’attivita mitocondrigdpetto a quella delle cellule di controllo non
trattate (100% attivita mitocondriale) £ E.S. di @sperimenti indipendenti effettuati in triplicato

Differenza significativa tra cellule pre-trattatencnigericina e cellule non pre-trattate con lo
ionoforo: * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001 (NOVA a due vie e Bonferroni post-test).
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4.2.5. Effetti dello squilibrio ionico sull'attivita mitocondriale stimolata dagli
AZAs

Poiché gli equilibri protonici attraverso la mentmeia mitocondriale sono strettamente
controllati e controbilanciati da un corretto edyrib di altri ioni, con il coinvolgimento di cana
trasportatori ionici, & stato verificato I'eventeaiuolo degli ioni N§ C&*, CI' e K" negli effetti
degli AZAs a livello mitocondriale. A tale scop@ tellule della linea IHH sono state incubate in
terreni privi di tali ioni (Na-free K'-free Ce'-free e Cl-free), prima di essere esposte a
concentrazioni scalari di AZA1, AZA2 e AZA3 (1.0207 - 5.1 x 10*M) per 24 ore. Gli effetti
sono stati quindi valutati mediante il test dell’'MT

In Figura 31 e rappresentata I'attivita mitoconigriaelle cellule IHH esposte ad AZAl (A),
AZA2 (B) ed AZA3 (C) (% rispetto alle cellule di ovollo non trattate) in terreno contenente gli
ioni o in terreni privi degli ioni considerati (Kéree, C&*-free K'-free e Cl-freg). E stato cosi
osservato che I'assenza di ioni'N&I e soprattutto K & in grado di determinare una significativa
riduzione, concentrazione-dipendente, dell'aumanttivita mitocondriale nelle cellule IHH
esposte agli AZAs per 24 ore. In particolare, saleno Na-freg I'aumentata attivita mitocondriale
indotta da AZAl, AZA2 e AZA3 é stata ridotta in niema significativa a partire dalle
concentrazioni di 3.7 x TOM (AZA1), 4.6 x 10" M (AZA2) e 1.4 x 10° M (AZA3),
mantenendosi pressoché costante con 'aumentdeecdelcentrazione delle tossine fino a 1.0 X 10
M.

Nel terreno CHree l'aumentata attivita mitocondriale indotta da AIZAAZA2 e AZA3 e
stata ridotta a partire dalle concentrazioni dix10'°M (AZA1), 1.4 x 10'°M (AZA2) e 1.4 x 10
1M (AZA3), con un effetto pressoché costante analmemtando la concentrazione delle tossine
fino a 1.0 x 10 M (Fig. 31).

Nel terreno K-freg, l'aumentata attivitd mitocondriale delle cellaiposte ad AZAl, AZA2 e
AZA3 é stata ridotta in maniera piu marcata edeltata significativa a partire dalle concentrakzion
di 1.4 x 10"°M (AZA1), 1.5 x 10" M (AZA2) e 4.6 x 10" M (AZA3). Anche aumentando le
concentrazioni degli AZAs, € stato osservato ungmassivo aumento dell’effetto esercitato dal
terreno K-free (Fig. 31).

Al contrario, I'assenza di ioni Ganon & stata in grado di influenzare in manieraifimativa
lincremento dell’attivitd mitocondriale nelle cele IHH esposizione agli AZAs per 24 ore (Fig.
31).
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Figura 31. Effetto dei terreni privi di alcuni ioni sullaumtata attivita mitocondriale nelle cellule
IHH esposte ad AZA1 (A), AZA2 (B) e AZA3 (C) per 24e (test del'MTT). Le cellule sono state
esposte agli AZAs in terreni KaK*, C&* o Cl-free e I'attivitd mitocondriale & stata confrontata
con guella delle cellule esposte alle tossine @s@nza degli ioni. | dati sono espressi come media
dell'attivita mitocondriale rispetto a quella dedlellule di controllo non trattate (100% attivita
mitocondriale) £ E.S. di tre esperimenti indipenieffettuati in triplicato. Differenza significata

tra attivita mitocondriale nelle cellule incubatetérreno contenente gli ioni e quella nelle cellul

76



incubate in terreno privo di ioni: * p < 0.05; *$0.01; *** p < 0.001 (ANOVA a due vie e
Bonferroni post-test).

4.2.6. Ruolo dei canali Krp, hERG e della N&/K*-ATPasi nell’alterata attivita
mitocondriale indotta dagli AZAs

Poiché l'aumentata attivita mitocondriale nelldutelIHH esposte agli AZAs per 24 ore era
ridotta maggiormente in assenza di iorii & stato valutato il ruolo di alcuni canali e pamger
questi ioni nel modulare gli effetti degli AZAs.tdasportatori degli ioni K selezionati (i canali
degli ioni K" ATP-sensibili 0 Krp, i canali degli ioni K voltaggio-dipendenti o hERG e la M&™-
ATPasi o NaKA) sono compresi tra quelli maggiorneeespressi a livello epatico, come riportato
dal Model Organism Protein Expression Databd8OPED, Higdon et al., 2014). A tale scopo, le
cellule IHH sono state pre-trattate per un'oraiodsitori o attivatori dei trasportatori per glinokK™,
quali l'inibitore dei canali Krp glibenclamide (concentrazione finale: 1), I'inibitore dei canali
hERG cisapride (uM), l'attivatore dei canali kp minoxidil (100 uM), l'attivatore dei canali
hERG NS-1643 (3@M) e l'inibitore della NaKA ouabaina (14&M). Le cellule sono state quindi
esposte a concentrazioni scalari di AZA1, AZA2 eA8Zper 24 ore (1.0 x 10- 1.0 x 10°M) e 72
ore (1.0 x 10M - 1.0 x 10"*M), prima del test del’MTT.

In Figura 32 e rappresentata I'attivita mitoconiéri&o rispetto a quella delle cellule di
controllo non trattate con le tossine) nelle cellpfte-esposte agli inibitori o attivatori dei canal
Katp €d hERG o0 alla ouabaina ed incubate con AZA1 AJA2 (B) o AZA3 (C) per 24 ore in
confronto all’attivitd mitocondriale nelle cellulacubate agli AZAs senza pre-trattamento con gli
inibitori o attivatori. Gli inibitori glibenclamidecisapride ed ouabaina sono stati in grado drmgdu
in maniera significativa lI'aumentata attivita maadriale indotta dagli AZAs, a partire dalle
concentrazioni di 1.0 x 1M, con un effetto pressoché costante all’laumerdatia concentrazione
degli AZAs fino a 1.0 x 10 M. Al contrario, gli attivatori minoxidil e NS-1&4non hanno

esercitato alcun effetto significativo.
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Figura 32.Effetto degli inibitori o attivatori dei trasportat di ioni K™ (Katp, hERG e NaKA)
sullaumentata attivita mitocondriale nelle celllitH esposte ad AZAl (A), AZA2 (B) ed AZA3
(C) per 24 ore. Le cellule sono state esposte pea & glibenclamide (10aM), cisapride (5uM),

ouabaina (1@M), minoxidil (100uM) o NS-1643 (3QuM) e successivamente agli AZAs per 24
ore. L’attivita mitocondriale e stata valutata nade il test del'MTT. | dati sono espressi come
media dell’attivita mitocondriale rispetto alle kcéd di controllo non trattate (100% attivita
mitocondriale) = E.S. di tre esperimenti indipenteffettuati in triplicato. Differenza significata

tra cellule esposte alle tossine con e senza gtitnento con gli inibitori o attivatori dei
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trasportatori per il K * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001 (ANOVA aue vie e Bonferroni post-
test).

In Figura 33 é riportata I'attivita mitocondrial@o(rispetto alle cellule di controllo non trattate)
nelle cellule IHH pre-trattate con gli inibitori attivatori dei canali Kkrp ed hERG ed esposte ad
AZAl (A), AZA2 (B) ed AZA3 (C) per 72 ore, in comnto a quella delle cellule esposte alle
tossine senza pre-trattamento con gli inibitorittvatori dei canali Krp ed hERG. La presenza
degli inibitori o attivatori dei trasportatori dii K" non & stata in grado di influenzare l'aumentata
attivita mitocondriale provocata dall’esposiziorgh &ZAs per 72 ore. Dopo 72 ore di esposizione
agli AZAs, non e stato possibile valutare I'effeitolotto dal pre-trattamento con ouabaina a causa

dell'elevata citotossicita di questo glicoside ().
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Figura 33. Effetto degli inibitori o attivatori dei trasportat di ioni K (Katp € hERG)
sullaumentata attivita mitocondriale nelle celllitH esposte ad AZAl (A), AZA2 (B) ed AZA3
(C) per 72 ore. Le cellule sono state esposte pea & glibenclamide (10aM), cisapride (5uM),

minoxidil (100uM) o NS-1643 (3QuM) e successivamente agli AZAs per 72 ore. L'aivi
mitocondriale é stata valutata mediante il tedtM@&IT. | dati sono espressi come media
dell’attivita mitocondriale rispetto alle cellulé cbntrollo non trattate (100% attivita mitocondie

+ E.S. di tre esperimenti indipendenti effettuattriplicato. Differenza significativa tra cellule
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esposte alle tossine con e senza pre-trattamentglicaibitori o attivatori dei trasportatori pér
K*: *p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 (ANOVA auge vie e Bonferroni post-test).
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5. DISCUSSIONE
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Gli azaspiracidi (AZAs) sono una famiglia di tossmarine lipofile, che comprende piu di 30
analoghi prodotti da dinoflagellati dei genefzadinium e Amphidoma derivanti dalla
biotrasformazione di alcuni AZAs di origine algalei molluschi che li accumulano (Tillmann et al.,
2009 e 2012; Furey et al., 2010). Queste tossime@imulano in modo particolare i mitili, il cui
consumo provoca un’intossicazione nelluomo, nameAzaspiracid Shellfish PoisonidZP) e
caratterizzata da nausea, vomito, diarrea e famtnpi allo stomaco (Ofuji et al., 1999a). Dopo la
loro scoperta, nel 1995, tali tossine sembravaseredimitate ai molluschi provenienti dall’lrlanda
ma negli ultimi anni le alghe produttrici e gli AZAsono stati rilevati in diverse aree geografiche
(Tillmann et al., 2014).

Attualmente, solo tre analoghi (AZAl, AZA2 ed AZA3pno regolamentati nell’'Unione
Europea, dove il massimo livello ammissibile neilosrhi e pari a 160 pg di equivalenti di AZAl
per kg di parti edibili. La concentrazione totalei dre analoghi, espressa come equivalenti di
AZAl/kg, viene calcolata in base alla letalita dZAL-3 dopo somministrazione intraperitoneale
nel topo (AZA2>AZA3>AZAl), da cui si sono derivatielativi TEFs Toxic Equivalency Facto)s
paria 1.0, 1.8 e 1.4 per AZA1, 2 e 3, rispettivatagEFSA, 2008; Twiner et al., 2012a). Tuttavia,
poiché I'esposizione a queste tossine avvienermgstione, i TEFs da utilizzare per calcolare la
concentrazione degli AZAs nei molluschi dovrebbessere ottenuti da studi comparativi di
tossicita per via orale, finora mancanti.

Pertanto, il primo scopo di questa tesi € statdlguwk condurre uno studio sulla tossicita
acuta per via orale di AZAl, 2 e 3 nel topo in matdoderivare i relativi TEFs. Le tossine sono
state somministrate a topi CD-1 femmina medigmieage rilevando la sintomatologia e la letalita
fino a 24 ore (tempo del sacrificio) e fino a 14rgi, in sottogruppi di topi sopravvissuti al
trattamento. Entro 24 ore, si € osservata letaligartire da 230 pg/kg di AZAl (2/16 topi), 500
pna/kg di AZA2 (3/16 topi) e 650 pug/kg di AZA3 (1/16pi), con delle Dk pari a 443 pug/kg, 626
pna/kg e 875 pg/kg, rispettivamente per AZAl, 2 @ai valori di DLso, che hanno indicato una
potenza tossica per via orale nell'ordine AZA1>AZRZ A3, sono stati derivati i valori di TEFs,
pari a 1.0 (AZAl1), 0.7 (AZA2) e 0.5 (AZA3), diversia quelli precedentemente calcolati dopo
somministrazione intraperitoneale (EFSA, 2008, Bwiet al., 2012a). Pertanto, questi valori di
TEFs, ottenuti mediante uno studio comparativasdsicita acuta per via orale impiegando tossine
con lo stesso grado di purezza, possono esseregprgpali fattori di conversione da impiegare per
determinare il contenuto in AZAs nei molluschi.

Nei topi trattati con ciascuna delle tossine sios@sservati: immobilita, tremori, respiro
addominale, ipotermia e cianosi. Alla dose di 130§kg di AZAl ed a dosi di AZA3 maggiori a

850 pg/kg, € stato osservato an@imaping, mentre nessun topo ha sviluppato diarrea, tipatke d
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intossicazioni umane. | topi sopravvissuti al aatento ed osservati per 14 giorni, nhon hanno
invece mostrato altri sintomi di tossicita. L'asalmacroscopica ha rilevato alterazioni solo npi to
morti spontaneamente o in quelli sacrificati a 2d, esiguardanti principalmente il fegato che, nei
topi morti almeno 5 ore dopo il trattamento o damaii a 24 ore, era aumentato di peso (a partire
dalla dose di 135 pg/kg di AZA1, 300 pug/kg di AZAB90 ug/kg di AZA3) ed appariva rigonfio e
pallido (a partire dalle dosi di 175 pg/kg di AZAJ00 pg/kg di AZA2 e 600 pg/kg di AZA3). Alle
dosi letali, si € osservato un aumento di gasddlue materiale solido nello stomaco, talvolta
associato ad un arrossamento della parete gadinml#te, € stato evidenziato un rigonfiamento
dell'intestino tenue, associato ad arrossamentia gelrete intestinale e presenza di un materiale
fluido sanguinolento nel lume intestinale. Le asiakmatochimiche, relative ai topi morti o
sacrificati a 24 ore, hanno rilevato, per tutteres lé tossine ed a tutte le dosi, un significativo
aumento dei livelli sierici delle transaminasi dlaleglutammato deidrogenasi, indici di danno
epatico. Inoltre, si sono rilevati aumentati liveierici dello ione potassio, a partire dalla ddse
500 pg/kg. L'analisi istologica ha invece mostrale i topi trattati con la dose piu alta delle toss
presentavano i villi duodenali contratti ed apjiaed un assottigliamento della parete enteroeitar
Parallelamente, valutando la distribuzione degld&zegli organi e tessuti, e stato evidenziato che,
a 24 ore, i massimi livelli di AZAs erano localizzaello stomaco ed, in ordine decrescente, nel
contenuto intestinale, fegato, intestino tenuei, Ig@imoni, intestino crasso, cuore e cervello;@op
14 giorni, invece, solo AZA1 ed AZA2 erano ancalavabili nei tessuti.

| risultati dello studidn vivo, pertanto, hanno evidenziato come il fegato s@admi bersagli
di queste tossine, in accordo con le osservazionstulli precedenti dopo somministrazione
dellAZA1 nel topo, sia per via orale sia per vidraperitoneale, ossia epatomegalia, accumulo di
lipidi e formazione di vacuoli negli epatociti (l&t al., 2000; Twiner et al., 2008a). In base astpie
osservazioni a livello epatico, considerando cheetcanismo d’azione degli AZAs non e ancora
stato definito, sono stati quindi studiati gli éffedelle tre tossine nei confronti degli epatoaiti
vitro. A tal fine sono state utilizzate due linee didel epatiche umane: la linea non tumorale IHH
e la linea tumorale HepG2.

Dapprima gli effetti citotossici degli AZAs sonoastvalutati tramite il test dellMTT che
valuta l'attivita mitocondriale delle cellule. Leeltule della linea IHH sono state esposte a
concentrazioni scalari delle tre tossine (1.0 X 1®.08 x 10" M) per 24, 48 e 72 ore. E’ stato
osservato un effetto citotossico concentrazionesttiente solo dopo 72 ore di esposizione delle
cellule alle tre tossine, con E&pari a 2.7 x 18* M, 7.0 x 10" M e 3.8 x 10 M per AZA1, 2 e 3,
rispettivamente. A 48 ore, invece, non si € registialcun effetto citotossico, mentre a 24 ore é

stato rilevato un incremento concentrazione-dipeteddella vitalita cellulare. Questo incremento,
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evidenziato per la prima volta, poteva essere @oead un’aumentata attivita mitocondriale
indotta dalle tossine e/o ad un’aumentata prolfierse cellulare (Eshiet et al., 2014; Hashmi et al.
2015; Kinnunen et al., 2014). Al fine di verificagsso fosse dovuto ad uno stimolo proliferativo,
'effetto delle tossine € stato valutato impiegantdest della sulforodamina B (SRB), che,
valutando la densita cellulare, fornisce una misadaetta del numero di cellule e quindi dellador
proliferazione (Skehan et al., 1990). Le condizeperimentali erano le stesse di quelle usatel per i
test del’lMTT ma, impiegando il test della SRB, Zate si e registrato un effetto anti-proliferativo
concentrazione-dipendente, con valori disE@ari a 2.3 x 10 M, 4.5 x 10 M e 2.1 x 10* M per
AZAl, 2 e 3, rispettivamente. Anche a 48 ore sgistrato un effetto anti-proliferativo di minore
entita, mentre a 24 ore non si € osservato aldett@fQueste osservazioni, pertanto, indicano che
'incremento di vitalita cellulare osservato contdst MTT non sia correlato ad uno stimolo
proliferativo ma piuttosto ad un’aumentata attiatfvello mitocondriale.

Per assicurarci che tali risultati non fossero tieggeculiarita della linea IHH, la stessa serie
di esperimenti €& stata effettuata sulla linea t@#uepatica HepG2, osservando gli stessi effetti,
anche se queste cellule erano leggermente pitbdensjli AZAs rispetto alle cellule IHH. Dopo
72 ore di esposizione, infatti, I'attivita mitocoiade delle cellule HepG2 (saggio del'MTT) é stata
ridotta con valori di E§ pari a 4.1 x 18> M (AZA1), 8.6 x 10 M (AZA2) e 4.3 x 10° M
(AZA3), mentre la proliferazione cellulare (saggiella SRB) é stata diminuita con valori di 4gC
pari a 6.5 x 18* M, 2.5 x 10" M e 6.3 x 10*M per AZA1, AZA2 e AZAS3, rispettivamente. In
generale, questi valori risultano circa di un oeddi grandezza piu bassi rispetto a quelli rilevati
impiegando la linea IHH.

Questi dati, pertanto, supportano l'ipotesi che AAs inducano, a livello epatico, un
aumento del metabolismo nei mitocondri piuttost@ e aumento della proliferazione degli
epatociti. Alla luce di tale ipotesi, e stato quinghlutato l'effetto degli AZAs a livello
mitocondriale, studiando il ruolo dei complessil@ehtena di trasporto degli elettroni I, 11, IV, e
delllATP-sintasi degli epatociti, mediante I'utiz di specifici inibitori. In particolare, le celtu
sono state pre-esposte per un’ora all'inibitore abshplesso | rotenone (concentrazione finale: 5
uM), del complesso Il tenailtrifluoroacetone (1 mMEgl complesso Ill antimicina-A (20M), del
complesso IV sodio azide (1%0M) e dellATP-sintasi oligomicina (jtM), prima del trattamento
con le tossine per 24 ore, seguito dal test dellfMSia nella linea IHH che nella linea HepG2, solo
il rotenone ed il TTFA sono stati in grado di ricuf'aumentata attivita mitocondriale indotta dagli
AZAs. Questo risultato ha quindi suggerito un digativo coinvolgimento dei complessi | e |l
della catena di trasporto degli elettroni mitocaalér nell’azione degli AZAs, risultato supportato

da uno studio di proteomica in cui € riportato norémento dell’espressione di proteine coinvolte
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nella fosforilazione ossidativa indotto da AZAl®llule neuronali, tra cui la NADH-deidrogenasi
(Kellmann et al., 2009). Inoltre, questi dati sanoaccordo con l'aumento di sintesi dellATP
osservato nelle cellule di neuroblastoma SH-SY5Yadire da 6 ore desposizione ad AZAl
(Kellmann et al., 2009).

Poiché la corretta funzionalita mitocondriale eetsamente legata ad un corretto equilibrio
protonico, e stato quindi verificato se I'aumentdtévita mitocondriale indotta dagli AZAs potesse
dipendere da una variazione nella permeabilitiadeémbrana mitocondriale agli ioni"HA tal
fine, le cellule sono state pre-incubate per unta lo ionoforo nigericina, che scambia ioni H
con gli ioni K" a livello delle membrane mitocondriali, per verifie se essa influenzasse gli effetti
degli AZAs. Tale effetto e stato valutato impiegard linea IHH, piu sensibile agli AZAs rispetto
alla linea HepG2. Il test del’lMTT ha rivelato ch& nigericina determinava una significativa
riduzione dell'aumentata attivita mitocondrialeadttd dagli AZAs. Siccome la funzionalita della
NADH reduttasi dipende dalla differenza di pH at&@o le membrane mitocondriali (Lambert e
Brand, 2004), questo risultato induce ad ipotizzaralterata funzionalita del complesso | piuttosto
che un’aumentata espressione proteica di questplesso.

Gli equilibri protonici attraverso la membrana noidadriale sono strettamente controllati e
controbilanciati da un corretto equilibrio di vaani, mantenuto da una vasta serie di specifici
canali e trasportatori (Bernardi, 1999; Garlid eidek, 2003). Si e quindi pensato di valutare il
ruolo di alcuni ioni, quali N§ C&*, CI e K', sugli effetti mediati dagli AZAs a livello
mitocondriale. A tal scopo, le cellule IHH sonotstancubate in particolari terreni di coltui@n-
free privi di questi ioni, in presenza dei tre AZAsr (& ore; gli effetti sono stati quindi valutati
mediante il test del’'MTT. L'incubazione delle agl in terreni privi di ioni N§ K*, C&£" e CI, ha
rivelato che gli effetti degli AZAs a 24 ore eramfluenzati dall’assenza di ioni NaCl e,
soprattutto, K. In particolare, in terreno Kiree l'aumentata attivita mitocondriale indotta da
AZAl, AZA2 e AZA3 e stata ridotta in modo signifiozo a partire da concentrazioni pari a 1.4 X
10'°M (AZA1), 1.5 x 10"*M (AZA2) e 4.6 x 10"*M (AZA3). Al contrario, in presenza di terreno
Cd*-freenon sono stati osservati effetti significativi.

Poiché I'assenza di ioni Ke risultata quella che maggiormente influenzavaefiétti delle
tossine, & stato valutato il ruolo di particolagsportatori per gli ioni Kmaggiormente espressi a
livello degli epatociti (canali krp ed hERG e la pompa N&*-ATPasi, Higdon et al.,2014) nella
modulazione degli effetti degli AZAs. Le cellule HHsono state pre-trattate per un‘ora con inibitori
ed attivatori dei canali o trasportatori, quahibiitore del canale J&p glibenclamide, l'inibitore del
canale hERG cisapride, l'attivatore del canajgprkminoxidil, I'attivatore del canale hERG NS-

1643 e linibitore della N&K*-ATPasi ouabaina. Solo gli inibitori glibenclamideisapride e
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ouabaina hanno ridotto in maniera significativarfi@ntata attivita mitocondriale indotta da 24 ore
di esposizione agli AZAs, mentre gli attivatori nbanno determinato alcun effetto significativo.
Cio ci ha indotto a supporre che gli AZAs possamionare da attivatori dei canalpf¢ € hERG.
L’ipotesi di un effetto sui canali hERG e suppartda dati di letteratura, in cui si € ipotizzate ch
gli AZAs blocchino i canali hERG in uno stato apefTwiner et al., 2012c). Tuttavia, considerando
che dopo 72 ore di esposizione agli AZAs, gli itobidi questi canali sono risultati inefficaci nel
ridurre gli effetti delle tre tossine, si puo ipare che I'apertura del canalgK hERG e I'attivita
della Nd/K*-ATPasi siano solo marginalmente coinvolti negletf degli AZAs ed in maniera piu
significativa solo nelle fasi iniziali di alterazie della funzionalita mitocondriale. Inoltre, esden
tutti e tre i trasportatori regolati dai livelli TP intracellulare e considerando l'abilita di AZAli
aumentarli dopo 24 ore di esposizione (Kellmanal.e2009), si puo ipotizzare che la loro apertura
sia un evento secondario agli effetti osservatiAUP.

In conclusione, i risultati di questo studio harfomito per la prima volta dei dati comparativi
sulla tossicita acuta per via orale nel topo di AZ& e 3, utili per definire la potenza tossicaaop
esposizione orale e derivare i rispettivi TEFs.Ithep essi hanno permesso di fornire le basi
molecolari per ipotizzare un meccanismo di danntoeondriale indotto dagli AZAs a livello
epatico, che sembra essere strettamente corretafoiléori ionici, in particolare a carico del'Kin
cui appaiono coinvolti alcuni trasportatori, quélire, hERG e la pompa N&K*-ATPasi. Tuttavia,
resta da definire se questo effetto possa ritengrgpossibile meccanismo d’azione generale di
gueste tossine, oppure se esso sia limitato ddiegatico. Esperimenti sono tuttora in corso per
valutare il loro ruolo su altri modelli cellularfocalizzandosi anche sul coinvolgimento dei

trasportatori di altri ioni nel meccanismo d’aziahidali tossine.
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