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RESUMEN

Las micotoxinas suponen un riesgo en seguridad alimentaria humana y ani-
mal ya que pueden contaminar una amplia gama de alimentos y piensos. El
objetivo general de la tesis es la evaluacion in vitro de los efectos téxicos a nivel
molecular producidos por micotoxinas y aportar informacién sobre sus mecanis-
mos de accion.

Se comenzob con el estudio de las variantes de un solo nucle6tido (SNVs) em-
pleando datos transcriptomicos obtenidos por secuenciacion masiva de ARN de
células Jurkat expuestas individualmente a beauvericina (BEA) y enniatina B. Los
dos protocolos de descubrimiento de SNVs mostraron resultados muy diferentes
e incluso se encontraron SNVs manualmente. Los resultados de la expresion
génica diferencial (DEGs) del analisis transcriptomico también se compararon
con los obtenidos en estudios anteriores mostrando DEGs comparables pero no
idénticos: sélo 2 DEGs superpuestos de BEA frente a los 43 DEGs publicados
y 354 DEGs superpuestos de ENB, con 147 coincidencias respecto a los 245
DEGs encontrados en los resultados anteriores.

En el analisis protedmico de extractos de mitocondrias enriquecidos prove-
nientes de células Jurkat expuestas durante 24 h a BEA:EN B, se identificaron
y cuantificaron 340 proteinas (59 mitocondriales) alteradas de forma estadisti-
camente significativa. La exposicion indujo cambios dependientes de la concen-
tracion en los niveles de proteinas mitocondriales que implican principalmente
a los complejos de la membrana interna y externa, la cadena de transporte de
electrones (CTE) y los ribosomas. Estos resultados senalaron dano en la fosfo-
rilacion oxidativa, el metabolismo y las rutas de senalizacién relacionadas con
enfermedades neurodegenerativas.

Algunas micotoxinas como BEA, ocratoxina A (OTA) y zearalenona (ZEA) pue-
den atravesar la barrera hematoencefalica (BHE). La accién antiinflamatoria de
un extracto de calabaza procedente de la pulpa de Coucourbitaceous maxima
(var. Delica) se analiz6 frente a estas micotoxinas y sus combinaciones (OTA+ZEA
y OTA+ZEA+BEA) en un modelo de BHE con células ECV304 diferenciadas, tras
dos horas de exposicion. El metabolito proinflamatorio eoxina (14,15-LTE4) de la
via del acido araquidénico mostré6 una menor abundancia en las muestras de
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ZEA y BEA+QOTA+ZEA y extracto de calabaza que en las exposiciones a micoto-
xinas sin extracto de calabaza. Otro marcador de inflamacién, el éster de pros-
taglandina D2-glicerol, sélo se encontré en los cultivos tratados con OTA+ZEA y
BEA+QTA+ZEA, pero no en los que se incluia el extracto de calabaza. Ademas,
la concentracion del metabolito del extracto de calabaza dihidromorflavona dis-
minuy0 significativamente en presencia de micotoxinas. Por tanto, el extracto de
calabaza mostrd una actividad protectora contra la inflamacion celular desenca-
denada por las micotoxinas.

Se establecié un enfoque transcripcional utilizando células ECV304 diferen-
ciadas. Las micotoxinas elegidas fueron las aflatoxinas (AFs) y las ENs. Se utili-
zaron las mismas que concentraciones que en el estudio metabolémico. Se ana-
liz la expresion relativa de 13 genes relacionados con la mitocondria. Incluso a
bajas concentraciones, la actividad del extracto de calabaza sobre la expresion
de los genes mitocondriales provocé un efecto beneficioso y, para la mayoria de
los genes estudiados a través de la CTE, desarrolld un efecto protector cuando
se mezcld con AFs o ENs.

Se amplio el estudio transcripcional a la exposicion de BEA, ENs, ZEA y OTA
mas extracto de calabaza, solas o combinadas. Estos genes relacionados con la
CTE y la actividad mitocondrial se encontraron sobreexpresados en las exposi-
ciones que incluian micotoxinas mas extracto de calabaza frente a las de mico-
toxinas individuales. La exposicion a BEA y BEA+ENs redujo significativamente
la expresion génica del Complejo |y la adicion de calabaza revirtio el efecto. El
Complejo IV fue la estructura mas regulada a nivel génico de la CTE para todas
las condiciones. La generacion intracelular de ROS fue dependiente de la con-
dicién y mostré una alta variabilidad. En conjunto, los datos confirman que los
procesos mitocondriales en la BHE podrian verse comprometidos por la exposi-
cién a micotoxinas y el dano podria ser modulado por antioxidantes dietéticos
como los carotenoides.
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Se puede concluir que las técnicas 6micas suponen un cambio de paradig-
ma en el estudio de riesgos toxicoldgicos de exposicidon a contaminantes, por lo
que es necesario seguir profundizando en los conocimientos que aportan para
aumentar la prevencion redundando en una mayor seguridad alimentaria.

Palabras clave: carotenoides, in vitro, barrera hematoencefalica, RT-qPCR,
inmunotoxicidad
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SUMMARY

Mycotoxins are a risk for food and feed safety as they can contaminate a wide
range of these commodities. The overall objective of this work is to evaluate the
toxic effects of mycotoxins in vitro at molecular level and to provide information
on their mechanisms of action.

The analysis was started with the study of single nucleotide variants (SNVs)
using transcriptomic data obtained by massive RNA sequencing of Jurkat cells
individually exposed to beauvericin (BEA) and enniatin B (ENB) (1.5, 3 and 5 uM).
The two SNV discovery protocols showed very different results, some SNVs were
found manually. The differential gene expression (DEGs) results of the trans-
criptomic analysis were also compared with those obtained in previous studies
showing comparable but not identical DEGs: only 2 overlapping DEGs of BEA
versus 43 published DEGs and 354 overlapping DEGs of ENB, with 147 matches
with respect to the 245 DEGs found in the previous results.

In proteomic analysis of enriched mitochondria extracts from Jurkat cells ex-
posed for 24 h to BEA:EN B (0.01-0.1-0.5 uyM), 340 proteins (59 mitochondrial)
significantly statistical altered were identified and quantified. Exposure induced
concentration-dependent changes in mitochondrial protein levels mainly invol-
ving the inner and outer membrane complexes, the electron transport chain
(ETC) and ribosomes. These results pointed to damage in oxidative phosphoryla-
tion, metabolism and signaling pathways related to neurodegenerative diseases.

Some mycotoxins such as BEA, ochratoxin A (OTA) and zearalenone (ZEA)
can cross the blood-brain barrier (BBB). The anti-inflammatory action of a pum-
pkin extract from C. maxima (var. Delica) pulp at 500 nmol beta-carotene/L was
tested against these mycotoxins (100 nM) and their combinations (OTA+ZEA
and OTA+ZEA+BEA) in a BBB model of differentiated ECV304 cells. After two
hours of exposure, samples were analyzed with HPLC-ESI-QTOF-MS. Metaboli-
tes were identified with the Metlin database. The proinflammatory metabolite
eoxin (14,15-LTE4) of the arachidonic acid pathway showed lower abundance in
ZEA and BEA+OTA+ZEA and pumpkin extract samples than in mycotoxin expo-
sures without pumpkin extract. Another marker of inflammation, prostaglandin
D2-glycerol ester, was only found in cultures treated with OTA+ZEA and BEA+O-
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TA+QOTA+ZEA, but not in those including pumpkin extract. Furthermore, the con-
centration of the pumpkin extract metabolite dihydromorphlavone decreased
significantly in the presence of mycotoxins. Therefore, pumpkin extract showed
protective activity against cellular inflammation triggered by mycotoxins.

Next, a transcriptional approach was established using differentiated
ECV304 cells. The mycotoxins chosen were aflatoxins (AFs) and ENs. The same
concentrations as in the metabolomic study were used. The relative expression
of 13 mitochondria-related genes was analyzed. Even at low concentrations, the
activity of dietary carotenoids on mitochondrial gene expression elicited a bene-
ficial effect as most of the genes studied through the CTE, developed a protective
effect when mixed with AFs or ENs.

Subsequently, the transcriptional study was extended to BEA, ENs, ZEA, OTA
and pumpkin extract exposure, individually and combined. The genes related to
the CTE and mitochondrial activity were found to be overexpressed in exposures
that included mycotoxins plus pumpkin extract versus only mycotoxins exposu-
res. Exposure to BEA and BEA+ENS significantly reduced Complex | gene expres-
sion and the addition of pumpkin reversed the effect. Complex IV was the most
up-regulated gene cluster structure at the CTE for all conditions. Intracellular
ROS generation was condition dependent and showed high variability. Taken to-
gether, the data confirm that mitochondrial processes in the BBB could be com-
promised by mycotoxin exposure and the damage could be modulated by dietary
antioxidants such as carotenoids.

In conclusion, omics techniques represent a paradigm shift in the study of
toxicological risks exposure to contaminants, so it is key to further deepen the
knowledge they provide to increase prevention resulting in greater food safety.

Keywords: carotenoids, in vitro, blood-brain barrier, RT-gPCR, inmunotoxicity
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales sobre micotoxinas

La definicion de micotoxina incluye cualquier metabolito téxico para otros
organismos producido por hongos. Los hongos pertenecen al filo Ascomycota,
entre los que se encuentran los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium, prin-
cipales productores de estos metabolitos secundarios nocivos. Las enfermeda-
des que producen no involucran al hongo productor de las toxinas, tratandose de
peligros abidticos de origen bidtico (Marin et al., 2013).

La produccion de micotoxinas esta intimamente relacionada con los factores
ambientales que afectan al crecimiento y desarrollo de hongos toxigénicos como
son la temperatura, la humedad, la actividad del agua, el pH y la concentracion
de oxigeno. Debido al cambio climatico, la propagacion de las micotoxinas se
esta generalizando a zonas anteriormente seguras y se han de extremar las pre-
cauciones en el almacenamiento de cereales y piensos (Zinedine & EI Akhdari,
2021).

Hasta el momento se han determinado alrededor de 400 micotoxinas. Antes
de 1985, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agri-
cultura (FAO) estim6 que aproximadamente el 25 % de los cereales producidos
en el mundo estan contaminados por micotoxinas. Otras investigaciones han
sefalado que hasta el 79 % de las muestras de alimentos analizadas contenian
micotoxinas (Eskola et al., 2020; Streit et al., 2013; Kovalsky et al., 2016).

La Unién Europea (UE), a través del reglamento (CE) N° 1881/2006, ha fija-
do limites maximos en productos alimenticios para determinadas micotoxinas:
aflatoxinas (AFs), ocratoxina A (OTA), citrinina (CIT), deoxinivalenol (DON), fumo-
nisina B1 (FB1), patulina (PAT) y zearalenona (ZEA). Esta legislacion es de gran
importancia para la prevenir la exposicion en Europa, ya que durante las Gltimas
décadas la globalizacion ha provocado grandes cambios en la cadena de pro-
duccion alimentaria. Este modelo de produccion y consumo, genera ingentes
cantidades alimentos que son transportados de una parte a otra del mundo,
planteando un desafio para la seguridad y el mantenimiento de la calidad. La
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monitorizacion de las micotoxinas en la seguridad e inocuidad alimentaria es
fundamental, ya que pueden causar graves problemas toxicolégicos y enormes
pérdidas econdmicas a través de la contaminacion de alimentos para consumo
animal y humano (Gil et al., 2016).

Debido a los procesos de almacenamiento y transporte de los alimentos, jun-
to a las contaminaciones originadas en el cultivo, las micotoxinas tienen graves
implicaciones para la salud humana y animal incluso en concentraciones muy
bajas. Ingeridas, pueden causar enfermedad aguda o crénica. Su toxicidad esta
relacionada con el metabolismo, mientras que la susceptibilidad de animales y
humanos varia con la edad de la especie, la nutricion y otros factores (Pleadin
et al., 2019). El Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC)
inicio un programa de Monografias en el que examiné la evidencia cientifica para
evaluar el riesgo de exposicion relacionado con micotoxinas. El estudio condujo
a la clasificacion de las AFs como carcinégenas para los humanos (grupo 1) y la
FB1 y la OTA como probablemente carcindgenas (grupo 2B) (Ostry et al., 2017).

Por otro lado, existe un grupo de micotoxinas denominadas emergentes para
las que no se han establecido limites maximos. Conforman un grupo de metabo-
litos de Fusarium caracterizados por no ser determinados de forma rutinaria, ni
estar regulados legislativamente, pero para los que la evidencia de su toxicidad
esta aumentando rapidamente (Vaclavikova et al., 2013). Dentro de este grupo,
las que mas interés generan son la beauvericina (BEA) y las eniatinas (ENs) de-
bido a su incidencia y toxicidad (Urbaniak et al., 2020).

1.2. Micotoxinas legisladas

1.2.1. Aflatoxinas

Las AFs son las micotoxinas mas conocidas y estudiadas. Son compuestos
policétidos sintetizados por una via metabdlica secundaria en los Aspergilli. Los
dos principales productores de AFs son el hongo A. flavus y el A. parasiticus. A.
flavus produce s6lo AFs y en ocasiones la micotoxina acido ciclopiazénico (CPA),
mientras que A. parasiticus produce todas ellas (B1y B2, G1y G2), pero no CPA.
Estas especies se han encontrado en una variedad de productos agricolas, pero
la contaminacion mas pronunciada se da en cultivos de cereales como el trigo,
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el maizy los frutos secos. Las aflatoxinas M1y M2 son metabolitos de la aflatoxi-
na B1 que pueden aparecer en la leche y los productos lacteos (Xu et al., 2021).

Durante décadas, una gran variedad de investigaciones ha demostrado que
son altamente genotdxicas, inmunosupresoras, mutagénicas y cancerigenas.
Las aflatoxinas B1, B2, G1, G2 se han relacionado con el cancer primario de
higado en humanos, siendo clasificadas por la IARC como carcinégenos en hu-
manos en el Grupo 1 (Ostry et al., 2017). El mecanismo de accion de la AFB1,
consiste en su metabolizacién en un epoxido de aflatoxina-8,9 por las enzimas
citococromo P450. Este derivado tiene la capacidad de reaccionar con el ADN,
el ARN y las proteinas para formar aductos, especialmente con el gen supresor
de tumores p53 (Dai et al., 2017). El AFB1-8,9-epdxido puede unirse al ADN for-
mando predominantemente el aducto 8,9-dihidro-8(N7-guanil)-9-hidroxi-AFB1
(AFB1-N7-Gua) que seria el responsable de las propiedades carcinogénicas de
la AFB1 (Coskun et al., 2018).

1.2.2. Ocratoxina A.

OTA es una micotoxina producida por los hongos Aspergillus y Penicillium. Se
ha detectado en un gran nadmero de alimentos y piensos como cereales, vino,
café, cerveza, cacao, frutos secos, carne y especias (Heussner y Bingle, 2015).
La evidencia del aumento de la incidencia de tumores hepatocelulares en rato-
nes y de tumores de células renales en ratones y ratas, han llevado a la actua-
lizacion de la clasificacion de esta micotoxina por la IARC en el Grupo 2B (posi-
blemente cancerigeno para los humanos) (Ostry et al., 2017). Se ha demostrado
que esta micotoxina es neurotoxica, nefrotdxica, teratogénica, inmunotoxica y
citotéxica. Su mecanismo de toxicidad provoca el aumento de la actividad de las
enzimas NADPH oxidasa y citocromo P450, activando la via de senalizacion de la
caspasa e induciendo la apoptosis. El estrés oxidativo inducido por la OTA en las
mitocondrias y el reticulo endoplasmico inhibe el ciclo celular y el metabolismo
de lipidos y nucleétidos (Lee et al., 2019; Tao et al., 2018). La exposicion a la OTA
también provoca fetotoxicidad, lesiones renales y cambios en los parametros
hematolégicos y morfologicos del rifidn de ratas Fischer (Bondy et al., 2021).
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1.2.3. Zearalenona

Los principales productores de ZEA pertenecen a especies de hongos del
género Fusarium, como F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F. semi-
tectum y F. equiseti (Rai et al., 2020). La estructura de la ZEA es similar a la de
los estrogenos naturales como el estradiol, la estrona o el estriol (Gromadzka et
al., 2008). La ZEA se ha detectado con frecuencia en diferentes cereales y pro-
ductos derivados y en la leche de vacas (Mally et al., 2016; Coffey et al., 2009).

Hasta la fecha, se ha demostrado que es hepatotdxica, hematotoéxica, cito-
toxica, genotoxica y puede causar toxicidad reproductiva y del desarrollo in vivo
(Ropejko & Twaruzek, 2021). La ZEA también posee un efecto estrogénico, que
se manifiesta clinicamente en el hiperestrogenismo, al transactivar los recep-
tores de estrégeno y promover la expresion de los genes que responden al es-
tradiol (Lecomte et al., 2017). Sin embargo, la carcinogenicidad de la ZEA sigue
siendo cuestionable, ya que ha sido catalogada por la IARC como Grupo 3 (Rai
et al., 2020).

1.3. Micotoxinas no legisladas

BEA y ENs son metabolitos secundarios sintetizados por varios hongos toxi-
génicos, entre ellos varias especies de Fusarium y ambas tienen una estructura
guimica de hexadepsipéptidos ciclicos. Estos hongos son capaces de crecer en
el maiz, el trigo, el arroz y otros productos basicos (Covarelli et al., 2015). Los
niveles de contaminacién observados en la cadena alimentaria demuestran que
es necesario reducir las concentraciones de estas micotoxinas en los alimentos
para garantizar la seguridad alimentaria de personas y animales. Los efectos
toxicolégicos atribuidos a la BEA y a las ENs han sido estudiados, principalmente
en los Ultimos anos (Mallebrera et al., 2018, 2016; Fraeyman et al., 2017; Pros-
perini et al., 2017). Recientemente, se ha confirmado la toxicidad y genotoxici-
dad de la BEAy las ENs in vivo en roedores (Maranghi et al., 2018). Sin embargo,
todavia no se han dilucidado sus mecanismos de accion y respuestas toxicas.
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1.3.1. Beauvericina

La BEA es un compuesto ionéforo que tiene la propiedad de aumentar la
permeabilidad de los iones en las membranas biolégicas al formar un complejo
con cationes esenciales (Ca2+, Na+, K+), afectando asi a la homeostasis i6nica
y desacoplando el proceso de fosforilacion oxidativa (Kouri et al., 2003; Tonshin
et al., 2010). Otros mecanismos de accion implican la inhibicion de enzimas. Por
ejemplo, la BEA es capaz de inhibir la acil-CoA colesterol aciltransferasa, una en-
zima que permite la produccién de los ésteres de colesterol a partir del coleste-
rol celular y los acil-CoA grasos de cadena larga. También se ha informado de su
capacidad de inducir el estrés oxidativo con la produccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS), seguida de una mayor peroxidacion lipidica y una disminucion
del nivel de glutation, probablemente afectando al sistema antioxidante. Como
resultado de todas estas acciones, la BEA puede perturbar las concentraciones
fisiolégicas de iones intra y extracelulares e inducir la apoptosis en diversas li-
neas celulares (Caloni et al., 2020; Mallebrera et al., 2016).

1.3.2.Eniatinas

La toxicidad de las ENs es similar a la de BEA y también se basa en sus pro-
piedades iono6foras. Facilitan el transporte de cationes mono o divalentes como
el K+ o el Ca2+ a través de las membranas, alterando asi las concentraciones
fisiologicas normales de estos iones (Gruber-Dorninger et al., 2017). Ademas, se
ha demostrado que las ENs pueden inducir un efecto citotéxico mediante la pro-
duccion de ROS vy, posteriormente, provocar la peroxidacion de lipidos y la alte-
racion del ciclo celular normal debido a sus efectos necréticos y apoptéticos en
varios modelos celulares (Prosperini et al., 2017). Ademas, pueden disminuir la
capacidad de retencion de calcio de la matriz de la mitocondria, lo que conduce
al colapso del potencial de la membrana mitocondrial a través de la apertura del
poro de transicion de permeabilidad, y pueden causar el desacoplamiento de
la fosforilacion oxidativa (Fraeyman et al., 2017). Estudios proteémicos realiza-
dos in vivo sobre ratas Wistar demostraron alteracion de rutas biolégicas claves
para el funcionamiento celular a nivel protedmico, asi como la alteracion de la
permeabilidad intestinal mediante disfuncion mitocondrial e induccion de estrés
oxidativo (Cimbalo et al., 2021a; Cimbalo et al., 2021b).
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1.4. Las Omicas en las ciencias de la alimentacion.

Las técnicas 6micas son una poderosa herramienta para analizar los pro-
cesos moleculares. Las investigaciones en el ambito alimentario se han visto
impulsadas mediante el uso de diferentes disciplinas 6micas como la genémica,
la transcriptémica, la protedmica y la metabolémica. Numerosos trabajos de in-
vestigacion abordan el uso de diferentes tecnologias 6micas por separado o en
combinacién, no s6lo en el analisis de los componentes de los alimentos, sino
también en la autentificacion de los mismos y en la evaluacion de su seguridad
y calidad (Balkir et al., 2021).

En la actualidad, todavia se desconoce la toxicologia de la mayoria de las
micotoxinas y formas derivadas a las que estan expuestos los seres humanos y
los animales. Los mecanismos de accion que subyacen a las acciones toxicas
conocidas alin no se comprenden del todo. Para ello, la toxicologia de las micoto-
xinas debe investigarse desde una perspectiva holistica. El primer paso en esta
direccion puede ser el uso integrado de un enfoque multiémico para estudiar los
eventos moleculares de manera integral y general (Fig. 1) (Dellafiora & Dall’Asta
et al., 2017).

REGULACION

transcripcion

TRANSCRIPTOMICA GENOMICA

auto regulacion auto regulacion

( .
'@ @

PROTEOMICA METABOLOMICA

REGULACION
traduccién
NODRVINOIY

aufo regulacion aufo regulacion

metabolismo

REGULACION
Figura 1. Esquema de las principales ciencias 6micas.
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1.4.1. Estudios transcriptomicos de exposicion a micotoxinas.

El transcriptoma se define como el conjunto completo de moléculas de ARN
de un organismo. Se compone principalmente de ARN mensajero codificante,
ARN ribosomico, ARN de transferencia y una gran variedad de ARN no codifican-
te. En este contexto, los ARNm son de gran interés en los estudios biologicos, ya
que representan el vinculo entre el genotipo y el fenotipo, por lo que son esen-
ciales para comprender los elementos funcionales del genoma y los componen-
tes moleculares de las células. A diferencia del genoma, que se caracteriza por
su estabilidad, el transcriptoma de un organismo es dinamico ya que cambia en
respuesta a una amplia gama de factores intrinsecos y extrinsecos. De hecho, el
objetivo de la transcriptdmica es identificar los genes que se expresan de forma
diferencial en diferentes condiciones.

Existen esencialmente tres técnicas principales para abordar el transcripto-
ma: la PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR), los microarrays y la secuencia-
cion de ARN de nueva generacion (RNA-seq). Para los estudios dirigidos a algu-
nos genes especificos, la RT-gPCR es la tecnologia de eleccion, ya que permite
la deteccion de pequenas diferencias en la expresion de los genes a través de
las condiciones experimentales debido a sus propiedades cuantitativas. Para
los estudios no dirigidos en los que se busca una vision holistica, la tecnologia
de eleccion es la RNA-seq. Es un método no dirigido que nos permite secuenciar
el ARNm integramente aportando una vision global de la expresion génica del
organismo de estudio. Aunque los microarrays se consideran un método dirigido,
permiten el estudio de casi todo el transcriptoma si se incluyen todos los genes
conocidos en un microorganismo especifico. Por tanto, esta tecnologia permite
a los investigadores obtener una vision global de los cambios en la expresion
génica bajo un escenario experimental especifico. Sin embargo, a diferencia de
RNA-seq, los microarrays no tienen la capacidad de detectar nuevos transcritos
(Lowe et al., 2017). En la tabla 1, se exponen todos los estudios realizados con la
técnica RNA-seq para el analisis de la toxicidad de las micotoxinas investigadas
en este trabajo.
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Otra aplicacion es la discriminacion de variantes de nucleétido Unico (SNV)
partiendo de los datos obtenidos mediante RNA-seq. El desarrollo de protocolos
bioinformaticos se ha convertido en una de las técnicas mas representativas debi-
do a su alta precision y rentabilidad. Las SNV son variaciones de base de un solo
nucleétido, causadas por transiciones (C/T o G/A) o transversiones (C/G, C/A, o
T/A, T/G), en la misma posicion de secuencias individuales de ADN gendémico. Los
SNV se localizan en la region intergénica, en las secuencias codificantes de los
genes (exones) o0 en las regiones no codificantes de los genes (intrones, 5’UTR,
3’UTR o sitios de unién exon-intron). Las SNV que se producen en las regiones
codificantes y en las secuencias reguladoras, pueden tener efectos sustanciales
en la en la expresion de los genes y la funcion de las proteinas (Guo et al., 2019).

Existen cuatro ventajas principales para conducir el analisis de SNV utilizan-
do los datos de RNA-seq: a) el descubrimiento de miles de SNV; b) cuantificar los
niveles de expresion de genes funcionales con variaciones en la secuencia; c) se
puede identificar la localizacion de las variaciones en las regiones codificantes
asociadas a la exposicion toxicoldgica y predecir los fenotipos en funcién de los
genotipos; d) estos fendmenos se pueden observar simultdneamente por un
coste razonable (Zhao et al., 2019). En esta tesis se expone el primer estudio
bioinformatico de discriminacion de SNVs basado en RNA-seq en células ex-
puestas a micotoxinas.

De todas formas, el analisis mas extendido a partir de los transcritos ad-
quiridos por RNA-seq es el de los genes diferencialmente expresados (DEGS).
Esta técnica se ha usado para investigar los efectos subcrénicos de AFB1 en el
transcriptoma del higado de ratas macho F344/N. El analisis identifico 1.026
DEGs, siendo los mas importantes los relacionados con las vias de senalizaciéon
de Ahr, Nrf2, GSH, xenobiéticos, ciclo celular, matriz extracelular y redes de dife-
renciacion celular relacionadas con las vias que conducen a la carcinogénesis
provocada por AFB1 (Tabla 1) (Merrick et al., 2013).

El estudio transcriptéomico del higado de patos comerciales Cherry Valley re-
cién nacidos expuestos a AFB1 encontré 749 DEGs entre el control y el trata-
miento con AFB1. Los resultados del andlisis de las vias de origen genético (GO)
y la base de datos genética KEGG mostraron que muchos genes implicados en el
metabolismo de fase |, la desintoxicacion de fase Il, el proceso de oxidacion-re-
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duccidn, la carcinogénesis, la apoptosis y el ciclo celular, y el metabolismo de
los acidos grasos se vieron afectados por la exposicién a esta micotoxina (Tabla
1) (Zhang et al., 2016).

Para aportar mas informacion a los mecanismos de la hepatotoxicidad indu-
cida por la AFB1, se seleccionaron las células LO2 cuya principal caracteristica
es estar detenidas en la fase S del ciclo celular. Utilizando RNA-seq de una sola
célula y combinandola con secuenciacion de bisulfito de representacion reduci-
da en una sola célula, se evidencioé que la AFB1 alter6 la regulacion de la via del
receptor de la hormona liberadora de gonadotropina, la via de senalizacion Wnt
y la via de senalizacion TGF-beta entre otras (Tabla 1) (Zhang et al., 2020).

El analisis transcriptdmico de la exposicion combinada a AFB1 y DON in vitro
sobre células HepG2/C3A de higado revel6 diferentes DEGs. 215 genes se vie-
ron sobreexpresados y 133 reprimidos para el tratamiento con DON, mientras
que 268 genes fueron sobreexpresados y 26 reprimidos para el tratamiento
con AFB1. El andlisis transcriptdmico de la combinacién de ambas micotoxinas
demostré una serie de genes expresados de forma Unica en su combinacion,
lo que indica una interaccion sinérgica entre AFB1 y DON a nivel molecular. Se
demostro que la via JNK/p38/MAPK asociada al estrés del reticulo endoplasmi-
co fue inducida por DON, mientras que la via de senalizacion p53 fue activada
por AFB1. Los perfiles de expresién de los genes relacionados con la apoptosis
caspasa-3, Bax y Bcl-2 sugirieron una via de apoptosis mediada por las mitocon-
drias que fue compartida entre AFB1 y DON. Por lo tanto, diferentes vias de cito-
toxicidad y su convergencia en el proceso apoptotico podria ser el mecanismo de
la citotoxicidad aditiva/sinérgica de AFB1 y DON a las células HepG2/C3A (Tabla
1) (Li et al., 2017).

Examinando la toxicidad y los efectos de AFB1 y AFM1 en las células epitelia-
les mamarias bovinas, también se encontraron alteraciones a nivel transcriptoé-
mico. Los resultados de la RNA-seq mostraron que la AFB1 y la AFM1 perturba-
ron la expresion de genes relacionados como la apoptosis y el estrés oxidativo,
el ciclo, la unién y la via de senalizacion. Los resultados revelaron que existian
varias alteraciones transcriptémicas a raiz del tratamiento con AFB1y AFM1. En
comparacién con el control, se encontraron 418 y 335 DEGs, respectivamente.
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Los mas importantes estaban implicados en las vias de apoptosis y estrés, ciclo
celular, uniones estrechas y senalizacion celular (Tabla 1) (Wu et al., 2021).

Estudios realizados sobre el transcriptoma del higado de embriones de pa-
vos salvajes y domesticados expuestos a AFB1, identificaron 1535 DEGs. Los
efectos de la AFB1 dependieron del tiempo de exposicion y del tipo de pavo,
siendo mas toxicos en los pavos domésticos lo que provoco una sobreexpresion
de los genes reguladores del ciclo celular, los genes de respuesta mediada por
NRF2 y los factores de coagulacion (Monson et al., 2016). La evaluacion in vitro
de los cambios transcripcionales causados por la AFB1 en la linea celular deri-
vada de hepatocitos fetales bovinos BFH12, afecté profundamente al transcrip-
toma celular, estando la mayoria de los DEGs asociados con el cancer, el dano
celular y la apoptosis, la inflamacion, la bioactivacion y las vias de desintoxica-
cion (Pauletto et al., 2020).

La RNA-seq también se ha utilizado para dilucidar los mecanismos de accién
sobre la inmunotoxicidad de la AFB1 en macrofagos raton, encontrandose 83
DEGs. El analisis KEGG de la via de la fosforilacion oxidativa revelé sobreexpre-
sion de 11 genes y represion de otros 14 genes relacionados con la cadena de
transporte de electrones (CTE) en comparacion con las células control. Ademas,
se identificaron siete vias de regulacion inmunitaria mediadas por el estrés oxi-
dativo alteradas mediante este mismo analisis (Tabla 1) (Ma et al., 2021).

Estudios transcriptdmicos realizados para dilucidar los mecanismos de
accion en la nefrotoxicidad provocada por OTA en células epiteliales tubulares
proximales derivadas de humanos (HK-2), identificaron 3193 genes expresados
diferencialmente, 2224 sobreexpresados y 969 reprimidos. El analisis del trans-
criptoma revel6 que la OTA afecta significativamente a la hipoxia, la transicion
epitelial-mesenquimal, la apoptosis y las vias del metabolismo de los xenobi6ti-
cos en las células renales (Tabla 1) (Pyo et al., 2021).

El analisis por RNA-seq de los cambios moleculares producidos por la exposi-
cién a OTA en ovocitos y células de la granulosa que forman parte de los foliculos
en cerdos, revel6 la alteracion significativa de la via PI3K/AKT demostrando una
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relacion concreta entre esta ruta y la proliferacion y apoptosis de las células de
la granulosa (Tabla 1) (Zhang et al., 2019).

Un analisis transcriptdmico in vivo del rindn de pollos sobre la exposicion a
OTA, revel6 que los genes asociados con el metabolismo de los carbohidratos y
los aminoacidos fueron reprimidos, y los genes asociados con el sistema inmuni-
tario se encontraron sobreexpresados. Los genes asociados al metabolismo de
los lipidos y a la biodegradacion de los xenobiéticos también sufrieron represion.
Estos cambios desaparecieron el dia 21, lo que sugiere que el rinén y otros 6r-
ganos relacionados fueron reparados o el dano fue contenido (Tabla 1) (Zeferino
et al., 2016).

Estudios realizados sobre células estromales del endometrio de raton ex-
puestas a ZEA identificaron 3.846 DEGs con respecto al grupo control y el grupo
tratado con ZEA, siendo 1.810 y 2.036 los genes sobreexpresados y los reprimi-
dos, respectivamente. Entre los DEGs, se encontraron numerosos genes relacio-
nados con el ciclo celular, la apoptosis y el desarrollo embriolégico (Tabla 1) (Xie
et al., 2017).

Para explorar los efectos genotoxicos de la exposicion a la ZEA en las células
somaticas del ovario, se expusieron células de la granulosa porcina a dos dosis
diferentes de ZEA durante 24 o 72 h in vitro. Los resultados mostraron que la
exposicion a la ZEA durante 24 h redujo notablemente la proliferacion de las
células de la granulosa porcina de forma dependiente de la dosis. La exposicion
a la ZEA durante 72 h indujo la apoptosis y el analisis RNA-seq confirmé que la
expresion de los genes relacionados con la apoptosis estaba alterada. La RT-gP-
CR, la inmunofluorescencia y el analisis de western blot confirmaron que la ex-
presion de los genes relacionados con el dano y la reparacion del ADN (y-H2AX,
BRCA1, RAD51 y PRKDC), aument6 en las células de la granulosa expuestas a
la ZEA. Al anadir al medio de cultivo tamoxifeno, antagonista de estrégenos, el
dano en el ADN y la reparacion por la ZEA volvieron al nivel normal. En conjunto,
estos resultados ilustran que la ZEA altera la estabilidad del genoma e inhibe el
crecimiento de las células de la granulosa porcina a través de los receptores de
estrégeno, lo que puede promover la apoptosis de las células de la granulosa
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cuando el sistema de reparacion del ADN no es suficiente para rescatar este
grave danO.

El analisis transcriptomico sobre células del sistema reproductivo (células
de la granulosa) de ratén y cerdos expuestos a ZEA in vitro, aumentd la expre-
sion de muchos genes relacionados con diferentes tipos de cancer y vias rela-
cionadas con el cancer (Zhang et al., 2018a; Zhang et al., 2018b). Analisis del
transcriptoma de células del intestino epitelial porcino (IPEC-J2) in vitro tras la
exposicion a ZEA identifico un total de 783 DEGs. El analisis KEGG de las rutas
moleculares evidencio que las mas alteradas fueron la via PERK que regula la
expresion génica, la via de senalizacion de las cascadas de receptores tipo Toll,
la mitosis, la metafase y la anafase mitéticas, la replicaciéon del ADN y los puntos
de control G2/M, estaban implicados en la via del ciclo celular (Tabla 1) (Wang
et al., 2019).

También se han realizado estudios in vivo sobre cerdas alimentadas con die-
tas que contenian ZEA en concentraciones de 0 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kgy 10
mg/kg, respectivamente, de 8 a 14 dias de gestacion. El analisis del transcrip-
toma uterino revel6 75, 215 y 81 genes que se expresaron de forma diferencial
en los tratamientos de O mg/kg frente a 1 mg/kg, 0 mg/kg frente a 10 mg/kg
y 1 mg/kg frente a 10 mg/kg, respectivamente. El analisis de los términos GO
mostré que los genes regulados al alza relacionados con el sistema inmunitario
estaban muy expresados. El analisis de las vias KEGG revel6 ademas la impor-
tancia de varias vias metabdlicas, incluyendo el metabolismo de los farmacos-ci-
tocromo P450, la via de interaccion entre los receptores de citoquinas y las vias
de senalizacion del calcio (Tabla 1) (Gao et al., 2022).

Estudios transcriptomicos in vivo realizados para evaluar la inmunotoxicidad
de ZEA asociada a la implantacion embrionaria en cerdas hembras, mostraron
hasta 215 DEGs para la concentracién mas alta estudiada. El analisis de los
términos GO mostré que los genes relacionados con el sistema inmunitario ha-
bian incrementado su expresion. El analisis de las vias KEGG revelé ademas la
importancia de varias vias metabdlicas, entre ellas la del metabolismo de los
farmacos en el citocromo P450, la via de interaccion entre los receptores de
citoquinas y las vias de sefnalizacién del calcio (Tabla 1) (Gao et al., 2022).
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La RNA-seq sobre el transcriptoma de la placenta de ratas tratadas con ZEA
in vivo, apuntd a que ZEA seria capaz de inhibir la expresion de proteinas trans-
portadoras de nutrientes, incluyendo proteinas transportadoras de aminoaci-
dos, proteinas transportadoras de esteroides, proteinas transportadoras de &ci-
dos grasos, e interrumpir la biosintesis normal de triglicéridos y el metabolismo
de B-oxidacion a las dosis y tiempos de exposicion analizados. Asimismo, indujo
autofagia mediante la inhibicion de la via de senalizacion AKT/m TOR mediada
por ROS o/y la via de senalizacion ERK/mTOR mediada por ROS en la placenta
de rata (Tabla 1) (Pan et al., 2020).

Existen pocos estudios transcriptdmicos sobre la accion téxica de las mico-
toxinas BEA y ENB. De hecho, los Unicos estudios desarrollados con esta técni-
ca sobre células humanas, corresponden a nuestro grupo. El primero de ellos
realizado sobre los mecanismos moleculares de la toxicidad de la BEAy la ENB
mediante la secuenciacion del transcriptoma en células Jurkat, evidencio que
la exposicion individual a cada una de ellas provocaba alteraciones en la trans-
cripcion de los genes mitocondriales con respecto al control. Al exponer las cé-
lulas a BEA, se encontraron 43 DEGs para las tres concentraciones estudiadas.
Varios procesos biolégicos relacionados con la CTE, la fosforilacién oxidativa y
la respiracion celular se vieron significativamente alterados (Tabla 1) (Escriva et
al., 2018).

En el caso de la ENB, para las tres concentraciones estudiadas, se encontra-
ron 245 DEGs. Los procesos biolégicos relacionados con la ruta metabdlica del
monofosfato de nucledsido, los complejos de la CTE, la fosforilacion oxidativa y
la respiracion celular fueron los mas perturbados (Tabla 1) (Alonso-Garrido et
al., 2018).

Recientemente, en otro estudio transcriptomico, se utilizaron como modelo
hepatocitos primarios aislados de salmén del Atlantico (Salmo salar), exponién-
dolos a diferentes concentraciones de BEA y ENB. Ambas micotoxinas mostraron
citotoxicidad a concentracion 5 uM y superiores, provocando la condensacion
de los hepatocitos seguida de la formacién de protuberancias tipo ampolla en
la membrana de la célula. El analisis de secuenciacion de ARN a niveles subci-
totoxicos indicd que los hepatocitos expuestos a BEA y ENB experimentaron un
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mayor gasto energético, un elevado estrés oxidativo y alteraciones de la homeos-
tasis del hierro que predispusieron a los hepatocitos a la ferroptosis (Tabla 1)
(Sgderstram et al., 2022).

Otro estudio realizado en células dendriticas derivadas de la médula ésea
(BMDC) de dos especies de ratones expuestos a BEA, también evidencio altera-
ciones transcriptémicas. Las células fueron tratadas con BEA y lipopolisacaridos
(LPS), individualmente y en combinacion, para compararlas con un control sin
tratamiento. El analisis de los principales componentes revel6 que el tratamien-
to combinado de BEA con LPS se agrupa muy cerca del de la estimulacién con
BEA sola. Por otro lado, la expresion génica inducida por BEA es diferente de la
estimulacion con LPS. La estimulacion combinada de BEA y LPS induce una ex-
presion génica diferencial similar a la del tratamiento con BEA, compartiendo la
regulacion diferencial de la expresion génica relacionada con el endolisosoma,
la expresidon génica del metabolismo celular, la expresion génica mitocondrial,
la expresion génica de la autofagia y la regulacion de la transcripcion. Estos
resultados indican que BEA activa los BMDC a través de una via de senalizacion
dependiente de TLR4, pero induce un perfil de expresion génica diferente al de
LPS (Tabla 1) (Yang et al., 2022, en prensa).
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Tabla 1. Relacion de estudios transcriptdmicos realizados sobre micoto-

xinas.
MICOTOXI- | METODO DE MATRIZ TIEMPO DE iuibles REFEREN-
NAS ESTUDIO BIOLOGICA ) EXPOSICION [ECHICE i) CIA
EFECTOS
1 1 1 1 1 1
; Higado ' ' ' '
. 1 depatos 1 40 pg/Kg/ 1 B 1 1 Hepatotoxi- 1 Zhang et
Invivo 1 recien | dia 1 l4dias 1 RNAseq 1 iy | al., 2016
i nacidos 1 i i i i
1 1 1 1 1 1
--------- o o
' Higado | : : : :
. ! v 1mg/kg/ 1 o 1 RNA-seq/ ' Carcinogé- ' Merrick et
In vivo i de ratas i day i 90 dias i RT-gPCR i nesis i al.,, 2013
1 macho 1 1 1 1 1
......... Y Y S ——
1 1 1 1 1 1
1 1 20-40 1 1 1
1 . 1 1 1 1 1
! Linea ! - 60, 80 - ! ! ! parada de !
In vitro ! celular ! 100,120 ! 24 ! singlecell | lafaseS ! Zhanget
AFB1 | humana ! -160- ! | RNA-seq ! delciclo | al, 2020
! LO2 ! 180 - 200 ! ! ! celular !

. pove/mb . . .
--------- o o o
; Li lu ; ; ; ; cancer e ;

inea celu-
1 1 1 1 1 1
Invitro v larbovina ' 3,6 uM 1 48 h 1 RNA-seq ' inmuno- ! Pauletto et
1 1 1 1 1 . 1 al., 2020
1 BFH12 1 1 1 toxicidad 1
......... S - SRR SRR SR
1 1 1 1 1 1
| Linea | H H | estrés |
1 1 1 1 1 . . 1
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. . . . . .
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......... - - USR-S U Y U U PR
1 1 1 1 1 . 1
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Exvivo + P 120-40uM | 24h | RNAseq | ciondel | g
, delagra- | ' ' ' - . al, 2019
0TA H crecimien-
1 nulosa | h h h h
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--------- L el il il il il el
1 . 1 1 1 1 1
: I_Ilnela : : : RNA / :N f] : P |
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8 - 14 dias

1 1 1 1 1 1
In vivo E Utero de E 1-2-10 E de gesta- E RNA-seq / E Inmuno- E Gao et al.,
1 cerdas 1 mg/kg/dia 1 g 1 RT-gPCR 1 toxicidad 1 2022
1 1 1 cion 1 1 1
1 1 1 1 1 1
--------- o o o
1 1 1 1 1 1
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1 1 1 1 1 1
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1.4.2. Estudios protedmicos de exposicion a micotoxinas

La protedmica es el estudio de la identificacién y contenido total de protei-
nas codificadas por el genoma expresadas bajo las condiciones de estudio. Las
tecnologias desarrolladas hasta la fecha permiten la descripcion estructural de
las proteinas, su identificacion y cuantificacion, incluyendo sus isoformas, y las
interacciones entre ellas formando complejos de orden superior (Pineiro et al.,
2015).

Estas tecnologias estan basadas en la espectrofotometria de masas que se
empezo6 a popularizar en los anos 90. Estos métodos se clasifican en dos catego-
rias: la protedmica “ascendente” y la proteémica “descendente”. En la primera,
se requiere la digestion previa de las proteinas para su separacién y analisis por
espectometria de masas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS). La forma-
cion de péptidos pequenos mediante la digestion tiene mdltiples ventajas, sien-
do las principales una mayor eficiencia en la separacién y un incremento de la
homogeneidad de la muestra. Este método ha sido el predominante durante un
largo periodo de tiempo debido a las limitaciones técnicas de la espectrometria
de masas.
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No obstante, posee una limitacion clave, ya que al digerir las proteinas en
péptidos pequenos se puede perder la proteoforma perdiendo asi informacién
sobre su actividad biolégica, asi como la ubicacion de las modificaciones postra-
duccionales (Cupp-Sutton & Wu, 2020). Estos problemas no se dan en la proteé-
mica “descendente”, ya que en este método no se requiere digestion proteica y
se basa en la captura iénica de la proteina por un espectometro de masas para
su posterior identificacion.

Esto permite identificar las isoformas que se dan después de los cambios
postraduccionales. Estas isoformas pueden tener diferentes efectos en impor-
tantes procesos biolégicos, incluyendo la regulacion génica, la senalizacion celu-
lar y la actividad de las proteinas. En consecuencia, la capacidad de caracterizar
estas especies es esencial para comprender la respuesta biolégica a la enfer-
medad. La identidad de una forma proteica a menudo puede inferirse a partir de
una masa intacta determinada experimentalmente. Asimismo, se puede aumen-
tar la sensibilidad de la identificacion de isoformas basada en la masa intacta
determinando la abundancia relativa de un aminoacido concreto mediante el
etiquetado isotépico. Para ello, se utiliza las similitudes entre las masas para
agrupar las proteoformas en familias de genes mediante bases de datos de bUs-
gueda especificas para cada muestra (Donnelly et al., 2019).

La protedmica tiene un amplio rango de aplicacién en la investigacion cien-
tifica que abarca desde el analisis de perfiles de expresion proteica, vias de se-
nalizacion o el desarrollo de métodos para la investigacion de biomarcadores
de proteinas. En el ambito de la toxicologia alimentaria y concretamente en el
estudio de las micotoxinas, existen diferentes aplicaciones. Por un lado, mejora
la comprension del comportamiento celular de los hongos mediante el estudio
de los diferentes patrones de contenido proteico y aporta informacién sobre el
efecto de los factores bidticos y como inducen variaciones en el perfil proteico
durante el desarrollo del cultivo. Por otro lado, el perfil proteico proporciona infor-
macioén sobre la respuesta de los animales y humanos a la exposiciéon a micoto-
xinas y la apariciéon de posibles biomarcadores asociados a su toxicidad (Eshelli
et al., 2018). En la tabla 2, se incluye una relacion de los estudios protedmicos
sobre la toxicidad de micotoxinas.
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El analisis protedmico de espermatozoides de toro tratados con AFB1 revel6
una expresion diferencial de proteinas asociadas a procesos biologicos y vias ce-
lulares que intervienen en la funcidén del espermatozoide, la competencia de la
fecundacion y el desarrollo embrionario. Las proteinas expresadas de forma di-
ferencial estaban implicadas en cuatro procesos biolégicos y siete vias celulares
y en nueve procesos y 16 vias, en el grupo de control en comparacién con los es-
permatozoides tratados con AFB1, respectivamente. Algunas de estas proteinas
estaban implicadas en importantes vias celulares, como las vias de senalizacion
del receptor EGF y PI3K y la via de senalizacion Wnt. En definitiva, el analisis
protedmico de los espermatozoides tratados con AFB1 revel6 las proteinas ex-
presadas diferencialmente (DEPs) implicadas en la funcién del espermatozoide
y su capacidad de fertilizacion (Tabla 2) (Komsky-Elbaz et al., 2020).

Estudios realizados sobre la exposicion de AFM1 y OTA a la barrera intestinal
usando el modelo celular humano Caco-2, mostraron alteraciones transcripto-
micas y protedmicas. Las DEPs fueron 69 y 134 para los tratamientos con AFM1
y OTA, respectivamente. Ademas, se encontraron 69 DEPs Unicas con el trata-
miento combinado a AFM1 y OTA. El analisis evidencié que la OTA indujo una res-
puesta inflamatoria, mientras que la AFM1 no lo hizo y su combinacién mostrd
un patron parecido al tratamiento con OTA, si bien la expresion de las citoquinas
se vio aumentada con respecto a la dosis individual (Tabla 2) (Gao et al., 2020).

Para aportar informacion sobre la citotoxicidad inducida por OTA, se estudid
la funcion de la Proteasa mitocondrial Lon 1 (Lonpl). Lonpl es una proteasa
multifuncional dependiente de ATP que participa principalmente en la prote6-
lisis mitocondrial y en el control de calidad de las proteinas. Mediante ARN de
interferencia, se regulé a la baja la expresion de Lonpl en células HEK293.
Los resultados de viabilidad celular revelaron que las células con deficiencia de
Lonpl eran mas vulnerables a la OTA. Se identificaron 34 DEPs como resultado
de la deficiencia de Lonp1, mientras que cuarenta y cuatro proteinas se expre-
saron diferencialmente en respuesta tanto a la deficiencia de Lonp1l como al
tratamiento con OTA. El analisis de vias identificé que Lonp1 realiz6 su funcion
protectora en la resistencia a la citotoxicidad renal inducida por la OTA a través
de la defensa contra el estrés oxidativo inducido por la OTA en las mitocondrias,
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la regulacion de la sintesis, modificacion y reparacion de proteinas, el manteni-
miento del equilibrio del metabolismo de los carbohidratos y la ayuda al mante-
nimiento del ADNmt (Tabla 2) (Zhang et al., 2014).

Mediante el analisis protedmico de la exposicion de células epiteliales del
timo de ratén a ZEA, se identificaron 596 proteinas expresadas diferencialmen-
te, encontrandose 245 sobreexpresadas y 351 reprimidas. El analisis GO sugirio
que las proteinas expresadas diferencialmente participaban en la sintesis de
proteinas, la fosforilacion oxidativa y la union de ATP. Ademas, el anélisis KEGG
mostré que las proteinas expresadas diferencialmente estaban relacionadas
principalmente con el metabolismo mitocondrial, como el ciclo del citrato (ciclo
TCA) y la fosforilacion oxidativa. La combinacion con otros analisis determin6
que la toxicidad de ZEA en este modelo celular vendria inducida principalmente
por la disfunciéon mitocondrial y la inhibicion de la proliferacién celular (Tabla 2)
(Geng et al., 2022).

Soler et al. (2020) (Tabla 2) exploraron los cambios en el proteoma induci-
dos por una exposicion corta y no citotoxica a la ZEA en el intestino de cerdo.
Los resultados mostraron que la ya conocida actividad disruptora de estrogenos
provocada por ZEA podria estar relacionada con su efecto toxico intestinal, aso-
ciando la exposicion a ZEA con trastornos de la senalizacion celular similares a
los implicados en la aparicién y progresion de enfermedades como el cancer y
los trastornos inflamatorios crénicos.

Para aportar luz sobre los mecanismos de accion de la toxicidad de ZEA,
la cual se ha demostrado incrementa la liberacion de ROS y afecta al aparato
reproductor masculino, se realiz6 un analisis del proteoma mitocondrial in vitro
extraido de células de ratén de tumor de Leydig. Se identificaron un total de 52
DEPs en respuesta a la ZEA implicadas principalmente en el metabolismo ener-
gético, el transporte molecular y las funciones relacionadas con el sistema endo-
crino. En consonancia con el analisis protedmico mitocondrial, los niveles de ATP
y Ca2+ intracelular aumentaron tras el tratamiento con ZEA. Los resultados su-
gieren que el metabolismo de los lipidos cambid significativamente después de
la exposicion a dosis bajas de ZEA, dando lugar a dos alteraciones. Una es el au-
mento de la produccién de energia a través de la promocién de la captacion de
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acidos grasos y la beta-oxidacion, junto con un estrés oxidativo excesivo; la otra
es una inhibiciéon de la esteroidogénesis y la esterificacion, lo que posiblemente
resulte en la reduccion de la secrecidon hormonal (Tabla 2) (Li et al., 2014).

En relacion con la toxicidad reproductiva inducida por ZEA, se realiz6 un ana-
lisis del proteoma para comparar la abundancia de proteinas en los ovarios de
ratones expuestos a ZEA, incluyendo como factor la obesidad para comprobar
si ésta alteraba la respuesta protedmica ovarica a la exposicion a esta micoto-
xina. En los ratones delgados, la exposicion a la ZEA alter6 177 proteinas, 72
disminuyeron y 105 aumentaron su expresion. Un total de 58 proteinas fueron
alteradas en los ratones obesos expuestos a la ZEA, 27 proteinas disminuyeron
y 31 aumentaron. La obesidad por si sola alterd6 406 proteinas ovaricas, 233
aumentaron y 173 disminuyeron. El analisis protedémico revelé6 cambios en la
abundancia de proteinas ovaricas relacionadas con la reparacion de danos en
el ADN, el metabolismo quimico y la reproduccion. En conjunto, los datos identi-
fican alteraciones ovaricas inducidas por la ZEA y apoyan que la respuesta ovari-
ca a la exposicion a la ZEA es diferente en los ratones obesos en relacion a los
delgados (Tabla 2) (Gonzalez-Alvarez et al., 2021).

Profundizando en el analisis molecular de la exposicion a ENs (EN A, EN A1,
ENB, ENB1), se llevo a cabo un estudio proteémico sobre su toxicidad aguda en
higado de ratas Wistar. Los péptidos se analizaron mediante una cromatografia
liqguida acoplada a un espectrémetro de masas cuadrupolar de tiempo de vuelo
(LC-ESI-qTOF-MS). Las proteinas se filtraron por abundancia utilizando el softwa-
re Mass Professional Profiler (Agilent Technologies) y 57 se expresaron de forma
diferencial en comparacién con el control. El biomarcador de dano hepatico Car-
boamoil-fosfato sintasa mostré los niveles mas altos de expresion para todas las
condiciones empleadas, mientras que la actina-1 tuvo los mas bajos. El analisis
bioinformatico mediante la plataforma DAVID inform6 de que la acetilacién, la
region de unién a fosfato de nucleétidos:NAD y la actividad catalitica eran las
rutas mas afectadas. Por tanto, la exposicion aguda a las ENs causd cambios en
la expresion de proteinas relacionadas con los procesos celulares mas impor-
tantes en las ratas estudiadas lo que induciria alteraciones hepaticas (Tabla 2)
(Cimbalo et al., 2021b).
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Tabla 2. Relaciéon de estudios protedémicos realizados sobre micotoxinas.

2 PRINCI-
MICOTOXI- | METODO DE MATRIZ TIEMPO DE P REFEREN-
NAS ESTUDIO BIOLOGICA L EXPOSICION ECNICS Liinisd CIA
EFECTOS
H H H H | Toxicidad 1
\ Esperma- , 1 LC-MS/ |} enel | Komsky-El-
) ' ) . AFB110 H . H
AFs Exvivo | to-zoides | M H 4h . MS/wes- | sistemare- | bazetal.
\ detoro | H : \ ternblot | productor | 2020
1 1 1 1 I masculino !
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
H Ovarios de H H 1 LC-MS/ | Toxicidad ; Gonza-
Exvivo | ratén 1 40mg/kg + 15dias ; MS/wes- | reproduc- | lez-Alvarez
- - - | ternblot | tiva | etal. 2021
--------- Y S Y SRS U
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
! Linea ! ! ! ! Nefrotoxi- !
! ! ! ' nLC-MS/ ' cidady !
inviro 1 C¥UAT UM b Bh 1 MS/wes- | toxicidad 1 ZNanget
oTA ! humana ! ! ! tern blot ! it ! al. 2014
' HEK293 | ! ! ternblot 1 mi opon— !
1 1 1 1 1 drial 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
--------- o e o
1 B 1 1 1 1 1
\ Lineas | H H H H
! celulares ! ! ! MALDI-TOF ! Neurotoxi- ! Yoon et al
Invitro ' humanas ' 100 M ! 24 h 1/ western ! . 1 '
1 1 1 1 1 cidad 1 2009
! HT22y ! ! ! blot ! !
1 SH-SY5Y 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
H Explantes H H H H H
I yeyuno H H H nLC-MS/ i Inmuno-
. 1 ) I I I I - 1 Soler et al.
Exvivo , deintes- ; 100 uM 4 h . MS/wes- | toxicidad , 2020
| tinode | . | ternblot | intestinal |
1 Cerdo 1 1 1 1 1
ZEA ' i ' ' i i
--------- o e
1 1 1 1 1 1
y Linea | , 1 nHPLC- | Toxicidad |
. ' celular ! ! ' MS/MS/ ! reproduc- ' Lietal.
1 1 1 1 1 1
In vitro ! de ratén ! SuMm ! 24h ! western | tiva y mito- ! 2014
! MLTC-1 ! ! ! blot ! condrial !

[32]



i i Medium i i i i

i i (ENA256, i ' ' '

i i ENA1 353, | i ' '

d | ENB 540, | i d i

, 1 ENB1296 | , , ,

1 2 1 1 1 1 1
e d*g%:f;; ' mg/ml)/ | o, 1 LCESE | Hepatotoxi- | Cimbalo et
1 oo ! High (ENA ! ! qTOF-MS ! cidad ! al. 2021b

o Wistar g3 Enal - - -

: i 706,ENB ! : : :

! b oo, | ! ! !

1 1 1 1 1 1

ENs ! ! ENB1 593 ! ! ! !

1 1omg/mL) 1 1 1

1 1 1 1 1 1
--------- L e R e

. . . . 1 Inhibicion |

, , , , 1\ delapro- |}

! . ! ! ! ' liferacion !

1 1 1 1 1 1
! cl_ellr:ﬁ:r ! ! ! LC-MS/MS ! celulary ! Gens et al
In vitro ! de ratén ! 25ug/ml ! 24 h ! / western ! disfuncion ! 2321 :

i MTECL 1 ' y Plot o dela

1 1 1 1 1 funcion 1

1 1 1 1 1 . 1

1 1 1 1 1 mitocon- 1

1 1 1 1 1 . 1

1 1 1 1 1 drial 1

1 Lll’nea 1 1 1 1 1

! ! ! ' LC-MS-MS ! Inmuno- !

1 1 1 1 1 1
AFML,0TA Invitro ! hcjr'#;i; : AQ"O“'SIA ' 48h ! /westem ! toxicidad ! Gzoogtoa"

1 1 H 1 1 blot I intestinal 1

! Caco-2 ! ! ! ! !

1.4.3. Estudios metabolomicos de exposicion a micotoxinas.

La metabolémica tiene como propdsito revelar los metabolitos primarios o
secundarios que estan presentes en el metaboloma de una muestra biolégica
bajo un conjunto determinado de condiciones que se conoce como fenotipo. El
metaboloma es la coleccion de todos los metabolitos de bajo peso molecular (<
1000 Da), que son producidos por una célula viva durante su metabolismo, y
proporciona la visibn mas cercana al comportamiento fisiolégico de la célula. El
perfil metabodlico de una muestra biolégica pone de manifiesto los metabolitos
que se agotan o se generan en mayor 0 menor cantidad en respuesta a dife-
rentes condiciones ambientales, genéticas, patolégicas y de desarrollo. Aunque
la tecnologia analitica esta avanzando rapidamente, todavia existen importan-
tes lagunas en nuestro conocimiento de la interrelacion bioquimica entre las
micotoxinas y los organismos a los que afectan. La metabolémica nos permite
profundizar en las alteraciones provocadas por las micotoxinas, ya que mediante
analisis informaticos podemos identificar los metabolitos que provocan estas
intoxicaciones y si estas estan relacionadas con la aparicién de patologias.

33 |



Los estudios metabolémicos pueden clasificarse en enfoques dirigidos o no
dirigidos. El enfoque de la metabolémica dirigida suele utilizarse cuando el cien-
tifico tiene un conjunto de metabolitos que medir o0 una pregunta especifica que
responder. Sin embargo, el enfoque no dirigido se utiliza para identificar tantos
metabolitos como sea posible sin prestar atencion a metabolitos especificos.
Por tanto, en condiciones experimentales, es posible identificar un perfil me-
tabolémico concreto determinado por la exposicion a una o varias micotoxinas
respecto a un organismo control (Eshelli et al., 2018). En la tabla 3, se incluye
una relacién de los estudios metaboldmicos realizados sobre micotoxinas.

Utilizando el analisis de microarrays y el analisis de metabolitos, se identifi-
caron cambios en la expresion génica y en los niveles de metabolitos asociados
a los procesos fisiologicos afectados de las ratas tratadas con AFB1. El analisis
integrado de los resultados de los estudios de toxicidad general, de la trans-
criptémica y de los perfiles metabélicos sugirié que la via de senalizacion p53
inducida por el dano oxidativo era el paso crucial en la hepatotoxicidad aguda
inducida por la AFB1, mientras que la gluconeogénesis y el trastorno del meta-
bolismo de los lipidos resultaron ser los principales efectos metabdlicos tras la
exposicion aguda a la AFB1 (Tabla 3) (Lu et al., 2013).

En la linea de los estudios in vivo, se realizaron estudios sobre el pez cebra,
para caracterizar los perfiles metabdlicos asociados a la exposicion a la AFB1.
La toxicidad de la AFB1 fue dependiente de la etapa de desarrollo. Los perfiles
metabdlicos de los embriones intactos de pez cebra expuestos a la AFB1 fueron
ampliamente consistentes con la hepatotoxicidad previamente reportada en sis-
temas de mamiferos, incluyendo metabolitos asociados con la citotoxicidad, la
desintoxicacion basada en el glutation, y multiples vias asociadas con el higado,
incluyendo el metabolismo de aminoacidos, lipidos y carbohidratos. Ademas,
los cambios encontrados en los neurotransmisores de aminoacidos, como mo-
dulador clave del desarrollo neuronal, apoyan un efecto neurotéxico de la AFB1,
tanto a nivel de desarrollo como en el comportamiento del embrién de pez cebra
(Tabla 3) (Zuberi et al., 2019).

Para entender las respuestas de los sistemas biolégicos a diferentes niveles
de exposicion a la AFB1 en los biomarcadores de los fluidos biolégicos (liqui-
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do ruminal, leche y sangre) mediante pruebas metabolémicas y bioquimicas,
se realiz6 un estudio sobre vacas lecheras. Los resultados mostraron que la
concentracion de aflatoxina M1 (AFM1) en la leche cambi6 con la adicion o la
eliminacion de AFB1. La AFB1 afect6 significativamente a las concentraciones
séricas de superoxido dismutasa (SOD) y malon-dialdehido (MDA), SOD/MDA,
y a la capacidad antioxidante total. Se detectaron diferencias significativas de
acidos grasos volatiles y NH3-N en el liquido ruminal. Dieciocho metabolitos del
liquido ruminal, 11 metabolitos del plasma y 9 metabolitos de la leche se vieron
significativamente afectados por la AFB1. Estos metabolitos estan principalmen-
te implicados en la via del metabolismo de los aminoacidos (Tabla 3) (Wang et
al., 2019).

Por otro lado, se llevé a cabo un amplio estudio metabolémico no dirigido
tras la exposicion de AFB1 a células Hep3B. Se identificaron un total de 2679
metabolitos y se cuantificaron 392 metabolitos diferenciales entre los tres gru-
pos. El analisis de indicd que varias vias se vieron alteradas significativamente,
incluyendo el metabolismo de la purinay la pirimidina, la via de la hexosamina 'y
la sialilacion, la sintesis y oxidacion de acidos grasos, el metabolismo de los gli-
cerofosfolipidos, el TCA, la glucélisis y el metabolismo de los aminoacidos (Tabla
3) (Wang et al., 2021).

Después de la administracion de ZEA intragastrica a ratas, se analizaron sus
muestras de orina y plasma. El analisis metabolémico, sugiere que la exposicion
puede causar estrés oxidativo y cambiar los procesos metabdlicos sistémicos
comunes, incluyendo el metabolismo de la membrana celular, la biosintesis de
proteinas, la glucolisis y el metabolismo de la microbiota intestinal (Tabla 3) (Liu
et al., 2013).

Se conoce que la exposicion a la ZEA afecta significativamente al desarrollo
folicular y a la formacién del antro, pero no asi sus mecanismos subyacentes.
Por lo tanto, en este estudio, se exploraron los cambios metabolémicos tras la
exposicion a ZEA en ovocitos de rata. Los resultados mostraron que la ZEA au-
mento significativamente los aductos de fosfatidilcolina o fosfatidil etanolamina
en el medio de cultivo. Profundizando en el anélisis se evidencid que la lisofos-
fatidilcolina se acumulaba durante el crecimiento del foliculo, pero se agotaba
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con la exposicion a la ZEA. Esto sugiere que un suplemento exdgeno de lisofos-
fatidilcolina en el medio de crecimiento del foliculo o en el medio de maduracion
de los ovocitos puede proteger en parte el defecto de la exposicion a la ZEA en
la formacion del antro folicular y la maduraciéon de los ovocitos (Tabla 3) (Lai et
al., 2018).

Estudios de nefrotoxicidad en ratones CD-1 tratados con AFM1 y OTA, in-
dividualmente y en combinacién, mostraron que en comparacion con el grupo
control, los tres tratamientos con redujeron significativamente el peso corporal
final, elevaron notablemente la concentracion de creatinina sérica y causaron
fenotipos histologicos anormales (mostrados por cortes histopatologicos). OTA,
AFM1+0TA pero no AFM1 redujeron el indice de peso relativo del rindn. Estos
resultados fenotipicos indicaron que tanto AFM1 como OTA eran toxicos para
el organismo, y parecia que OTA mostraba un notable deterioro del rindn mien-
tras que AFM1 tenia un efecto similar pero limitado en comparaciéon con OTA.
Hubo pocas diferencias en el nimero de metabolitos modificados entre el grupo
de OTA y el de AFM1+QTA. Entre los metabolitos expresados diferencialmente
y afectados por la OTA y la AFM1+QTA, se identificaron las lisofosfatidilcolinas
como el tipo principal (Tabla 3) (Wang et al., 2021).

Para evaluar los efectos combinados de DON y ZEA in vitro, se realizé un ana-
lisis completo del metaboloma de las células ANA-1 de macréfagos murinos. Las
vias metabdlicas alteradas principalmente fueron el metabolismo de los ami-
noacidos y el metabolismo de los glucidos (Tabla 3) (Ji et al., 2016).

Complementando el trabajo descrito anteriormente, Ji et al., (2018) usaron
ratones para analizar el perfil metabdlico de su orina tras la exposiciéon combi-
nada a las micotoxinas DON y ZEA. Los resultados mostraron que la adminis-
tracién combinada de DON+ZEA dio lugar a cambios menos significativos, en
comparacién con los grupos tratados individualmente con micotoxinas. El anali-
sis de las rutas metabdlicas indicd que los grupos tratados con las micotoxinas
combinadas mostraron un ligero efecto sobre los metabolitos en la mayoria de
las vias, especialmente en el metabolismo de la glucosa y el metabolismo de
aminoacidos. Ademas, los acidos organicos, el piruvato y el metabolismo de los
aminoacidos mostraron el mismo fenédmeno. La administracion combinada de
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DON+ZEA podria conducir a un “efecto antagonico” en el metabolismo de los
ratones. Por otro lado, se estudio el perfil metabdlico en el higado y el suero de
ratones para determinar los efectos toxicos combinados de DON y ZEA. El ana-
lisis de la via metabdlica demostrd que el tratamiento combinado de DON+ZEA
podria regular a la baja la biosintesis de valina, leucina e isoleucina, el metabo-
lismo de la glicina, serina y treonina, y el metabolismo de la glucosa relacionado
con los compuestos O-glicosil en el tejido hepatico (Tabla 3).

En la linea de los estudios realizados por el mismo grupo, se realiz6 el ana-
lisis metabdlico en células Caco-2 de los efectos toxicos combinados de DON,
ZEA 'y AFB1 para evaluar su toxicidad a nivel intestinal. Los resultados muestran
que el tratamiento combinado de DON+AFB1 y DON+ZEA+AFB1 tiene un “efecto
sinérgico”. Los grupos combinados de micotoxinas, DON+ZEA+AFB1 afectaron
seriamente al metabolismo de la glicina, serina y treonina y al metabolismo del
piruvato, mientras que no se presentaron trastornos metabdlicos en las exposi-
ciones individuales a estas micotoxinas (Tabla 3) (Ji et al., 2019).

En definitiva, los estudios metaboldmicos sobre el efecto de las micotoxi-
nas a nivel toxicologico son una herramienta que aporta informacién relevante,
ayudando a dilucidar los mecanismos de accién de esta y contribuyendo a la
bldsqueda de biomarcadores para su identificacion. En este trabajo, se expone el
primer estudio metaboldmico no dirigido sobre la exposicion de la OTA, la ENB y
la BEA a células de barrera hematoencefalica (BHE) in vitro (ECV304 diferencia-
das) y el posible efecto protector del extracto de calabaza, rico en carotenoides
y flavonoides.
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Tabla 3. Relacion de estudios metabolomicos realizados sobre micotoxinas.

. PRINCI-
MICOTOXI- | METODO DE MATRIZ TIEMPO DE . REFEREN-
NAS ESTUDIO BIOLOGICA Lt EXPOSICION ECNICE E:éé:gs CIA
H H H H H H
i Ratas ' . . i i
Invivo + Fischer | T ME/KE 1 74ms 1 gems | Hepatotoxi- b Luetal.
1 1 dia 1 1 1 cidad 1 2013
1 344 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
--------- L R R R o
H H H H H Hepato- H
1 1 1 1 1 . 1 ..
Invivo | Pezzebra ! 1uM ! 24n ' NMR ! t:;‘fr'gs)iiy ' Z“g‘g fgt al.
1 1 1 1 1 S |
i i i i ;  cidad |
--------- L R R R o
1 1 1 1 1 o 1
, , , , 1 Alteracién |
1 . X 1 1 1 1 d | _
AFB1 I Liquido ! : : : fescfszrg :
! ruminal, ! 20 and 40 ! ! ! . e |
1 lechey ' pg/kgtres ! 1 ; oxidacion Wang et al
Invivo 1 1 1 7dias 1 NMR 1 reduccion 1 ’
1 sangre ' vecesal 1 1 1 1 2019
1 1 i 1 1 1 ydelme- 1
1 devacas 1 dia 1 1 1 . 1
1 1 1 1 1 tabolismo 1
1 lecheras 1 1 1 1 o
1 1 1 1 1 de los ami- 1
. . . . | noécidos 1
1 1 1 1 1 1
--------- L R el el el el
1 1 1 1 1 1
; Linea | : : : :
. ' celular ' 16 yMand ! . ! ' Hepatotoxi- ' Wang et al.
Invitro E humana E 32 uM E 6 dias E UPLC-MS E cidad E 2021
1 Hep3B 1 1 1 ' 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
| | | | D Atera- |
i i i i i cionde |
. . . . | metabolis- |
: : : : | modela |
H H H H | membrana }
1 1 1 1 1 1
1 Orina | 23 me/kg ! ! | celular, la !
) 1 derata ! vecesa | p ! ! biosintesis ' Liu etal.
ZEA Invivo 1 I lasemana ' 14 dias ! NMR 1 1
1 Sprague 1 P 1 1+ depro- 1 2013
1 1 (intragas- 1 1 1 B 1
1 Dawley 1 A 1 1 1 teinas, la 1
1 1 trica) 1 1 1 PR
1 1 1 1 1 glucolisis y 1
H . . . 1 el metabo- 1
: : : i ! lismo de la 1
H H H H | microbiota |
: : i H | intestinal |
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
--------- L R R R o
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1A 1
! Células de ! ' 1 UPLC-QTOF ¢ Alteracion
’ . ! ! ! \ dela } Laietal
Exvivo | lagranu- | 10uM 24h 1 /UPLC | lisofosfati- : 2018
! losa ! ! ' M§/MS v T !
! ! ! ! 1 dilcolina !
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
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1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 AFM1 3,5; 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
. 1 Ratones 1 0OTA3,5; 1 . 1 1 Nefrotoxici- 1 Wang et al.
AFM1, OTA In vivo i CD-1 i AFM1-+OTA i 35 dias i UPLC-MS i dad i 2021
1 1 (3,5+3,5) 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
i i i H | Alteracion |
H i DON2; | H | del meta- |
\ Orinade ; ZEA20; H 1 bolismo de ; Jietal
Invivo | ratones ; DON+ZEA ; 21dias ; GCMS | laglucosa ; 2018.
| kunming | (2+20) H 1 ydelos |
H 1 omg/kg | H | aminoéaci- |
. . . . i dos
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
--------- B
1 1 1 1 1 1
' ' ' ' ! Alteracién 1
i i DON2; i i i
1 Sueroe 1 1 1 del meta-
| higado de | ZEA20; H | bolismo | Jietal
Invivo | | DON+ZEA | 21dias , GCMS | . H :
DON, ZEA 1ratones 5 00) i | glucidicoy | 2018
1 kunming | ma/k . . | de los ami- |
: : g : ! noacidos !

1 1 1 1 1 1
--------- B
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 . 1
H H H H 1 Alteracion |
: : : : { delmeta- |
1 1 1 1 1 1
' Llinea ! DONZ; ! : U ol it |
In vitro ! celular ! ZEA 8; ! 24 h ! GC-TOF/ ! almitico ! Jietal.
! de ratén ! DON + ZEA ! ! MS ! py de la ! 2016

E ANA-L E (1+8) ppm E E E ruta de las E
1 1 1 1 I pentosas 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 fosfato 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1
i i DONG,7; i : : Ateracic i
' | ZEA20; : } Afteracion
1 1 1 1 1 del meta- 1
1 1 AFBl 1 1 1 bohsmo de 1
i\ Linea 1 20;DON 1 : : la glicina :
AFB1, DON, ) i celular | +AFB1 . . S Jietal,
ZEA INVitro v mana | (6,7+20); | 241 GOMS erna¥ 2019
! Caco-2 | DON+ZEN ! ! : Y
! ' L AFB1 ! 1 1 el metabo-
H H H H 1 lismodel |
. 1 (6:7+20, . | piruvato |
: L +20)uM | : : :
H H H H H H
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1.5. Efectos neurotoxicos por exposicion a micotoxi-
nas y mitigacion mediante el uso de carotenoides.

Los mecanismos moleculares detras de los efectos téxicos de las principales
micotoxinas estan establecidos y se ha demostrado que el estrés oxidativo y la
generacion de radicales libres estan implicados en gran medida. De hecho, el
desequilibrio entre la generaciéon de ROS y los sistemas de defensa antioxidan-
tes puede causar danos quimicos en el ADN, las proteinas y los lipidos (Cimbalo
et al., 2020).

Las micotoxinas, una vez absorbidas por el tracto digestivo, pasan a la circu-
lacion alcanzando diferentes érganos periféricos como el cerebro. Aunque el me-
canismo de accion de estas toxinas no se conoce del todo, pueden atravesar la
BHE y causar efectos neurotéxicos (Nguyen et al., 2022; Pei et al., 2021; Doi et
al., 2011). La neurotoxicidad podria estar relacionada con efectos sobre las mi-
tocondrias, ya que se sabe que muchos de ellos causan disfuncion mitocondrial
al producir estrés oxidativo e inducir la formacion de ROS (Nourbakhsh et al.,
2021). Las neuronas son muy susceptibles al estrés oxidativo, ya que consumen
grandes cantidades de oxigeno a través de la fosforilacion oxidativa (Karbowski
& Neutzner, 2012). Por otro lado, hay estudios previos que concluyen que tanto
las micotoxinas reguladas como las emergentes inducen la muerte celular apop-
tética (Bensassi et al., 2012; Prosperini et al., 2013). Las ROS pueden activar
la muerte celular apoptética a través de la via intrinseca también llamada via
mitocondrial, ya que las senales de inicio de este mecanismo las desencadenan
las mitocondrias (Moll & Zaika, 2001).

La disfuncién mitocondrial se caracteriza por la pérdida de eficiencia en la
CTE y la reduccién de la sintesis de moléculas de alta energia, principalmente
adenosina-5"-trifosfato (ATP). Este es un rasgo caracteristico del envejecimiento
y esencial para todas las enfermedades cronicas. Las enfermedades relaciona-
das con la disfuncion mitocondrial incluyen el cancer, las infecciones crénicas,
enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis y otras afecciones car-
diacas y vasculares, la diabetes y el sindrome metabdlico, enfermedades autoin-
munes como la esclerosis multiple, el lupus eritematoso sistémico y la diabetes
de tipo I. Otras enfermedades dependientes de la disfuncion mitocondrial son
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las enfermedades neuroconductuales y psiquiatricas, como los trastornos del
espectro autista, la esquizofrenia y los trastornos bipolares y del estado de ani-
mo, los trastornos gastrointestinales y las enfermedades musculoesqueléticas,
como la fibromialgia y la hipertrofia/atrofia muscular esquelética. Las enferme-
dades neurodegenerativas como la EA, el Parkinson, el Huntington, la esclerosis
lateral amiotréfica y la ataxia de Friedreich también estan relacionadas con la
disfunciéon mitocondrial (Islam et al., 2018).

La deficiencia del Complejo | (Cl) es la anomalia genética mas comun de la
CTE, siendo responsable de aproximadamente un tercio de los trastornos rela-
cionados con la fosforilacién oxidativa. La oxidacion de la cisteina también esta
mediada por senales redox, que a su vez regulan la actividad de la CI. Por lo tan-
to, incluso defectos minimos en las senales redox de la Cl pueden generar una
alteracion de la fosforilacion oxidativa que conduzca al estrés oxidativo provo-
cando la enfermedad. La reduccion de la actividad del Cl en el Sistema Nervioso
Central (SNC) de pacientes con la enfermedad de Parkinson (EP), podria llevar
a un desequilibrio de ROS que provocaria danos en el ADN mitocondrial (ADN-
mt). Las mutaciones y polimorfismos en el ADNmt también se han asociado al
desarrollo de la EP o al aumento del riesgo de EP (Lin y Beal, 2006). Asimismo,
el centro binuclear del Complejo IV (CIV) se ha asociado con diversas patologias,
incluida la enfermedad de Alzheimer (EA) (Hu et al., 2017). La actividad del com-
plejo V (CV) disminuye con el envejecimiento, y la supresion de la actividad del
CV provoca danos oxidativos en el ADN nuclear, lo que podria dar lugar a una
menor expresion génica con el envejecimiento. Por otro lado, existen evidencias
de que las enfermedades neurodegenerativas estan relacionadas con la dismi-
nucion de la sintesis de ATP (Van Bulck et al., 2019).

Dado que la exposicion de los seres humanos y los animales a las micotoxi-
nas es inevitable, se requieren formas eficaces de mitigar sus impactos nocivos.
Varios estudios han demostrado los efectos beneficiosos de las sustancias an-
tioxidantes en la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades neuro-
degenerativas. En este contexto, se ha demostrado que el uso de antioxidantes
naturales mitiga y/o previene los efectos toxicos de las micotoxinas (Da Silva et
al., 2018).
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Los carotenoides son una de las familias de antioxidantes que mas se ha
investigado como posible protector contra el desarrollo de enfermedades neu-
rodegenerativas. Son una familia de pigmentos amarillos, anaranjados y rojos
gue se encuentran en plantas, hongos, bacterias y algas. Desempenan un papel
importante en la fotosintesis al ampliar la gama de longitudes de onda de la luz
que impulsa la reaccion. Hay mas de 600 tipos de carotenoides en la naturaleza
que proporcionan una gran variedad de beneficios para la salud. Los numerosos
tipos de carotenoides se clasifican en dos grandes grupos: los carotenos y las
xantofilas. Los carotenos se basan en la estructura de del licopeno, el B-caroteno
y el a-caroteno, basandose en que contiene sélo una cadena de hidrocarburos.
Por el contrario, las xantofilas consisten en estructuras que contienen oxigeno
como grupo funcional, como la beta-criptoxantina, la neoxantina, la astaxantina,
la cantaxantina, la zeaxantina, la fucoxantina y la luteina (Yabuzaki, 2017). Los
carotenoides estan muy presentes en la dieta humana, siendo componentes
principales de algunas frutas como la calabaza o las fresas y de verduras las
zanahorias o espinacas. También se ha observado que casi 20 tipos de caro-
tenoides estan presentes en la sangre y los tejidos del cuerpo humano. La ex-
perimentacion con suplementos de carotenoides puede afectar al estado redox
celular, la expresion génica, las respuestas inmunitarias, el crecimiento celular
y el desarrollo. Los carotenoides actlian como antioxidantes para bloquear los
desencadenantes de la apoptosis y la disfuncion mitocondrial asociada a los
ROS. Asi, los carotenoides evitan el déficit energético y la posterior activacion de
las moléculas apoptéticas derivadas de las mitocondrias. Ademas, los carotenoi-
des influyen en numerosos factores de transcripcion, como Nrf2 y NF-kB, para
regular los genes de la apoptosis, la defensa antioxidante y la inflamacion (Park
& Ellis et al., 2017).

Los experimentos In vitro en células humanas han demostrado los efectos
protectores de los carotenoides en un amplio espectro de modelos experimen-
tales debido a su capacidad antioxidante. Gong et al., (2017) expusieron células
epiteliales humanas de la retina a diferentes concentraciones de luteina, licope-
no y B-caroteno para comprobar el posible efecto protector de los carotenoides
maculares, encontrando que la luteina y el licopeno inhibian el crecimiento de
las células epiteliales pigmentarias de la retina humana y las protegian contra la
muerte celular inducida por el estrés oxidativo. Nishide et al., (2015) probaron
el efecto protector de las isoflavonas de soja y el B-caroteno (0,1-10 uM) en la
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diferenciacion de los osteoblastos, resultando en una diferenciacion temprana
inducida por el B-caroteno, que podria conducir a un balance positivo del recam-
bio 6seo.

La luteina y la luteina oxidada indujeron un doble efecto prometedor en las
células ARPE-19 hiperglucémicas y en la retina de rata, estimulando la acti-
vidad mitocondrial mediante la regulacion al alza de MT-ND4 y reduciendo el
incremento de ROS asociado mediante la regulacion al alza de SOD1 y SOD2
(Nanjaiah y Vallikannan, 2019). También se ha evidenciado que la astaxantina
aumenta la vida util de C. elegans en mas de un 20 % mediante el desensam-
blaje del Clll y la reduccion de las especies de ROS, confirmando el mismo efecto
en otras especies utilizando mitocondrias de ratones, ratas, plantas y humanos
(Hoffman et al., 2019).

Los estudios de neurotoxicidad de exposicion a micotoxinas realizados has-
ta la fecha, muestran que uno de los principales mecanismos de accion es la
alteracion de la funcion mitocondrial, la disrupcion de los sistemas de defensa
antioxidantes, el incremento de ROS y la peroxidacion lipidica. El tratamiento con
bajas concentraciones de AFB1 en células primarias de la BHE reveld efectos
citotoxicos que probablemente afectan a la integridad de la barrera, permitiendo
la posible entrada en el cerebro (Qureshi et al., 2015). Por otro lado, se eviden-
ci6 que la AFB1, ademas de atravesar la BHE, indujo neuroinflamacion en las
células microgliales con estrés oxidativo y apoptosis (Mehrzad et al., 2018). Asi-
mismo, la exposicion a AFB1 se ha relacionado con la disrupcion de la BHE, que
condujo a una descompensacion en todo el cerebro con la muerte de astrocitos
(Vahidi-Ferdowsi et al., 2018). Ademas, varios estudios en modelos animales de
ratas y peces revelaron evidencias claras de los efectos toxicos de la AFB1 en el
sistema nervioso (lkegwuonu, 1983; Park et al., 2020).

La administracion aguda de AFB1 a ratas jovenes causé el agotamiento de
las defensas antioxidantes no enzimaticas, como el acido ascoérbico (Souto et al.,
2018). La exposicion oral cronica de hasta tres meses reveld una disminucion de
los antioxidantes, incluyendo la superoxido dismutasa, la catalasa, la glutasay la
glutasa peroxidasa (Alsayyah et al., 2019). Ademas, la administracion de AFB1
provocd la generacion de ROS, vasodilatacion, necrosis de células gliales y neu-
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ronales, y gliosis (Alsayyah et al., 2019; Bahey et al., 2015). Esto se correlaciona
perfectamente con estudios in vitro que revelan la citotoxicidad de la AFB1 en
diferentes células neuronales y gliales de ratones y humanos, asociada a un au-
mento de los niveles de ROS, una reduccion de los niveles de ATP y un aumento
de la liberacion de factores inflamatorios (Park et al., 2020; Souza et al., 2019;
Mehrzad et al., 2018). En particular, la administraciéon crénica de AFB1 en orga-
nismos modelo de ratas y peces causo respectivamente una disminucion de la
de la creatina quinasa, altamente vulnerable al estrés oxidativo, lo que resulta
en una menor generacion de ATP (Alsayyah et al., 2019; Souza et al., 2019). Esto
indica que la AFB1 no sélo induce la inflamacion, sino que también afecta al me-
tabolismo energético, probablemente como consecuencia del estrés oxidativo.

Del mismo modo, la neurotoxicidad de la OTA esta bastante bien documenta-
da. Esta micotoxina, se encontrd en el cerebro de los roedores tras su aplicacion
por diferentes vias, oral e intraperitoneal o intraventricular, lo que lleva a supo-
ner que la OTA puede atravesar la BHE (Kaya et al., 2019; Sava et al., 2006a).
Del mismo modo, la OTA atravesé la BHE induciendo la muerte celular en un
modelo neuronal in vitro con células SH-SY5Y (Zhang et al., 2009).

La intoxicacion con OTA provocO un agotamiento de la dopamina estriatal y
una disminucion de las fibras positivas a la tirosina hidroxilasa en el estriado, la
sustancia negra y el locus ceruleus de ratas. Los estudios conductuales indican
un fenotipo de movimiento parkinsoniano, que incluye bradicinesia e inestabi-
lidad de la marcha. Posteriormente, se les tratd con L-Dopa, un precursor de
la dopamina, para explorar sus posibles efectos protectores contra la OTA. Los
resultados de los estudios de comportamiento, como el analisis de la marcha,
la actividad espontanea, la prueba del cilindro y la prueba de la pértiga, mos-
traron que la OTA induce fisonomias parkinsonianas que se estabilizaron con el
tratamiento con L-Dopa. Ademas, la toxicidad de la OTA mostré alteraciones en
los niveles de neurotransmisores y en los parametros generales de la funcién
cerebral que se normalizaron con el tratamiento con L-Dopa. También funciones
cognitivas se vieron afectadas por la administracion subcrénica de OTA a ratas,
yendo acompanadas de una disminucion de los niveles de receptores de N-me-
til-D-aspartato en el hipocampo (Bhat et al., 2018).
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Asimismo, la aplicacion cronica de OTA resultd en niveles reducidos de los
aminoacidos libres tirosina y fenilalanina, necesarios para la produccion de mo-
noaminay que podrian ser la causa de la disminucién de los niveles de dopami-
nay sus metabolitos en el cerebro de los roedores (Bhat et al., 2018; Sava et al.,
2006b). Ademas del impacto sobre las catecolaminas, la administracion aguda
de OTA esta asociada con el estrés oxidativo, como indicado por el aumento de
la peroxidacion lipidica, los niveles de SOD el dano oxidativo del ADN y la inhibi-
cion de la actividad de reparacion del ADN (Sava et al., 2006a).

Para identificar si la exposicion a la OTA podria tener un papel en la patologia
de la EP, se emplearon ratones modelo pretratados con fibrillas preformadas de
alfa-sinucleina. A los ratones control y pretratados se les administré oralmente
OTA durante cuatro semanas y se les mantuvo seis meses mas con una dieta
normal. Se evaluaron los efectos de la OTA en el inicio, la progresion de la pa-
tologia producida por la alfa-sinucleina y el desarrollo de déficits motores. Los
analisis inmunohistoquimicos y bioquimicos mostraron que el tratamiento oral
subcrénico con OTA indujo la pérdida de la inervacion dopaminérgica estriatal
y la disfuncién de las células dopaminérgicas responsables de los déficits mo-
tores. Los niveles de a-sinucleina fosforilada aumentaron en el intestino y el
cerebro, mientras que la proteina LAMP-2A estaba disminuida en los tejidos que
mostraban la patologia de la alfa-sinucleina. Los cultivos celulares expuestos a
la OTA mostraron una disminucion de la proteina LAMP-2A, una alteracion de la
autofagia mediada por chaperonas y una disminucién del recambio de alfa-sinu-
cleina que se vinculd a la desregulacion de los miRNAs. Todas ellas son altera-
ciones que se dan en la EP (Izco et al., 2021).

Los estudios en células neuronales revelaron un aumento de la generacion
de ROS tras la administracion de OTA, lo que lleva a la activacion de caspasas
y p53 en un contexto de pérdida del potencial de la membrana mitocondrial,
lo que da lugar a la apoptosis (Bhat et al., 2016; Yoon et al., 2009; Zhang et
al., 2009). El tratamiento con OTA también afectd a varias proteinas implicadas
en la regulaciéon de la apoptosis mediada por el estrés oxidativo y que se sabe
que estan relacionadas con las enfermedades neurodegenerativas (Yoon et al.,
2009). Sin embargo, estudios realizados sobre lineas celulares de neuroblasto-
ma revelaron resultados contradictorios sobre la activacion de caspasas induci-
da por la OTA (Yoon et al., 2009; Zhang et al., 2009).

[ 45 |



La investigacion en células madre neurales en cultivos celulares aislados
puso de manifiesto que las células inmaduras se veian menos afectadas por OTA
en términos de viabilidad que las células maduras, mientras que los resultados
recogidos en cultivos cerebrales 3D de ratones mostraron efectos opuestos a
dosis de OTA no citotoxicas. Por lo tanto, OTA podria afectar a la neurogénesis
mediante la disminucion de la proliferaciéon de células no diferenciadas (Zurich
& Honegger, 2011). La viabilidad de los astrocitos también se ha visto afecta-
da por la administraciéon de OTA (Paradells et al., 2015; Sava et al., 2007). Por
Gltimo, otros estudios realizados en cultivos de cerebro de raton en 3D mostra-
ron que los niveles no citotoxicos asi como niveles mas altos de OTA, alteran
las estructuras citoesqueléticas de las neuronas y los astrocitos, lo que provoca
neuroinflamacién (von Tobel et al., 2014).

La citotoxicidad inducida por OTA se asocid a un aumento de los niveles de
calcio intracelular, una proliferaciéon inhibida y una pérdida del potencial de la
membrana mitocondrial provocando apoptosis. Estos estudios muestran prue-
bas convincentes de que la OTA puede inducir la neurodegeneracion a través de
diferentes vias incluyendo la sintesis de neurotransmisores, el estrés oxidativo
y la activacion de quinasas de estrés (vias AKT y MAPK), lo que resulta en un
deterioro de la neurotransmision, la reduccion de la proliferacion y el aumento
de la apoptosis (Park et al., 2019).

En relacion a la ZEA, se llevo a cabo la evaluacion de su neurotoxicidad in vivo
utilizando como modelo C. elegans. Los resultados demostraron que el dano a
las neuronas dopaminérgicas fue inducido por la exposicién a ZEA induciendo la
fragmentacion mitocondrial significativamente. Estas caracteristicas estan rela-
cionadas con la EP (Wei et al., 2021). Usando un modelo experimental diferente,
Muthulakshmi et al., (2018) demostraron que la alteracion del balance oxidativo
era la principal via de induccién de genotoxicidad y neurotoxicidad en embriones
de pez cebra.

Este aspecto también se corrobora en un estudio in vitro realizado sobre el
modelo de células neuronales SH-SY5Y no diferenciado. En este caso, se evalud
el papel del estrés oxidativo en la neurotoxicidad mediada por ZEA y se investigd
su mecanismo de accion. ZEA indujo la formacion de ROS, niveles elevados de
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malondialdheido, la pérdida de potencial de membrana mitocondrial y el aumen-
to del dano en el ADN. Ademas, las células SH-SY5Y tratadas con ZEA mostraron
un marcado efecto supresor sobre la expresion génica. Por otro lado, el uso del
antioxidante N-acetilcisteina revirtié la generacion de ROS inducida por la toxina
y también atenud la pérdida de potencial de membrana mitocondrial. Estos re-
sultados sugieren que las ROS son la principal senal ascendente que conduce
al aumento de la neurotoxicidad mediada por ZEA en las células SH-SY5Y no
diferenciadas (Pérez-Fuentes et al., 2021; Venkataramana et al., 2014). Usando
el mismo modelo, se demostré que los derivados alfa-zearalenona y beta-zea-
ralenona, individualmente y en combinacion, produjeron alteraciones del ciclo
celular y en el sistema antioxidante Glutation Peroxidasa (Agahi et al., 2021a;
Agahi et al., 2021b).

Respecto a las micotoxinas emergentes BEA y ENs, la informacion sobre su
neurotoxicidad es escasa. Se ha demostrado que tanto la BEA como las ENs
pueden penetrar la BHE, produciendo alteraciones en la misma, y alcanzar el ce-
rebro (Krug et al., 2018; Taevernier et al., 2016). Agahi et al., (20214, b) usando
el modelo in vitro SH-SY5Y, puso en evidencia que la BEA era capaz de alterar
el ciclo celular y la Glutation peroxidasa. Asimismo, tanto BEA como la ENA y la
ENB, individualmente y en combinacién, fueron capaces de alterar el potencial
de membrana mitocondrial provocando apoptosis. Hay que tener en cuenta que
estos estudios in vitro se han efectuado sobre células no diferenciadas que ex-
presan ciertos marcadores neuronales, pero no el fenotipo completo (Kovalevich
et al., 2021).

A continuacién, se expone en la tabla 4 una relacion de los estudios de neu-
rotoxicidad sobre micotoxinas explicados anteriormente.
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Tabla 4. Estudios de neurotoxicidad de exposicién a micotoxinas.

METODO
DE
ESTUDIO

MiCoO-
TOXI-
NAS

In vivo

In vivo /
In vitro

MATRIZ
BIOLOGICA

oliva/kg
p.c./dia)

1177 pg/
kg de
pienso

DOSIS

6 se-
manas

30-60
-90
dias

dias

oo o o o o o o e e e e e o o o o e -

TIEMPO DE EXPO-
SICION

cerebro de ratas
Wistar

cerebro de ratas
Wistar

siluro de plata

pez cebra /
linea celular
de astrocitos
humanos NHA-
SV40LT
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TECNICA

determinacion de
B-glucuronidasa,
Bgalactosidasa,
actividad ATPasa y
contenidos de ARN,
ADN, proteinas totales
y fosfolipidos.

Pruebas de comporta-
miento / ensayos de
neurotoxicidad

ensayos de oxidacion
/ ensayos enzimaticos
/ inmunoquimica

ensayos de estrés oxi-
dativo / actividad de

la creatinin quinasa /

actividad de la ATPasa

células NHA-SVAOLT:
ensayo de prolifera-
cion / inmunofluores-
cencia / analisis ciclo
celular / ensayo de la
anexina V / deter-
minacion de ROS /
determinacion del po-
tencial de membrana
mitocondrial / western
blot / determinacion
de calcio / pez cebra:

P - o o o -

PRINCI-
PALES
EFEC-

TOS

dege-
nera-
cion
del
sis-
tema
ner-
vioso
central
y peri-
férico
deuro-
toxici-
dad

gene-
ra-cion
relacio-

nada

inhibi-
cién de
la via
dela
crea-
tinina
quina-
sa via
estrés
oxida-

celular

[P o o o o e e o e e e e e o o o o e
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Ante la evidencia de que el uso de carotenoides y otros compuestos bioacti-
vos protegen la funcion mitocondrial y este es un organulo diana para la accién
toxica de muchas micotoxinas, en los Gltimos anos se ha profundizado en la
investigacion de sus efectos combinados a nivel molecular. Estudios realizados
por el grupo de investigacion en el que se realiza esta tesis doctoral, sobre la
toxicidad de AFB1 y OTA en la diferenciacion neuronal de células SH-SY5Y, evi-
denciaron un efecto protector a nivel molecular del extracto de calabaza y suero
de leche. Los marcadores neuronales dopamina y B-tubulina-lll sufrieron una
alteracion severa, sobretodo a la exposicion con OTA, que fue revertida por los
compuestos funcionales. Asimismo, la expresion génica también se vio alterada
por las micotoxinas, mientras que la adiciéon de suero de leche fermentada y ex-
tracto de calabaza, mitigd estos efectos (Frangiamone et al., 2022).

La adicion de luteina, zeaxantina y bayas de goji en diferentes concentracio-
nes a modelos in vitro expuestos a BEA, protegié contra la citotoxicidad provoca-
da por BEA en células Caco-2 y SH-SY5Y (Juan-Garcia et al., 2019; Montesano et
al., 2021). El pretratamiento de células ovaricas (CHO-K1) con resveratrol antes
de la exposicion a BEA tuvo un efecto citoprotector y una reduccién de los niveles
de ROS y peroxidacion lipidica, siendo el trans-resveratrol el diasteromero mas
eficiente (Mallebrera et al., 2015).
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Por el contrario, el resveratrol no mostré efecto citoprotector en células Caco-
2 frente a la coexposicion de OTA y DON (Cano-Sancho et al., 2015). Tras el pre-
tratamiento con hidroxitirosol, tres lineas celulares renales diferentes (MDCK,
LLC-PK1 y RK13) evidenciaron la prevencion de este compuesto frente al estrés
oxidativo y la reduccién de la proliferacion celular inducido por la exposiciéon a
OTA (Crupi et al., 2020).

En este trabajo, se incluyen los dos estudios in vitro sobre exposicion a mi-
cotoxinas y carotenoides, individualmente y en combinacion, realizados sobre el
modelo de BHE de células ECV304 diferenciadas para evaluar la expresion géni-
ca de genes clave en el funcionamiento de la mitocondria y concretamente, en
la CTE. Estos trabajos se complementan con el estudio metabolémico realizado
sobre el mismo modelo celular y que también se presenta en esta tesis.
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Figura 2. Principales efectos neurotdxicos inducidos por micotoxinas (mo-
dificado de Nguyen et al. 2022). Linea sélida: evidencia suficiente como
mecanismo de accion. Linea discontinua: hipétesis de mecanimos accion.
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2. OBIJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es la evaluacion in vitro de
los efectos toxicos a nivel molecular producidos por micotoxinas y aportar infor-
macion sobre sus mecanismos de accion.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Descubrimiento de variantes de un solo nucleétido mediante el estudio
bioinformatico de los transcritos de ARN obtenidos mediante RNA-seq de la linea
celular humana Jurkat expuesta a BEA 'y ENB individualmente.

2. Analisis protedmico sobre el efecto en la mitocondria de la exposicion
combinada de BEA y ENB en células Jurkat.

3. Analisis metabolémico de la exposicion a micotoxinas y extracto de cala-
baza en el modelo in vitro de barrera hematoencefalica ECV304.

4. Estudio de la expresion génica mitocondrial y la generacion de especies
reactivas del oxigeno tras la exposicion a micotoxinas y extracto de calabaza en
células ECV304 diferenciadas.
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2. OBJECTIVES

The general objective of this Doctoral Thesis is to evaluate in vitro the toxic
effects of various mycotoxins at molecular level and to provide information on
their mechanisms of action.

In this sense, the following specific objectives were set:

1. Discovery of single nucleotide variants by bioinformatic evaluation of
RNA transcripts obtained by RNA-seq from Jurkat cells exposed to BEA and EN B
individually.

2. Proteomic analysis on the effect on mitochondria of BEA and EN B com-
bined exposure in Jurkat cells.

3. Metabolomic analysis on the exposure of mycotoxins and pumpkin ex-
tract to the in vitro blood-brain barrier model ECV304.

4. Study of mitochondrial gene expression and reactive oxygen species ge-
neration following exposure to mycotoxins and pumpkin extract in ECV304 diffe-
rentiated cells.
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3. MATERIALS AND METHODS
3.1. Transcriptomics

3.1.1. Raw RNA-seq data acquisition

Raw RNA-seq data from previous published studies was used and detailed
description of cell exposure and RNA extraction protocols can be found in Mate-
rial and Methods section of the cited articles (Escriva et al., 2018; Alonso-Garri-
do et al., 2018). Briefly, before contamination, Jurkat cells were plated in 12-well
tissue culture plates at a density of 5x10° cells/well. Cells were exposed for 24
h in standard conditions to 1.5 yM, 3 uM, and 5 uM for BEA or ENB in 1 % me-
thanol and this solvent concentration as control (each condition n=3) in mainte-
nance medium. Total RNA of the control and exposed human T lymphocytes cells
was isolated using Direct-zol™ RNA MicroPrep kit and treated with RNase free
DNasel (Zymo Research). The extracted RNA of each sample was firstly checked
for quantity and quality using Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).
The standard Illumina protocol was followed to develop RNA-seq libraries. The
[llumina NextSeq 500 platform was used for sequencing. Then, one archive for
each sample was obtained, 24 in total. RNA quality control and sequencing were
carried out by the Genomics section of the Central Service for Experimental Re-
search (SCIE, University of Valencia).

3.1.2. Variant calling on RNA-seq data

3.1.2.1. Pre-processing raw RNA-seq data

The quality control (QC) of reads was performed by FastQC software v0.11.8
(Andrews, 2010). The trimming was performed with FASTX-Toolkit vO.13N (Han-
non, 2010), discarding the low quality bases from 5’- and 3’- extremes, low qua-
lity reads and the identical sequences in each file were collapsed into a single
sequence (while maintaining reads counts).

RNA-seq variant calling was performed following two processing protocols:
SNV-RNA-seq complementary pipeline (SNV-protocol 1) and the Genome Analy-
sis Toolkit (GATK) Best Practices workflow (SNV-protocol 2).
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3.1.3. Single nucleotide variant (SNV)-RNA-seq complementary
pipeline

The SNV-protocol 1 was developed by the authors according to literature ad-
dressing differences in SNV by using RNA-seq data (Guo et al., 2017; Adetunji
et al.,, 2019). The trimmed reads alighment was performed by STAR (Spliced
Transcripts Alignment to a Reference) software v2.7, using as reference the Ge-
nome Reference Consortium Human Build 38 genome version (GRCh38). The
Sequence Alignment Map files were transformed in their binary version, ordered
and indexed using SAMtools software v1.10. The variant calling was performed
by BCFtools v1.10.2. The BCFtools applied genotype probabilities calculated in
the previous step to call functions that identified all possible polymorphisms and
getting the Variant Call Format (VCF) files. These VCF files were inspected and
the possible variants assessed through the Phred Quality Scores (Q) and their
calculated p-values according to P=107(-Q)/10. Then, Variant Tools (vt) software
decomposed the original VCF files such that variants with multiple alleles were
expanded into distinct variant records, as well as normalized the decomposed
VCF, so that variants are left aligned and represented using the most parsimo-
nious alleles. This software also validated the variants by checking in each VCF
file the order and the reference sequence consistency. Finally, variants were an-
notated and filtered with the Ensembl Variant Effect Predictor software online
with the following settings: 1) Setting RefSeq transcripts as reference database;
2) Selecting “Gene” + “Proteins” + “HGVS” identifiers; 3) excluding insertions
and deletions (Indels); 4) excluding common variants + selecting variants in co-
ding regions only; and 5) filtering by allele frequency < 0.05 and keeping those
variants which consequence was not ‘synonymous variant’. Results were visuali-
zed with the Integrative Genomic Viewer (IGV).

3.1.4. Genome Analysis Tool Kit Best Practices workflow

The SNV-protocol 2, followed the Genome Analysis Tool Kit workflow (GATK)
for SNV and Insertion-Deletion calling on RNA-seq data, which are essentially a
number of optional steps either upstream (preparatory) or downstream (filtering)
of the variant calling process that were proven to increase the next generation
sequencing (NGS)-derived variants quality. Briefly, the first major difference re-
lative to the DNA-seq Best Practices was the mapping step. Thus, to achieve the
highest sensitivity to SNVs, STAR was used in a 2-pass method which used the
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splice junctions detected in a first alignment to guide the final alighment. Next,
using Picard, read groups were added and sorted, duplicates marked, and the
index was created. In the next step, the GATK SplitNCigarReads specially deve-
loped for RNA-seq, which splits reads into exon segments (getting rid of Ns but
maintaining grouping information) and hard-clip any sequences overhanging into
the intronic regions was used. Variant calling was carried out using Haplotype-
Caller and filtered as follows: 1) filter clusters of at least 3 SNVs that are within a
window of 35 bases between them; and 2) filter based on Fisher Strand values
(FS > 30.0) and QualByDepth values (QD < 2.0). Finally, variants were also anno-
tated and filtered with the VEP software online according with the same settings,
visualized with the IGV (Robinson et al., 2011).

3.1.5. SNVs discovery assessing

In order to assess the protocols validity to find out SNVs in RNA-seq data, all
DEGs were explored manually by FDR < 0.05 and logFC > | 1], as well as those
with > 5000 of total reads in the binary files generated in at least one of the pro-
tocols, by means of Integrative Genomic Viewer. This way it was checked if there
were non-identified SNVs by the RNA-seq data processing protocols.

3.1.6. Comparison of two transcriptomic protocols

To assess the reproducibility of the previous transcriptomic findings, a new
transcriptomic study was carried out with R software v4.0.3 (Core Team, 2017).
BAM files obtained with STAR were used to generate an expression matrix using
as reference the GRCh38 genome version. Annotation, normalization and statis-
tical analyses to contrast differentiated expression between the different doses
and controls, through genewise negative binomial generalized linear models with
quasi-likelihood tests, were carried out according to the user guide of the edgeR
package (Robinson et al., 2010). DEGs with false discovery rates (FDR) < 0.05
were considered significant. Venn diagrams and heat maps were plotted by using
the Venerable and pheatmap packages (Kolde et al., 2019) respectively, to as-
sess coincident DEGs between doses as well as coincident differently expressed
genes with respect to previous studies (Escriva et al., 2018; Alonso-Garrido et
al., 2018).
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3.2. Proteomics

3.2.1. Reagents

The reagent grade chemicals and cell culture components used: RPMI-glu-
tamax medium, penicillin/streptomycin, Fetal Bovine Serum (FBS), phosphate
buffer saline (PBS), BEA (783.95 g/mol, 97 % purity) and ENB (783.95 g/mol, 97
% purity) were purchased by Sigma chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Dimethyl sulfoxide (DMSO) and methanol were obtained from Fisher Scienti-
fic (Madrid, Spain). Deionized water (resistivity < 18 MV cm) was obtained using
a Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, MA, USA). Stock solutions
of BEA and ENB (1 mg/mL) were prepared in methanol and maintained at —20
°C. Final concentrations of mycotoxins in the assay were achieved by their dilu-
tion in the culture medium. The final DMSO concentration in the medium was
0.5 % (v/v).

3.2.2. Cell culture and mycotoxins exposure

Jurkat T-cells derived from human T lymphocyte peripheral blood were main-
tained in RPMI-glutamax medium supplemented with 100 U/mL penicillin, 200
mg/mL streptomycin and 10 % (v/v) FBS inactivated. Incubation conditions were
pH 7.4, 37 °C under 5 % CO2 and 95 % air atmosphere at constant humidi-
ty. Culture medium was changed every two days. Absence of mycoplasma was
checked routinely using the Mycoplasma Stain Kit (Sigma Aldrich, St Louis Mo.
USA). Before contamination, cells were grown independently to a density of 2
x 107 cells/flask. Each flask had reach different pass number to assure three
independent biological samples per concentration used plus the vehicle. Jurkat
T-cells were then co-exposed for 24 h to BEA-ENB (0.01 uM, 0.1 yM and 0.5 uM)
in 0.5 % DMSO and the solvent concentration as control (each condition n=3) in
maintenance medium and standard conditions. Mycotoxin concentrations were
chosen to simulate a realistic scenario (Table 5).
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Table 5. Relation between mycotoxin food contamination levels and plas-
ma concentration

(Devreese et al., 2013)

FOOD CONTAMINATION (pg/ke)

PLASMA CONCENTRATION (uM)

1
1
0,01 7,8 ! 6,4
1
.........................  EEEEEEEEEEEEEEEEEEE
1
0,1 78 H 64
H
......................... dommmmmmm s
1
0,5 390 E 320

3.2.3. Mitochondria enriched extracts

After mycotoxin exposure, cells were washed with PBS and each sample was
transferred to a 2 ml microcentrifuge tube. Then, Mitochondria Isolation Kit for
Cultured Cells (Thermo Scientific™) was used to isolate intact mitochondria by a
non-mechanical, reagent-based method. Following the protocol, 800 uL of Mito-
chondria Isolation Reagent A were added to 2 x 107 cell pellet Then, each tube
was vortexed at medium speed for 5 s and incubated on ice for exactly 2 min. At
that point, 10 pyL of Mitochondria Isolation Reagent B were added, each sample
tube was vortexed and introduced in ice. The third reagent addition was 800 pL
of Mitochondria Isolation Reagent C, followed by tube inversion to mix. Then,
centrifugation at 700xg for 10 min at 4 °C and supernatant transfer to a new
tube. A second centrifugation was carried out at 12,000xg for 15 min at 4 °C.
Finally, 500 uL addition of Mitochondria Isolation Reagent C to the pellet, and
centrifugation at 12,000xg for 5 min. Mitochondrial pellets were maintained at
=80 °C until protein extraction.
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3.2.4. Sample preparation for proteomics

Mitochondrial proteins pellets were resolved in 100 uL of buffer (8 M urea/2
M thiourea), homogenized by vortexing at 3000 rpm (ThermoMixer® C, Eppen-
dorf AG, Hamburg, Germany) and sonified three times for 3 s on ice, each with
nine cycles (SonoPlus GM 4100 ultrasonicator, BANDELIN electronic GmbH &
Co. KG, Berlin, Germany). Afterwards, the protein extract was centrifuged for 30
min at 4 °C and 13000 g. The protein concentration of the supernatant was de-
termined using a Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, California, USA).
Sample aliquots were stored at =80 °C.

3.2.5. Preparation of peptide extracts for quantitative proteo-
mics

Peptides extraction was performed as described (luga et al., 2014). In brief,
sample aliquots of about 2 ug were diluted with 20 mM ammonium bicarbonate
until a final concentration of less than 1 M urea was reached. Following reduc-
tion with 2.5 mM DTT (1 h at 60 °C) and alkylation with 10 mM iodoacetamide
(30 min at 37 °C), samples were digested with trypsin (1:50) overnight at 37 °C
for 18 h. The reaction was stopped with acetic acid at a final concentration of 1
% and peptide mixtures were desalted on C-18 reverse phase material (ZipTip
u-C18, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Peptides were eluted in 50 and 80
% ACN each in 1 % acetic acid. Pooled eluates were concentrated to 2 uL in a
vacuum concentrator (SPD1010 SpeedVac™ System, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) for 10 min at room temperature and dissolved in 0.1 %
acetic acid: acetonitrile (98:2 v/v) to a final concentration of 0.1 pg/uL. Techni-
cal replicates were obtained applying two independent extractions per biological
sample.

3.2.6. Label-free mass spectrometry and data analysis

Two technical replicates per biological sample were subjected to nanoLC-UD-
MSE analysis (ACQUITY UPLC M-Class System coupled with SYNAPT G2-Si High
Definition Mass Spectrometer with NanoLockSpray Exact Mass lonization Sour-
ce, Waters Corp, Massachusetts, USA). Tryptic digested peptides were separated
on ACQUITY UPLC M-Class T3 Column Reversed-Phase 1.8 um Spherical Silica,
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75 pym x 150 mm coupled with ACQUITY UPLC M-Class Reversed-Phase 5 uym
Spherical Silica, 180 ym x 20 mm trap column (Waters Corp, Massachusetts,
USA). A 105 min nonlinear gradient of 7 %-60 % acetonitrile 0.1 % formic acid at
a flow rate of 300 nL/min was implemented. Data was acquired in independent
acquisition mode using the MassLynx™ Software Version 4.1 (Waters Corp, Mas-
sachusetts, USA), a programmed feature for the measurement of parent- and
product ions by switching between low energy (MS) and elevated energy (MSE).

LC-UDMSE data were processed with Progenesis QI for proteomics v2.0
(Waters Corp, Massachusetts, USA) for automated peak picking and alignment.
Spectra was searched using the built-in search engine against a Uniprot/Swiss-
prot database (09/2017) limited to human entries, enzyme specificity was tryp-
sin allowing a maximum of 1 missed cleavage, carbamidomethylation of cysteine
as fixed and oxidation of methionine as a variable modification. Search tolerance
parameters were set for a false discovery rate of below 4 % and proteins were
considered significantly identified if the following ion matching requirements
were passed: fragments/peptide >1, fragments/protein >3 and peptides/protein
>1. Protein relative quantification was performed using non-conflicting peptides.

3.2.7. Protein functional analysis

Gene ontology (GO) analysis was used to get more comprehension on the
biological significance of the 340 regulated proteins with exploring the relations-
hip between the biological terms and associated genes. The Database for Anno-
tation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8 (Huang et al., 2009)
and the Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships (PANTHER) v14.0
classification system were used to classify proteins in order to enable high-throu-
ghput analysis (Mi et al., 2019). While DAVID recognized all proteins, PANTHER
found 259.
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3.3. Metabolomics

3.3.1. Reagents

Cell culture components including Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (1X) supplemented with GlutaMAX,
DMEM F-12 nutrient mixture [DMEM/F-12 (1:1) (1X)], PBS, FBS, trypsin-EDTA
(0.05 %), streptomycin, and penicillin were all of the Gibco brand (Fisher Scien-
tific, Loughborough, UK). Dimethyl sulphoxide (DMSO) (99.7 %) was supplied by
Fisher Bio Reagents (Geel, Belgium) and phenol red by Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

Mycotoxin standards - ZEA (=99 % purity), OTA (= 98 % purity), and BEA (= 97
% purity) - were supplied by Sigma-Aldrich. Stock solutions at 1 mg/mL of each
mycotoxin were prepared in methanol and stored in darkness at -20 °C until
analysis. They were used at a working concentration of 200 nmol/L as described
elsewhere (Alonso-Garrido et al., 2020). Methanol was evaporated with nitrogen
flux and then the standards diluted in DMSO.

Carotenoid extract from pumpkin pulp was provided by Nicola Marchetti from
the University of Ferrara (Bergantin et al., 2018). The working concentration of
500 nmol/L is based on beta-carotene as reference carotenoid to simulate a
real-life scenario.

Solvents for high-performance liquid chromatography (HPLC), namely ace-
tonitrile (Optima LC/MS grade) was acquired from Fisher Scientific, deionised
water (resistivity >18 MQ/cm) was obtained with a Milli-Q SP® Reagent Water
System (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA), and formic acid (reagent gra-
de =95 %) was supplied by Sigma-Aldrich.

3.3.2. Cell culture

The function of the blood-brain barrier was simulated with an in vitro model
based on human umbilical vein endothelial (ECV304) and rat glioma (C6) cell
lines (Yuan et al., 2016). C6 cells were maintained in DMEM/F-12 medium su-
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pplemented with 100 U/mL penicillin, 200 mg/mL streptomycin, 10 % (v/v) FBS,
and 2 mmol/L L-glutamine. ECV304 cells were kept in DMEM supplemented with
100 U/mL penicillin, 200 mg/mL streptomycin, and 10 % (v/v) FBS. Culture me-
dium was changed every two days. Incubation conditions were: pH 7.4, 37 °C,
atmosphere of 5 % CO2, and constant relative humidity of 95 %.

C6 cells were added to a 24-well PET plate (Falcon) at a density of 5x104
cells/mL and incubated for 2-3 h to attach. They provide an appropriate en-
vironment for ECV304 cells to differentiate but make no part of the exposure
experiment. Then we placed the Millicell-PET culture inserts with a polyethylene
terephthalate membrane (0.4 uym pore size, surface 0.3 cm2; Millipore Corpo-
ration, Bedford, MA, USA) into the wells and covered them with ECV304 cells at
a density of 5x104 cells/mL. This ECV304/C6 co-culture was maintained under
incubation conditions for 9-10 days until the barrier was formed.

3.3.3. Monolayer integrity checks

From day 4 of co-culture, transepithelial/transendothelial electrical resistan-
ce (TEER) across the ECV304 cell monolayer with epithelial voltohmmeter (Milli-
cell® ERS-2, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) was measured to check
the Blood Brain Barrier (BBB) integrity (Yuan et al., 2016). The cell monolayer had
to be preconditioned for the measurements in HBSS for 30 min by removing the
culture medium by aspiration and replacing it with 200 pL of HBSS in the apical
compartment and with 1300 pL in the basal compartment. After TEER measu-
rement, HBSS was aspired and replaced with fresh C6 cell medium. The TEER
value was calculated using the following formula:

TEER=(Rtotal - Rcontrol)*A

where Rtotal is the resistance of the cell monolayer, Rcontrol the resistance
of blank or control inserts, and A is the Millicell insert surface. TEER reached its
maximum around day 9-10 of the experiment. After the exposure, samples were
collected, HBSS added, and TEER measured again to check for barrier damage.
No damage was found regardless of treatment.

69 |



Monolayer integrity was also verified with phenol red permeation on three
control inserts. The medium was aspired and the inserts washed three times
with PBS and transferred to a new plate where 1300 uL of PBS were added to the
basal compartment. The apical compartment received 200 uL of a phenol red
solution in PBS at a concentration of 42 ymol/L, and the plate was incubated at
37 °C for one hour. Then, the content of the basal compartment was collected,
adjusted to pH 11 with a solution of NaOH and the amount of phenol red was
measured with a spectrophotometer at 558 nm in the basal compartment. The
finding of < 6 % of phenol red in the basal compartment evidenced the integrity
of the cell monolayer.

3.3.4. Blood Brain Barrier exposure experiment

After we confirmed ECV304 cell confluence with TEER around day 9 or 10, we
could proceed with exposing the cells to mycotoxins. Cells were first incubated at
37 °Cfor 30 min in 800 pL HBSS added to the basal compartments in a new 24-
well plate by transferring the ECV304 cell monolayer to this new plate to exclude
C6 cells from exposure. This step is important in order to exclude metabolites
not resulting from ECV304 cell exposure. After this preconditioning, the apical
compartments of the inserts were exposed to a 400 yL mixture of HBSS and
OTA, ZEA, or BEA alone or OTA+ZEA (1:1) or OTA+ZEA+BEA (1:1:1) combinations
(100 nmol/L each) with DMSO at a final concentration of 0.5 %.

[ 70 |



In vitro blood brain barrier model based on
differentiated ECV304 and C6 cells

Exposure of mycotoxins with and without
pumpkin extract to the blood brain barrier

Extracellular metabolites extraction
from the recovered culture media

Samples analysis by LC-ESI-QTOF-MS using
ESI + and - modes

Mass Hunter Profinder processing for future extraction: “Batch
Recursive Feature Extraction (small molecules/peptides) algorithm”

Mass Profiler Professional analysis for statistical analysis
and features identification via Metlin

Figure 3. Workflow used to assess the metabolic profile of the blood-brain
barrier model exposed to mycotoxins with and without pumpkin extract.
BBB - blood brain barrier; LC-ESI-QTOF-MS -liquid chromatography-elec-
trospray ionisation quantitative time of flight.

All these mycotoxins were also assayed in parallel with the pumpkin extract
at the beta-carotene concentration of 500 nmol/L as reference carotenoid. In
control samples the cells were incubated with 0.5 % of DMSO in HBSS. In posi-
tive control samples the cells were incubated with 500 nmol/L of beta-carotene
in HBSS diluted with 0.5 % of DMSO. All analyses were done in triplicate on cell
cultures at passages between the P20 and P30.
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After 2-hour exposure at 37 °C simulating mycotoxin transfer across the BBB,
the media of the apical and basal compartments were collected separately for
each insert/ well and kept at -70 °C until metabolite extraction (Fig. 3).

3.4. Differential Gene Expression analysis of mito-
chondrial genes after mycotoxins exposure with and wi-
thout pumpkin extract

3.4.1. Reagents

The reagent grade chemicals and cell culture components used, DMEM/F-12
and DMEM medium (Thermo Fisher, USA), penicillin/streptomycin, PBS, AFs (AF
B1, AF B2, AF G1, AF G2), BEA, OTA, ENs (EN A, EN A1, ENB, ENB1) and ZEA were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). DMSO and methanol
were obtained from Fisher Scientific (Madrid, Spain). Deionised water (resistivity
<18 MV cm) was obtained using a Milli-Q water purification system (Millipore,
Bedford, MA, USA). Stock solution of mycotoxins at 1000 ppm was prepared in
methanol and maintained at —20 °C. Evaporation of mycotoxins was performed
using nitrogen flux and diluted in DMSO. Pumpkin extract (pumpkin) was obtai-
ned from C. maxima (var. Delica) thanks to N. Marchetti (Department of Che-
mistry and Pharmaceutical Sciences, University of Ferrara) and kept at —80 °C
(Bergantin et al., 2018). Pumpkin was also dissolved in DMSO for cell treatment.
Final concentrations of mycotoxins (100 nM) and pumpkin (500 nM) in the assay
were achieved by their dilution in the culture medium. The final DMSO concentra-
tion in the medium was 1 % (v/v).

Table 6. HPLC-UV/Vis-APCI-MS/MS absolute quantification of carotenoids
in C. Maxima (var. Delica).

CAROTENOID ABSOLUTE QUANTIFICATION
(1 /8 of fresh matter) 9.09 + 0.99
astaxanthin 2.54 £+ 0.99
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antheraxanthin 4.34+£0.74
zeaxanthin 16.99 + 3.08
lutein 37.12 + 30.08
lycopene 19.25 + 2.69
B-carotene 49.29 £ 3.78

3.4.2. Cell culture

ECV304 cells were initially thawed from liquid nitrogen, plated, grown to con-
fluence, trypsinized and suspended in culture medium. They were maintained
in DMEM medium supplemented with 100 U/mL penicillin, 200 mg/mL strep-
tomycin and 10 % (v/v) FBS inactivated and amphotericin B 0.1 % (Gibco™).
Absence of mycoplasma was checked routinely using the Mycoplasma Stain Kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA). Culture medium was replaced daily every
2 days from day 4 and the co-culture was maintained at 37 °C, with a relative
humidity of 90 % and the atmosphere of 5 % CO2. ECV304 has been described
as an appropriate mono-culture model to assess the BBB, demonstrating tighter
barrier function than other endothelial cell lines. In combination with chromato-
graphy-mass spectroscopy analysis, is a fast and successful technique to screen
bioactive compounds crossing the BBB (Yang et al., 2018).

Table 7. ECV304 differentiated cells exposure conditions using 0.1 %
DMSO in HBSS, Hanks’ Balanced Salt Solution.

SAMPLE MYCOTOXIN (nM) B-CAROTENE (nM)
Control
AFs (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) 100 (1:1:1:1)
BEA 100
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100 (1:1:1:1)
100 (1:1:1:1:1)
100
100
100 (1:1)
100 (1:1)
100 (1:1:1)
500
100 500
100 500
100 (1:1:1:1:1) 500
100 500
100 500
100 500
100 (1:1) 500
100 (1:1:1) 500

3.4.3. Primer design and Quantitative Real-Time PCR assays

Gene-specific primers were designed using Primer-BLAST (Ye et al., 2012)
using default criterion of the software with amplified products ranging from 75
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to 150 bp and Tm at 59 °C. Primer sequences from Escriva et al., (2018) were
used in RT-gPCR analyses. Standard curve by RT-gPCR was performed for all
primer pairs and a single amplification product for each gene was obtained by
the melting curve assay. Primer amplification efficiency was determined from
standard curve generated by serial dilution of cDNA (5 fold each) for each gene
in triplicate. Correlation coefficients (R2 values) and amplification efficiencies (E)
for each primer pairs were calculated from slope of regression line by plotting
mean Cq values against the log cDNA dilution factor in StepOne software (Ta-
ble 8). Realtime amplification reactions were performed in 96 well plates using
SYBR Green detection chemistry and run in triplicate on 96-wells plates with
the StepOne Plus Real-time PCR machine (Applied Biosystems). Reactions were
prepared in a total volume of 10 uL containing: 3 pL of 1:5 diluted template, 1
uL of each amplification primer (5 uM) and 5 yL of 2x Fast SYBR Green (Applied
Biosystems). Non-template controls (NTC) were also included for each primer
pair, replacing the template by water DNAse and RNAse free from the RNA extrac-
tion kit (ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System, Promega). The cycling conditions
were set as default: initial denaturation step of 95 °C for 5 min to activate the
Taq DNA polymerase, followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s, an-
nealing at 59 °C for 15 s and elongation at 72 °C for 30 s. The melting curve was
generated by heating the amplicon from 60 to 90 °C. Baseline, threshold cycles
(Ct) and graphs were automatically determined using the StepOne Plus Software
version 2.3 (Applied Biosystems). Three technical replicates were performed for
each condition. Every experiment was performed according to MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) guideli-
nes (Bustin et al., 2009).

Table 8. Primers for RT-gPCR analysis. *Housekeeping gene. F, forward
primer. R, reverse primer.

LINEARITY
(R2)

SEQUENCE5'-3' AMPLICON (bp) EFFICIENCY (%)

1 1 1
F: CGTAAGCCTTCTCCTCACTC ! H H
MT-ND2 i 51 i 141.3 1 0.997
R: CAACTGCCTGCTATGATGGA ! ! H
1 1 1
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F: CCCTCCTTTTACCCCTACCA
R: GCCAGACTTAGGGCTAGGAT

F: CACACGAGAAAACACCCTCA
R: AAACCCGGTAATGATGTCGG

F: CCCACTCCCTCTTAGCCAAT
R: GGCGGCAAAGACTAGTATGG

F: CATCCCCCTTCCAAACAACA
R: GTCCTAGGAAAGTGACAGCG

F: TCATAATCGGAGGCTTTGGC
R: GTTGTTTATGCGGGGAAACG

F: CTTCCACTCCATAACGCTCC
R: GTTACATCGCGCCATCATTG

F: CTAGAAATCGCTGTCGCCTT
R: ATGTGTTGTCGTGCAGGTAG

F: CCCTGAGAACCAAAATGAACGA
R: GATTGTGGGGGCAATGAATGA

F: GTAAATCGGAATGGACCCCC
R: CTGCTGGGGGATTTTCTTGT

F: GATGGGTGGTGTGATGTCTG
R: TGTCCGTTCTTTCGCTATGG

F: TCTTTGATGCCCTTCTACGC
R: CGACTTCATGTTTCCCCCAA

F: GGTCTAGGGGAAGAGGTGTT
R: CTTGGTTTTCAGAAGCCCCT

F: GTGAAGGTGATGAGATTTCC
R: CTCTGACTGATGACAACTTC

S )
~
(©)

o e i e o o e e e o e o o o o
~
(o)

N
)
o
©O
(03]
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F: AAAGGTCCGATTCCAAGCTC
ucpP2
R: TTTGGTATCTCCGACCACCT

F: CGGCTACCACATCCAAGGAA
$18*
R: GCTGGAATTACCGCGGCT

A g g
i g
g

3.4.4. Intracellular ROS generation

Early intracellular ROS production was monitored in ECV304 according to
H2-dichlorofluorescein diacetate (H2-DCFDA) probe. DCFHDA enters the cells,
followed by deacetylation by intracellular esterases resulting in H2-DCFDA, oxidi-
zed by ROS species to the highly fluorescent dichlorofluorescein. Briefly, 2 x 104
cells/well were seeded in a 96-well black culture microplate with 200 uL/well
medium and differentiated for 9 days to form the monolayer. Then, medium was
aspired and fresh medium (20 mL) loaded (200 uL/well) with 20 yM H2-DCFDA
for 20 min. Subsequently, H2-DCFDA was aspired and exposed to every condition
described at (Table 3). Increases in fluorescence were measured on a Wallace
Victor2, model 1420 multi-label counter (PerkinElmer, Turku, Finland), at inter-
vals of 2, 4, 6, h at excitation/emission wavelengths of 485/535 nm. Results are
expressed as increase in fluorescence respect to control. Determinations were
performed in experiments with 24 replicates for each condition. These experi-
ments were conducted for all mycotoxins and mixtures, but AFs, AFs-ENs with
and without pumpkin extract.

Statistical analysis was performed with SPSS 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) using T-student test. For statistically significant differences p < 0.05 was
considered.
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4. RESULTS

4.1. Assessment of Single Nucleotide Variant in RNA-
seq data from human cells exposed to BEA and ENs
mixture

4.1.1. Variant calling on RNA-seq data

In this study, two RNA-seq pipeline approaches and their variant calling re-
sults were compared: SNV-RNA-seq complementary pipeline (SNV-protocol 1)
and GATK Best Practices workflow (SNV-protocol 2). Discovered SNVs are shown
in Figure 3. Each experiment was performed in triplicate for each toxin. In each
Venn diagram the control was represented in only one area, which is the sum
of all SNVs reported in the three controls: 26 SNVs in total for BEA in SNV-pro-
tocol 1 and 333 SNVs reported by SNV-protocol 2; For ENB 38 SNVs in total by
SNV-protocol 1 and 330 SNVs reported by SNV-protocol 2 (Fig. 4). Each replica
for 1.5 uM, 3 uM, and 5 uM, was represented in a separate area, to select only
the SNVs reported in at least 2 replicas in the same concentration, but not in
controls (black arrows in the diagrams). The list of SNVs in common was verified
in the BAM file using Integrative Genome Viewer, many of them did not meet the
parameters of being present in at least 20% of the reads or sequence depth,
thus were discarded.

Only the SNVs rs201003509 (Chromosome 13, CUL4A gene) in BEA exposed
Jurkat cells and the rs36045790 (Chr 2, EMILINA gene) in ENB were found in
the differentially expressed genes in all doses compared to controls by means of
SNV-protocol 2 (red line, Fig. 4). Both SNVs were missense variant changing the
guanine (G) for an adenine (A) or thiamine (T), without reported clinical signifi-
cance. SNV-RNA-seq complementary pipeline did not display any SNV coincident
with the three concentrations used per mycotoxin. Real-time PCR analysis was
performed to detect SNVs rs201003509 and rs36045790, however the in silico
results were not validated.
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Figure 4. SNVs discovery by using two RNA-seq data processing protocols.
First approach: SNV-protocol 1. Second approach: SNV-protocol 2. Red
line: SNVs selected for experimental validation by real time PCR.

4.1.2. SNVs discovery assessing

In order to identify potential SNVs and compare them with the SNVs obtai-
ned through the two discovery protocols, a total of 42 DEGs with logFC>|1]| and
FDR<0.05 (featured in bold in Supplementary Tables S1 and S2), all of them
in ENB samples, have been inspected manually with IGV, as well as 141 ge-
nes with >5000 of total reads (Supplementary Table S3). Several SNVs were
identified but they were not previously detected by the bioinformatics protocols.
Supplemental Figures S1 to 3 show the most evident SNVs observed with IGV
by using the BAM files generated from both protocols. Thus, SNVs in the posi-
tions: chrX:154,432,367 (ATP6AP1 gene, non-reported SNV, C changes to T),
chr19:10,137,193 (DNMT1 gene, reported rs769675693 SNV, G changes to A
or C), and chr1:19,104,200 (UBR4 gene, non-reported SNV, A changes to G),
were recognized.
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4.1.3. Transcriptomic study with the new protocols

Regarding gene expression, only 2 overlapped DEGs were found in BEA sam-
ples in the three concentrations but none of them were coincident with former
studies which identified up to overlapped 43 DEGs (Escriva et al., 2018). Howe-
ver, we identified 354 overlapped DEGs in the three ENB concentrations used,
with 147 matches with respect to the 245 DEGs found in the previous results
(Alonso-Garrido et al., 2018) (Fig. 5A and 5B).

(logFC>|1| and FDR<0.05).

Figure 5. A) Venn diagrams plotting the coincident DEGs considering each
BEA exposure condition; B) Venn diagrams plotting the coincident DEGs
considering each ENB exposure condition; C) Heat Map plotting the logFC
of the most relevant DEGs found in ENB samples

Some of these 147 coincident DEGs reached a fold change logarithm (lo-
gFC)>|1| (Figure 4C) in at least one ENB dose (Table 9) and 17 of them were
related to the electron transport chain.

| 82|



Table 9. Differentially expressed genes with logFC > |1]| in at least one
dose in ENB exposed samples and coincident with former studies. FDR:
false discovery rate; logFC: fold change logarithm.

1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
logfC @ FDR ' logfC ! FDR ! logfiC ! FDR
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
i i i i i
1 1 1 1 1
ADM2 0.613 | <0001 | 1043 | <0.001 | 0990 | <0.001
i i i i i
--------- L R R R R R B R L
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ATP6 0925 | <0.001 | -1908 | <0.001 | -1644 | <0.001
i i i i i
--------- R R R R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ATPS -1.031 , <0.001 |, -1751 ; <0.001 | -1.662 , <0.001
i i i i i
--------- L R R R e R I D R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
CD69 -0.305 , 0.046 , -1662 , <0001 ; -1.753 , <0.001
i i i i i
--------- R R R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
CHAC1 1434 , <0.001 ; 2003 ; <0.001 ; 1918 ; <0.001
i i i i i
--------- L R R I R R B R L
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
EGR1 -0.409 | 0023 ; 2048 ; <0001 ; -2505 , <0.001
i i i i i
--------- R R R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ND1 -0.416 , 0.001 ; -1.237 |, <0.001 ; -1.042 , <0.001
i i i i i
--------- L R R R R R R L
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ND2 -0.706 , <0.001 , -1255 , <0.001 ; -1.015 , <0.001
i i i i i
--------- R R R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ND3 0935 | <0.001 ; -1549 , <0.001 ; -1369 ; <0.001
i i i i i
--------- o
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ND4 0.677 | <0.001 | -1.240 | <0.001 | -0.981L | <0.001
i i i i i
--------- R R R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ND4L 0.821 | <0001 ; -1153 , <0.001 ; -1.007 ; <0.001
i i i i i
---------- L R N R e R B R L
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
ND5 0973 |, <0001 ; -1659 , <0001 , -1403 , <0.001
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1




T T T T T
1 1 1 1 1

ND6 -1.030 ; <0.001 ; 2413 ,; <0.001 ; -1.809 ; <0.001
i i i i i

---------- L R R R R R R L
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

0SGIN1 0550 , 0.007 ; 1073 ; <0.001 ; 1.069 , <0.001
i i i i i

---------- R R R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

PCK2 0538 ,; <0.001 , 1060 ; <0.001 ; 1030 , <0.001
i i i i i

---------- o
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

SLC7A11 0528 , <0.001 ; 0975 ; <0.001 ; 1173 | <0.001
i i i i i

---------- R R R R
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

SPNS3 1.029 |, <0.001 |, 1455 , <0.001 ; 1533 ; <0.001
i i i i i

---------- o
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

STC2 0468 | <0.001 1109 , <0001 . 1421  <0.001
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

4.2. Mitochondrial proteomics profile points to oxidative
phosphorylation as the main target for beauvericin and
enniatin B mixture

4.2.1. Proteomics analysis

The analysis of mitochondria enriched extracts from Jurkat cells exposed to
three concentrations of BEA:ENB (0.01-0.1-0.5 yM) and their control DMSO
0.5 % was performed by gel-free shotgun proteomic approach. By identifying fea-
tures across all LC-MS/MS runs, analysis in the Progenesis QI for proteomics
software package allowed identification of 1821 unique proteins at 1 % false
discovery rate (peptide level). Subsequently, analyses were confined to 340 pro-
teins (fold change > 1.5 and Anova p-value < 0.05) which could thus also be used
for the stringent assessment of quantitative difference between control and trea-
ted groups. Moreover, from 115 of these proteins with altered abundance, 54
proteins displayed higher and 61 lower levels in treated groups in comparison
to control. Among the proteins showing the same trend (incresing or decreasing)
with mycotoxins mixtures concentration, the most abundant protein was mito-
chondrial import receptor subunit TOM7 homolog (TOMM7), meanwhile trans-
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membrane protein 263 (TMEM263) had the lowest level. The remaining 225
proteins have altered levels in-between treated groups depending on mycotoxins
concentrations used, but did not follow any pattern relative to control.

Table 10. Functional annotation chart of the 5 most significant terms using
DAVID resources of the 340 proteins selected after BEA:ENB exposure in
the categories Uniprot keyword, Uniprot sequence feature and KEGG.

UNIPROT KEYWORD

P-Value Benjamini

1 1 1
Acetylation 166 , 48.8 | 2.80E-43 | 8.90E-41
......... e ____
1 1 1
1 1 1
Mitochondrion 83 ] 24.4 ! 240E31 ! 3.70E-29
......... b e bmmm b ———————
1 1 1
1 1 1
Transit peptide 45 ! 13.2 ! 1.10E-18 ! 1.10E-16
......... b m b m b m——————
1 1 1
1 1 1
Phosphoprotein 212 : 62.4 : 5.30E-17 ! 4.20E-15
......... b mmmm e b m b ———————
1 1 1
1 1 1
Mitochondrion inner membrane 28 ! 8.2 ! 7.30E-14 ! 4.60E-12
1 1 1

UNIPROT SEQUENCE FEATURE

P-Value Benjamini

1 1 1
transit peptide:Mitochondrion 41 , 121 \ 3.50E-17 | 3.10E-14
......... bm e m ke mmmm ke m
. . . 1 1 1
nucleotide pl.losphate-blndmg 26 ! 76 ! 7 80E-11 ! 3.50E-08
region:GTP ! : i
--------- L R )
. . . 1 1 1
nucleotide p!losphate-bmdmg 1 ! 3.9 ! 7 90E-07 ! 2 A0E-04
region:NAD ! ! !
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H H H H
binding site:NAD : 8 | 24 1 290E05 ! 6.40E03
b e mmmmemee tmmmmmmman tmmmmmmman tmmmmmmmea
1 1 1
short sequence motif:Effector 9 ! 26 ! 2 70E-04 ! 4.80E-02
region ! ! !
KEGG

Benjamini

1 1
Oxidative phosphorylation 24 71 V. 34E13 | 7,8E11
................... RS U
1 1 1
1 1 1
Parkinson’s disease 23 ! 6.8 ! 1.40E-11 ! 1.70E-09
......... -
1 1
1 1
Huntington's disease 24 71 ! 9.90E-10 ! 7.70E-08
................... U
1 1
1 1
Alzheimer's disease 22 6.5 : 2.60E-09 : 1.50E-07
......... e m e b mm b m——————
1 1 1
Metabolic pathways 63 \ 185 | T7.30E-08 ; 3.40E-06
1 1 1

Interestingly, DAVID analysis (Table 10) revealed that from 83 mitochondrion
related proteins, 28 belonged to its inner membrane. Concerning oxidative phos-
phorylation pathway, 7 proteins where found altered in complex I, 1 in complex Il,
2 in complex Ill, 2 in complex IV and 10 in complex V.

Regarding PANTHER overrepresentation test results, molecular function and
biological process GO terms were obtained (Table 11). ATP synthesis coupled
proton transport was the most significant biological process and protein trans-
membrane import into intracellular organelle was the most enriched.
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Table 11. PANTHER’s GO-slim results using 340 proteins selected after
BEA:ENB exposure by Fisher’s Exact (p value <0.05) test type, false disco-
very rate (FDR) as correction, fold enrichment > 10.

Homo
PANTHER GO-Slim sapiens - Input list
Biological Process REFLIST (259)
(20996)

Raw p-value

mitochondrial

electron trans-

port, ubiquinol 8
to cytochrome ¢
(G0:0006122)

0.1 30.4

2.75E-04

1.90E-02

protein stabilization
(G0:0050821)

mitochondrial
translation 22
(G0:0032543)

mitochondrial
gene expression 26
(G0:0140053)

0.32 15.59 1 3.39E-05 ' 3.38E-03

protein targeting
to mitochondrion 31
(G0:0006626)

0.38 13.08 7.15E-05 , 6.12E-03

ATP synthe-
sis coupled
proton transport
(G0:0015986)

45 0.56 12.61 '+ 3.08E-06 ' 1.85E-03

energy coupled

proton transport,

down electroche- 45
mical gradient
(G0:0015985)

0.56 12.61 ' 3.08E-06 ' 1.38E-03

tricarboxylic acid
cycle (G0:0006099)

mitochondrial ATP
synthesis coupled
electron transport 28

(60:0042775)

oo o o o e o o e e e o e e o <

b oo e o e o
o1

b m e e e e e e e -

b oo e o e o

b o e o e

b m e e e e e e e -
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oxidative
phosphorylation
(G0:0006119)

membrane trans-
port (G0:1990542)

mitochondrial trans-

ATP synthesis cou-
pled electron trans-
port (G0:0042773)

ATP metabolic pro-
cess (G0:0046034)

purine ribonucleo-
tide metabolic pro-
cess (G0:0009150)

fatty acid cata-
bolic process
(G0:0009062)

aerobic respiration
(G0:0009060)

ribonucleotide
metabolic process
(G0:0009259)

o g g g g g g g g LN 1

g S gy~ gy

o g g g g g g g g L R

A g g g g g g - A g LR a1

g g g g g g g g g g LR g1

1.02E-05

g S gy~ gy

2.62E-03

4.2.2. Transcriptional Vs. proteomic profile of Jurkat cells expo-
sed to BEA and ENB

Comparing results found by Escriva et al., (2019), using akin exposure condi-

tions but a RT-gPCR transcriptional approach some similitudes arisen. Focusing
only in the 0.1 and 0.5 yM BEA:ENB conditions shared by both studies, HSPA5
and MRPL12 were identified and analyzed, however they were only statistically

significant at proteomic level. Other statistically significant gene expression in
RT-gPCR was found for AK4, CCNG2, MT-ATP8, MT-CO1, MT-ND2, MT-ND5 and
MT-RNR2 although they could not be confirmed by proteomics (Escriva et al.,

2019).
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4.3. The role of pumpkin extract against mycotoxin da-
mage in the blood brain barrier in vitro: metabolomic
approach

4.3.1. Differential analysis of metabolites abundances

Metabolomics analysis identified 181 features in the basal phase, of which
159 were statistically significant compared to control. Among these features,
74 were found in the samples not treated with the pumpkin extract and 90 in
samples with this extract. Twenty-five features were reported in both the organic
and aqueous phase in the same treatment group. Fig. 6 shows the overlapping
of components between the groups.

Figure 6. Venn diagrams of the number of significant metabolites (p<0.05)
after 2-hour mycotoxin exposure (100 nmol/L per mycotoxin) without pum-
pkin extract (A) and with pumpkin extract (500 nmol/L) (B).

The total number of metabolites after removing feature repetitions in both
the aqueous and organic phases and in positive and negative ionisation modes
was 46. Of these, 14 were found in samples with and without pumpkin extract
(Table 12). In samples treated with pumpkin extract, only 9-docosene and di-
hydromorelloflavone were identified regardless of the mycotoxin used, but only
dihydromorelloflavone was significantly less abundant in these samples than in
positive control (control treated with pumpkin extract), while it was not found in
samples not exposed to the extract.
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Our findings of antifungal and insecticide compounds including dimethylma-
leic acid anhydride, dodemorph, hexazinone, n-cyclopropylammeline, and nigri-
factin (in samples not treated with pumpkin extract) and spiromesifen, streptoni-
grin, tioconazole, chloralose, and octadeca-1(14),15,17-trien-13-one in samples
treated with the extract point to a prospect of a new line of research and indus-
trial application.

4.3.2. Reactome findings

Some of the above 46 metabolites are relevant for human metabolic pa-
thways. One of them is leukotriene 14,15-LTE4, whose abundance was higher
than control in ZEA and BEA+OTA+ZEA samples not treated with the pumpkin
extract. It was also identified in BEA samples treated with the extract.

Another metabolite is prostaglandin D2-glycerol, found in supernatant sam-
ples treated with OTA+ZEA and BEA+OTA+ZEA combinations but not with the
pumpkin extract.

Among the fatty acids relevant for human metabolism, we found oleic acid
in BEA and pumpkin extract samples and oleamide in BEA+OTA+ZEA samples
(Table 1). Phospho-glycerol (PG)(16:0/0:0) was only identified in control and ZEA
samples. Higher xestoaminol C was found in ZEA samples (compared to control).
12,13-DiHOME-d4 was more abundant in BEA, OTA+ZEA, and BEA+QOTA+ZEA
samples. 9-docosene was more abundant than in control in all samples save
for those treated with BEA and OTA (BEA alone, OTA alone, and BEA+OTA+ZEA
combination).

Mercaptoethanol was found in ZEA and OTA+ZEA samples without the pump-
kin extract and in OTA+ZEA samples with pumpkin extract (Table 8).
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4.4, In vitro blood brain barrier exposure to mycoto-
xins and carotenoids pumpkin extract: transcriptional
approach

4.4.1. Effect of aflatoxins, enniatins and carotenoids on gene ex-
pression

DEG analysis of several genes belonging to the different complexes of the
electron transport chain (ETC) was performed throughout RT-gPCR reporting sta-
tistically significant results for most of the compared treatments in the genes
studied (Fig. 7).

:in green the down- regulated genes and in red the up-regulated for all
conditions tested.
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Figure 7. a) Genes involved in the ETC pathway for Homo sapiens are
shown: in green the down-regulated genes and in red the up-regulated for
all conditions tested. b) Genes involved in the oxidative phosphorylation
pathway for Homo sapiens are shown

4.4.1.1. Complex |

Inthis study, MT-ND2 was down-regulated for every condition, but for AFs-pum-
pkin, which reported a similar expression as the control. ENs followed the same
trend with more accused differences, finding that ENs-pumpkin significantly re-
verted ENs down-regulation (p < 0.05, data not shown). MT-ND3 and MT-ND4
were up-regulated for every condition, but ENs for MT-ND4. MT-NDA4L was slightly
up-regulated for every condition, but ENs. MT-ND5 was slightly down-regulated
for every condition, except for pumpkin (Fig. 8).
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Figure 8. Bar plot showing Cl genes relative expression when compared
to control (log2RQ = 0) after 2 h-exposure to the different treatments by
RT-gPCR. RQ, relative quantification. Error bars, log2RQmin and 10g2RQ-
max. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

4.4.1.2. Complex IV

Cytochrome ¢ oxidase (CIV) is a proton-pump form by heme-cooper oxida-
ses representing the final step of the energy transfer enzymes of the ETC both
in mammals and prokaryotes. MT-CO1 was slightly down-regulated for all treat-
ments, but pumpkin and ENs, when compared to the Control. Interestingly, both
AFs and ENs, mixed with pumpkin, reported significant results compared to AFs
and ENs individually (Fig. 9).

[ 98 |



Figure 9. Bar plot showing CIV genes relative expression when compared
to control (log2RQ = 0O) after 2 h-exposure to the different treatments by
RT-gPCR. RQ, relative quantification. Error bars, lo0g2RQmin and log2RQ-
max. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001

4.4.1.3. Complex V

Mitochondrially encoded ATP synthase membrane subunit 6 (MT-ATP6) and
Mitochondrially encoded ATP synthase membrane subunit 8 (MT-ATP8) are in-
volved in the synthesis of FO, a main subunit of CV. DEG analysis for MT-ATP6
showed down-regulation for pumpkin, AFs-pumpkin and ENs and no significative
alteration for AFs and ENs-pumpkin. MT-ATP8 behave differently, being signifi-
cantly altered for every condition, except ENs (Fig. 10).
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Figure 10. Bar plot showing CV genes relative expression when compared
to control (log2RQ = 0) after 2 h-exposure to the different treatments by
RT-gPCR. RQ, relative quantification. Error bars, log2RQmin and 10g2RQ-
max. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

4.4.1.4. Mitochondrially encoded 16S rRNA

Mitochondrially Encoded 16S rRNA (MT-RNR2) is a non-coding mitochondrial
DNA related to apoptosis and biogenesis of ribosomes in eukaryotes. DEG analy-
sis of MT-RNR2 showed no alteration for any of the treatments, but AFs-pumpkin,
suggesting it is not a target for any of the mycotoxins or carotenoids tested, at
least at these concentrations (Fig. 11).
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Figure 11. Bar plot showing MT-RNR2 genes relative expression when
compared to control (log2RQ = 0) after 2 h-exposure to the different treat-
ments by RT-gPCR. RQ, relative quantification. Error bars, log2RQmin and
log2RQmax. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

4.4.1.5. Nuclear encoded mitochondrial genes

In eukaryotes, mitochondria function and structure are also mediated by ge-
nes belonging to the nuclear DNA. For the current project, 4 important genes
were selected: 3 coding antioxidant proteins and 1 coding for ribosome forma-
tion.

OSGIN1 was altered for every treatment, but ENs. Sulfiredoxin-1 (SRXN1) only
was significantly down-regulated for AFs-pumpkin and ENs treatments. Mitochon-
drial Ribosomal Protein L12 (MRLP12) was repressed for every treatment, but ENs.
Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP) was significantly up-regulated for pumpkin
and ENs-pumpkin and down-regulated for AFs-pumpkin (Fig. 12).
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Figure 12. Bar plot showing nuclear codified genes relative expression
when compared to control (log2RQ = 0) after 2 h-exposure to the different
treatments by RT-qPCR. RQ, relative quantification. Error bars, log2RQmin
and log2RQmax.

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

4.4.1.6. Pathvisio analysis

Due to the specificity of the assay, 2 data points meeting criterion (r) were
overlapped for all treatments and two pathways were statistically significant for
the 5 studied treatments were the oxidative phosphorylation and the ETC, with
28.6 % and 25 % affected genes, were the most altered pathways. Individual
analysis of every treatment also reported two altered pathways common to every
condition: Effects of Nitric Oxide pathway and quercetin and Nf-kB/AP-1 Induced
Cell Apoptosis (Table 13).
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Table 13. Pathways overlapped in all conditions by PathVisio (p < 0.05).

PATHWAY POSITIVE (r) MEASURED (n) TOTAL % Z-SCORE P-VALUE

1 1 1 1 1

Electron Transport i i i i i
. P 8 1 8 1 118 1 100 2 + 0.014

Chain 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1

1 1 1 1 1
---------- L . I R

1 1 1 1 1

1 1 1 1 1

Oxidative phos- ' H H H i
et 7 : 7 : 68 : 100 : 1.53 : 0.003

1 1 1 1 1

1 1 1 1 1
---------- L S R

1 1 1 1 1

1 1 1 1 1

Effects of Nitric H H i i :
Oxide 1 : 1 : 16 : 100 : 0.33 : 0.004

1 1 1 1 1

1 1 1 1 1
---------- L . I R

1 1 1 1 1

1 1 1 1 1

Quercetin and Nf- ! ! ! ! !
kB/AP-1 Induced 1 ! 1 ! 27 1100 | 0.33 ! 0.003

Cell Apoptosis ! ! ! ! !

1 1 1 1 1

4.4.2. Effects of beauvericine, enniatins, ochratoxin A and zeara-
lenone on gene expression

Transcriptional analysis reported gene expression alterations for most of the
genes and conditions studied. The most toxic mixture was BEA-ENs, downregu-
lating most of the genes studied. An upregulation was found for most of the con-
ditions when pumpkin extract was added to the treatment, especially regarding
CIV. From gene expression perspective, MT-RNR2 was the most downregulated
gene, while TXNIP was the most upregulated gene for every exposure, except for
BEA and BEA-ENs. SRXN1 was significantly downregulated for pumpkin and all
mycotoxin exposures. Pumpkin inclusion to all mycotoxin exposures but the triple
mix upregulated UCP2. MRPL12 did not show significant expression changes in
any condition tested (Table 14).
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4.4.3. Effects of beauvericine, enniatins, ochratoxin A and zeara-
lenone on intracellular ROS generation

Results showed high intra-variability between replicates and ROS generation
varied between conditions. BEA significantly reduced ROS (50%) compared to
the control at time O h, while no significant differences were found at 2 h (Fig.
12a). The mixture BEA-ENs also reduced ROS significantly at time O h (28%), but
not at 2 h where pumpkin extract reduced ROS production (49%) and the mix-
ture BEA-ENs-Pumpkin increased it (11%) (Fig. 12b). OTA and OTA-Pumpkin also
reduced ROS at the first exposure time (23% both), although no differences were
found at 2 h (Fig. 12c¢). ZEA-Pumpkin treatment showed significant ROS increase
at 0 (6%) and 2 h (74%) compared to the control (Fig. 12d). OTA-ZEA-Pumpkin
mixture clearly increased ROS generation at 2 h (38%) (Fig. 12e). Finally, the
three mycotoxins mixture, BEA-OTA-ZEA only increased ROS when mixed with
pumpkin at 0 and 2 h, 19% and 21% respectively.

Results showed high intra-variability between replicates and ROS generation
varied between conditions. BEA significantly reduced ROS (50 %) compared to
the control at time O h, while no significant differences were found at 2 h (Fig.
13a). The mixture BEA-ENs also reduced ROS significantly at time O h (28 %), but
not at 2 h where pumpkin extract reduced ROS production (49 %) and the mix-
ture BEA-ENs-Pumpkin increased it (11 %) (Fig. 13b). OTA and OTA-Pumpkin also
reduced ROS at the first exposure time (23 % both), although no differences were
found at 2 h (Fig. 13c). ZEA-Pumpkin treatment showed significant ROS increase
at 0 (6 %) and 2 h (74 %) compared to the control (Fig. 13d). OTA-ZEA-Pumpkin
mixture clearly increased ROS generation at 2 h (38 %) (Fig. 13e). Finally, the
three mycotoxins mixture, BEA-OTA-ZEA only increased ROS when mixed with
pumpkin at 0 and 2 h, 19 % and 21 % respectively.
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Figure 13. H -dichlorofluorescein diacetate probe analysis for Reactive
Oxygen Species. R.U, relative units; P, pumpkin extract; Bea, Beuavericin;
ENs, enniatins; OTA, ochratoxin A; Zearalenone, ZEA. Error bars, SD. o,
outliers. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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5. DISCUSION

5.1. Analisis bioinformatico sobre datos de secuencia-
cion de ARN de células Jurkat expuestas a BEA 'y ENB.

Por primera vez, se han aplicado dos protocolos para la deteccion de varian-
tes de un solo nucleétido (SNVs) sobre los datos de secuenciacion de células
expuestas a micotoxinas: a) SNV-protocolo 1 basado en el flujo de linea com-
plementaria; b) SNV-protocolo 2 basado en el conjunto de herramientas para
el analisis gendmico (GATK). La optimizacion de los protocolos bioinformaticos
es fundamental para maximizar la potencia y la precision en la identificaciéon de
variantes genéticas. El potencial de estas herramientas para descubrir SNVs
susceptibles de ser marcadores genéticos de la exposicion a micotoxinas es una
nueva via de investigacion en el campo de la toxicologia alimentaria (Lam et al.,
2020). Los resultados obtenidos dependen en gran medida de la sensibilidad
del protocolo, los contextos gendémicos, las regiones funcionales y las frecuen-
cias alélicas de las variantes (Liu et al., 2019). En este trabajo se demuestra
que existia una amplia variabilidad entre los resultados cuando se aplicaron
los dos protocolos de SNVs a los mismos datos de secuenciaciéon de ARN. Por
tanto, existe un amplio margen de mejora para la homogeneizacion de estas
aplicaciones.

Al utilizar la tecnologia de secuenciacion de ARN para detectar variantes ge-
néticas, se espera que las variantes se detecten a partir de lecturas de ARNm,
pero éstas no necesariamente se expresan de forma diferencial en un tejido
especifico (Lam et al., 2020). Es decir, es mas frecuente encontrar SNVs en se-
cuencias de ARNm altamente expresados, ya que a mayor volumen de lecturas
se incrementa la posibilidad de éxito en la aplicacién del protocolo. En el pre-
sente estudio, el reconocimento de SNVs aplicando los dos protocolos difirid del
analisis manual. De hecho, el analisis manual de un ndmero reducido de genes
mostré SNVs que no fueron descubiertos cuando se utilizaron los dos protocolos
automatizados (SNV-protocolo 1 y SNV-protocolo 2). Esto podria deberse a que
las exposiciones a BEA y ENB fueron a bajas dosis, provocando que solo un nu-
mero pequeno de las células expuestas sufriera cambios a nivel genético. Al ser
un nimero menor al 20 %, los protocolos no detectarian estos cambios.
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El SNV-protocolo 1, no mostrd ningln resultado coincidente con las tres con-
centraciones utilizadas para cada micotoxina. Sin embargo, el SNV-protocolo 2,
detectd la variante de un solo nucleétido rs201003509 perteneciente al gen
CUL4A localizado en el cromosoma 13 en las células Jurkat expuestas a BEAy el
rs36045790 perteneciente al gen EMILINA localizado en el cromosoma 2 para
la exposicion a ENB en todas las dosis en comparacion con los controles (linea
roja, Fig. 3). Ambas SNVs eran variantes de sentido erréneo que cambiaban la
guanina (G) por una adenina (A) o tiamina (T), sin importancia clinica reportada
(Sherry et al., 1999). Posteriormente, se realiz6 un analisis de RT-PCR para de-
tectar los SNVs rs201003509 y rs36045790, pero los resultados no fueron va-
lidados. Estos datos confirman la necesidad de implementar herramientas con
mayor sensibilidad que permitan el estudio de las variaciones genéticas a partir
de secuencias de ARN, ya que los enfoques actuales no parecen ser adecuados.

Para validar los resultados de expresion génica encontrados en estudios an-
teriores (Escriva et al., 2018), se aplicd un protocolo de analisis de la secuencia
de ARN diferente que mostro resultados similares entre ellos. La principal di-
ferencia observada con los resultados de expresion génica diferencial (DEGs)
anteriores, proviene de la exposicion a BEA 1,5 uM, donde sélo se encontraron
3 DEGs en comparacion con el enfoque anterior que mostrd 45. Por el contrario,
el nimero de DEGs de las exposiciones 3 y 5 uM para BEA fue muy similar en
ambas aproximaciones. El nimero de DEGs solapados entre ellas, para las dos
dosis y micotoxinas, fue de 2196 DEGs para el analisis previo y de 2263 usando
el protocolo implementado en este trabajo (Fig. 3). El efecto dependiente de la
dosis se confirma en ambos analisis bioinformaticos, ya que el nimero de genes
expresados diferencialmente se incrementa cuando aumenta la exposicion a la
concentracion de BEA.

Los resultados transcriptdomicos obtenidos del analisis de la exposicion a
ENB con el protocolo utilizado en este trabajo, también sugieren un efecto de-
pendiente de la dosis cuando se compara la dosis mas baja con las otras dos
mas altas, pero no entre las muestras expuestas a 3 y 5 yM. Esto concuerda
con los resultados obtenidos en estudios anteriores (Alonso-Garrido et al., 2018;
Escriva et al., 2018).
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El resultado mas relevante del analisis de la expresion génica diferencial
indica que la principal diana de la toxicidad de BEA a nivel transcriptomico en
células Jurkat es la mitocondria. Se evidenciaron 9 genes mitocondriales ex-
presados diferencialmente solapados para las tres condiciones (1,5, 3y 5 uM)
entre los mas alterados en comparacion con el control (7 de ellos relacionados
con el Cly 2 pertenecientes al CV de la CTE) (Tabla 9). La influencia de las ENs
sobre la expresion génica de la CTE y los procesos antioxidantes se ha estudiado
in vitro en células Jurkat y ECV304 diferenciadas e in vivo en ratas Wistar por
nuestro grupo encontrando resultados similares, aunque la concentracion y el
tiempo de exposicion difieren entre los estudios. En células Jurkat, la exposicion
combinada de BEA y ENB también se analiz6 mediante RT-qPCR. Los resultados
de RT-qPCR de la exposicion conjunta, mostraron un perfil opuesto de expresion
a los de las exposiciones individuales (Escriva et al., 2019). En el modelo de BHE
ECV304, los genes de los Cl y CV aparecen mayoritariamente reprimidos tras
una exposicion corta a baja dosis a ENs mediante el uso de RT-gPCR (Alonso-Ga-
rrido et al., 2021).

5.2. Analisis protedmico sobre el efecto en la mitocon-
dria de la exposicion a BEA 'y ENB en células Jurkat

Los cambios morfolégicos en las mitocondrias son una senal clave que de-
fine la programacion metabdlica durante la quiescencia o la activacion celular.
Las mitocondrias tienen un papel importante en relaciéon con el destino de las
células T. Su fusién es necesaria para los linfocitos T de memoria (TM), mientras
que en los linfocitos T efectores (TE) se encuentran separadas. La fusion en los
linfocitos TM organiza la union de las CTE promoviendo la fosforilacion oxidativa
y la oxidacion de acidos grasos. Cuando las crestas o pliegues de la membrana
interna se configuran en una unién sélida, la CTE funciona eficazmente y man-
tiene la entrada de piruvato en la mitocondria con un balance redox positivo.
La morfologia de las crestas como resultado de la fusiébn mitocondrial, guia la
formacion de las células TM y las mantiene en un estado quiescente (Buck et
al., 2016).
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Los cambios funcionales en las mitocondrias inducidos por las micotoxinas
pueden perturbar la programacion metabdlica durante la quiescencia o la ac-
tivacion de los linfocitos, lo que posiblemente tenga un papel relevante en su
capacidad para convertirse en células T citotoxicas o auxiliares tras el reconoci-
miento del antigeno. En este sentido, es destacable que el primer término que
aparezca tras el analisis funcional (Tabla 5) sea la acetilacion, mostrando que
hasta 166 proteinas de un total de 340 estaban relacionadas con ella. Los cam-
bios en la acetilacién de proteinas en las mitocondrias normalmente conducen
a la pérdida de funcién en las vias asociadas con la integridad del organulo y el
metabolismo oxidativo (Baeza et al., 2016).

Asimismo, las proteinas de la membrana mitocondrial implicadas en la trans-
locacion de proteinas mitocondriales humanas TOMM (6, 7, 22,40y 70) y TIMM
(9, 13y 44), se vieron alteradas tras la exposicion a la combinacion de micoto-
xinas. Respectivamente, la translocasa de la membrana externa TOMMY7 y de
la membrana interna TIMMO fueron la segunda y la quinta proteina mas sobre-
expresadas dependientes de la concentracion tras tras la exposicion a BEA y
ENB. El complejo TIMM8-TIMM13 media la entrada de proteinas como TIMM23,
SLC25A12/ARALAR1 y SLC25A13/ARALAR2, mientras que el complejo predomi-
nante TIMMO-TIMM10 de 70 kDa facilita la importacion de muchas mas protei-
nas (Roesch et al., 2004). En levaduras, se ha sugerido que el complejo TIM23
explora continuamente el complejo TOM en busca de cadenas polipeptidicas en-
trantes. Sin embargo, también es posible que la unién de TIM50 a TOM22 y/0 la
insercion de TIM23 en la membrana externa induzca una conformacién del com-
plejo TOM, especificamente propicio para el transporte de proteinas precursoras
qgue contienen pre-secuencias (Waegemann et al., 2015). En el complejo TOM,
la subunidad sobreexpresada TOMM7 no funciona para importar proteinas de
forma generalizada, sino para derivar y retener la proteina PINK1 y quizas otras
en la superficie de las mitocondrias danadas (Hasson et al., 2013). Estos datos
indican un dano importante en las membranas mitocondriales por la exposicion
a BEAy ENB, reforzando la idea de que su mecanismo de accion es la alteracion
del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial a través de la apertura del
mismo, lo que inicia una cascada molecular directa obteniendo como resultado
la disfuncion de la CTE (Mallebrera et al., 2018; Prosperini et al., 2017).
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Las mitocondrias también participan en las vias intrinseca y extrinseca de la
apoptosis. Una de las consecuencias de la muerte celular programada estable-
ce que el citocromo c se libera a través de un poro formado por la proteina de
la membrana mitocondrial externa VDAC. Sin embargo, hace algunos anos se
propuso que la funcién principal de VDAC en circunstancias proapoptoéticas es
controlar el flujo de ATP por cierre en lugar de por apertura, de manera que la
liberacion de citocromo ¢ del espacio intermembranal mitocondrial se produciria
como parte de una ruptura general de la membrana externa mitocondrial (Ros-
tovtseva & Bezrukov, 2008).

En nuestros resultados, las proteinas que forman el canal selectivo de anio-
nes dependiente de voltaje (VDAC1, VDAC2) mostraron la menor abundancia
después de la exposicion a la mezcla de micotoxinas a 0,01 uM y el mayor nivel
después de la exposicion a 0,5 uM, exactamente al contrario que los niveles de
citocromo c. En la actualidad, todas las moléculas farmacolégicas, péptidos y
ARNm descritos dirigidos a VDAC son potencialmente eficaces en el tratamiento
terapéutico del cancer y las neuropatias. Cabe destacar que numerosos com-
puestos son capaces de inducir la apoptosis en las células cancerosas mediante
la modulacion de VDAC y ya forman parte de alentadores ensayos clinicos (Magri
et al., 2018). La alteracion de las proteinas que forman canales de transporte
en la membrana mitocondrial corrobora la capacidad ionoférica de BEA y ENB.

Ademas del citocromo ¢, los niveles de otras proteinas relacionadas con la
CTE se modificaron en comparacion con el control. EI CV fue el mas afectado por
la exposicion a las micotoxinas (10 proteinas), pero todos los complejos mostra-
ron cambios en sus abundancias. El Cl mostro 7 proteinas con niveles alterados,
mientras que a nivel transcriptdmico se encontraron hasta 27 genes diferen-
cialmente expresados utilizando la exposicion individual a BEA o ENB en dosis
mas altas. Estos datos apuntan a un dano dependiente de la concentracion
(Alonso-Garrido et al., 2018; Escriva et al., 2018). El Cl es el principal generador
de ROS en la mitocondria y a la vez es el responsable de desencadenar el me-
canismo de eliminacion de las mismas a través de una respuesta antioxidante
mediada por la expresion del gen NRF2 inducida por el gen ERK5 (Khan et al.,
2018). La deficiencia en la respiracion mitocondrial provoca un deterioro de la
funcién lisosomal, promueve la acumulacién de proteina p62 y esfingomielina,
e interrumpe las vias endolisosomales y la autofagia, vinculando la disfuncion
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mitocondrial primaria con un trastorno de almacenamiento lisosomal (Baixauli
et al., 2015). Una disminucion significativa de las proteinas del Cl podria desem-
bocar en la activacion de estos procesos.

El factor traslacional de liberacion de péptidos mitocondrial 1 (MTRF1L) es la
proteina mas abundante en las tres condiciones y una de las cuatro proteinas de
la familia en las mitocondrias de mamiferos. Esta proteina reconoce los codones
de parada UAA y UAG para facilitar la actividad de liberaciéon de péptidos. Esta
sobreexpresion podria influir en la actividad de la CTE, ya que se postula que
podria catalizar la liberacion de péptidos de las proteinas ND6 y CO1, claves en
la respiracion celular (Akabane et al., 2014). Esto provocaria una disminucién
de la actividad del Cl y CIV, respectivamente.

Los ribosomas mitocondriales (mitoribosomas) estan formados por una pe-
guena subunidad 28S y una gran subunidad 39S. El gen MRPL12 condifica la
proteina 39S que forma homodimeros. Sus niveles de abundancia se mostraron
significativamente menores con respecto al control tras la exposicion a BEA y
ENB. Su interaccion con el gen POLRMT forma parte de un mecanismo regulador
que coordina la transcripcién mitocondrial con la traduccion y/o la biogénesis de
los ribosomas durante la expresion de los genes mitocondriales y su represion
se relaciona con las enfermedades neurodegenerativas (Surmeier et al., 2017;
Wang et al., 2007). Ademas, la proteina ribosémica 60S L5 (RPL5) presentaba el
nivel mas bajo tras la exposicion a micotoxinas y su mutacion podria conducir a
una disminucion del nimero de ribosomas maduros. Este proceso se relaciona
con la leucemia linfoblastica aguda de células Ty la anemia de Diamond-Black-
fan (Narla & Ebert, 2010). Por tanto, la exposicion a BEAy ENB podria afectar a la
conformacion y funcion de los mitoribosomas alterando la funciéon mitocondrial.

Tres vias relacionadas con enfermedades neurodegenerativas (EP, Hunting-
ton y EA) fueron estadisticamente significativas en el analisis funcional prote6-
mico. La neurodegeneracion esta vinculada a la neuroinflamacion a través de un
desequilibrio de los linfocitos TE (que liberan, por ejemplo, IFN-y o IL-17) y los lin-
focitos T reguladores, lo que conduce a danos neuronales y a una reduccion del
efecto neuroprotector (Sommer et al., 2017). Los hallazgos sobre las proteinas
mitocondriales de los linfocitos periféricos, han demostrado que las proteinas
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mitocondriales podrian formar parte de un potencial panel de biomarcadores
de enfermedades neurodegenerativas. En pacientes con EA, los complejos de
la CTE lll y IV ven reducida su actividad en plaquetas y linfocitos pero tambien
en tejido cerebral post-mortem (Butterfield et al., 2016). En los resultados ob-
tenidos en el presente estudio, entre las 22 proteinas significativas vinculadas
a esta via, 7 eran del Cl, 2 del Cll, 2 del ClIl, 2 CIVy 7 del CV. Esta informacion
alerta sobre la posible implicacion de la exposicién a micotoxinas en el desarro-
llo de enfermedades neurodegenerativas a través de procesos de inflamacion y
la necesidad de continuar con otros estudios.

El descubrimiento de estas ligeras alteraciones en los genes demuestra que
las micotoxinas pueden producir cambios incluso utilizando pequenas dosis y
tiempos de exposicidon cortos. Seria interesante observar cdmo evolucionan es-
tos cambios tras una exposicion mas larga, ya que las células T humanas viven
alrededor de 160 dias.

5.3. Analisis metabolomico sobre la exposicion de mi-
cotoxinas y extracto de calabaza a un modelo de barre-
ra hematoencefalica in vitro

En el analisis metabolémico de la exposicidbn a micotoxinas, se encontraron
varios metabolitos implicados en la respuesta inflamatoria que confirmaron el
efecto protector del extracto de calabaza contra el dano inducido por BEA, OTA
y ZEA en la BHE.

Utilizando el enfoque de metabolémica no dirigida, la identificacién de varios
metabolitos en las muestras expuestas a micotoxinas (Tabla 8), apunta a una
posible implicacion de la via del acido araquiddnico en la respuesta de la barre-
ra hematoencefalica humana tras una exposicion a bajas dosis de micotoxinas.
Estos metabolitos de la oxidacion del acido araquidonico activan los mediadores
de la cicatrizacion de heridas y la inflamacién (Tallima & El Ridi, 2018; Hanna
& Hafez, 2018; Alhouayek et. al., 2013; Hoggatt & Pelus, 2010) y aumentan la
permeabilidad de la BHE, fundamentalmente el leucotrieno (Easton & Abbott,
2002). La exposicion de las células a ZEA, BEA y OTA, (individualmente o com-
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binadas) se ha relacionado anteriormente con la peroxidacion lipidica en otros
modelos celulares (Juan-Garcia, et al., 2020; Xiao et al., 2019).

En las muestras expuestas a la combinacién de micotoxinas y extracto de ca-
labaza, no se identifico ni leucotrieno B4 ni éster de prostaglandina D2-1-gliceril,
lo que apunta a la proteccién del extracto contra el dafo inducido por las mico-
toxinas (Tabla 7). El principal mecanismo de proteccion del extracto de calabaza
esta relacionado con su potente eliminacion de ROS que disminuye el riesgo de
dano oxidativo y en consecuencia de inflamacion (Guest & Grant, 2016). Esta ac-
cion antiinflamatoria del extracto de calabaza esta relacionada con la inhibicion
de las enzimas implicadas en el metabolismo del acido araquiddnico, como la
ciclooxigenasa y la 5-lipoxigenasa (Juca et al., 2020).

Es interesante remarcar que las muestras tratadas con BEA y extracto de
calabaza seguian mostrando leucotrieno 14,15-E4 en el medio basal, pero no
el resto de los metabolitos. Podria ocurrir que la interaccion entre la actividad
jonoférica de BEA que provoca el aumento de la permeabilidad idnica en las
membranas biologicas y los niveles de especies reactivas de oxigeno junto con
la inestabilidad de los carotenoides (Juan-Garcia et al., 2020; Mallebrera et al.,
2017; Subagio & Morita, 2001), sea la razén del aumento de la peroxidacion
lipidica, ya que este efecto no ha sido observado con otras micotoxinas.

La limitacién del estudio estuvo condicionada por la sensibilidad de la téc-
nica que se debid al uso de bajas concentraciones tanto de micotoxinas como
de extracto de calabaza para simular escenarios lo mas realistas posibles. Se
encontraron bajas concentraciones de metabolitos en las muestras basales, lo
que significa que algunos metabolitos liberados en los medios en concentracio-
nes alin mas pequenas podrian no haber sido detectados.

En investigaciones futuras, se podrian utilizar compartimentos basales mas
grandes, que puedan almacenar mayores volimenes de los medios, e insertos
para estos compartimentos con una superficie mas amplia. No obstante, nues-
tro diseno experimental y el andlisis estadistico, incluidas las pruebas de correc-
cion mualtiples, arrojaron resultados fiables para los metabolitos detectados.
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5.4. Efecto de la exposicion a micotoxinas y extracto
de calabaza en la produccion de ROS y la expresion gé-
nica mitocondrial en células ECV304

La produccion de ROS estéa relacionada con la disfuncién mitocondrial, el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y la apoptosis. Estos procesos se
relacionan con diversos procesos patologicos muy diferentes dependiendo del
tejido en el que se produzcan, de su intensidad y de otras alteraciones asocia-
das. Cuando estos procesos se producen en el sistema nervioso, pueden dar
lugar al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Lin & Beal, 2006)

En este sentido y en concordancia con el estudio metabolémico, se realiza-
ron estudios de expresion génica diferencial y generacion intracelular de ROS en
las células ECV304 para aportar mas informacion sobre el efecto conjunto de
micotoxinas y extracto de calabaza en la BHE.

5.4.1. Efecto protector del extracto de calabaza frente a la ac-
cion de las micotoxinas sobre la CTE

La deficiencia en el Cl es la anomalia genética mas comdn en la produccion
de energia mitocondrial, siendo responsable aproximadamente de un tercio de
los trastornos relacionados con la fosforilacion oxidativa. Por lo tanto, incluso
defectos minimos en las senales redox del Cl pueden generar una alteracion
gue conduzca al estrés oxidativo y en dltimo lugar, a la enfermedad (Lin & Beal,
2006).

Para el gen MT-ND2, la exposicion a AFs provoca una ligera represion signi-
ficativa, mientras que la adicién de extracto de calabaza hace que se comporte
como el control. Para el resto de los genes, la combinacion de AFs y extracto de
calabaza aumento la sobreexpresion frente a la exposicién de la micotoxina y el
extracto de calabaza aplicados individualmente. La mezcla de ENs y extracto de
calabaza revertio la represion significativa de MT-ND2 y MT-ND4L provocada por
la exposicion individual a ENs (Fig. 8). Los resultados de este trabajo muestran
una sobreexpresion generalizada de los genes del Cl en las células ECV304 ex-
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puestas a AFs, ENs y extracto de calabaza. Esto se traduce en un efecto protec-
tor del extracto de calabaza frente a la accion de las micotoxinas, preservando e
incluso aumentando la actividad del Cl.

La disminucion de la actividad de las enzimas del CIV de la mitocondria tam-
bién se ha relacionado con la EAy la esclerosis lateral amiotréfica (Lezi y Swerd-
low, 2012). El analisis de la expresion génica de MT-CO2 y MT-CO3 expuestos a
extracto de calabaza mostr6 una sobreexpresion de estos dos genes, mientras
que la exposicion a AFs y ENs provocé la represion significativa de MT-CO2 para
las dos condiciones y de MT-CO3 solo para AFs. La adicion de extracto de cala-
baza a AFs consiguidé mitigar la represion provocada por la micotoxina en MT-
CO3, mientras que no tuvo efectos significativos sobre la toxicidad de las ENSs.
Estos datos estan en consonancia con los estudios anteriormente citados que
apuntan a un efecto beneficioso de los carotenoides sobre la CTE y en concreto,
sobre el CIV (Fig. 9). El extracto de calabaza protegeria el CIV evitando la posible
liberacion del citocromo ¢ que desencadenaria el proceso de apoptosis.

Las enfermedades neurodegenerativas también estan relacionadas con la
disminucién de la sintesis de ATP (Van Bulck et al., 2019). Los cambios de expre-
sion inducidos por el extracto de calabaza, reprimieron ligeramente los niveles
de expresion del gen MT-ATP6 y aumentaron el MT-ATP8, mientras que AFs y
ENs reprimieron ambos genes respecto al control. Por tanto, el efecto de ambas
micotoxinas fue mitigado por el extracto, sugiriendo un efecto protector (Fig. 10).
Este resultado es similar a otros reportados en el CTE que han mostrado un
efecto protector de estos antioxidantes al aumentar la actividad mitocondrial y
por tanto la produccion de ATP, pero no la cantidad de ROS (Park et al., 2020).

BEA regul6 a la baja el CIV y el CV, lo que apunta a un desequilibrio de la fos-
forilacion oxidativa y a un posible desacoplamiento de la CTE. La mezcla de BEA
y extracto de calabaza disminuy6 el efecto toxico de BEA reduciendo la represion
de estos genes. El efecto mas notable se encontré en la expresion génica del Cl
al anadir el extracto de calabaza a BEA, ya que todos los genes se vieron sobre-
expresados significativamente (2,77-3,87 veces) (Tabla 14).

| 124 |



BEA-ENs fue la mezcla mas activa en la expresion génica, reprimiendo signi-
ficativamente todos los genes de la CTE analizados, menos MT-ND2. EI Cl se vio
ligeramente reprimido por la mezcla. Los complejos mas afectados fueron el CIV,
siendo la represion de los dos genes cercana a 6 veces, y el CV, que sufrié una
represion cercana a 3 veces. Estos datos, al igual que los efectos producidos
por BEA, apuntan a un desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y una dis-
minucién de la produccion de ATP. La adicion de extracto de calabaza mitig6 los
efectos de la mezcla de micotoxinas para todos los genes estudiados y produjo
una clara sobreexpresion del Cl. Analizando los datos de la exposicion individual
a BEA y ENB, el efecto toxico de la primera parece prevalecer en la mezcla, si
bien las dos apuntan a una actividad centrada en los CIV y CV (Tabla 14).

La exposicion individual a OTA y ZEA tuvo su efecto mas destacado en la ex-
presion del CIV, reprimiendo MT-CO1 y MT-CO3 significativamente. La adicion del
extracto de calabaza disminuy6 la represion del complejo mostrando un efecto
protector. En el caso de la mezcla OTA-ZEA, el extracto de calabaza aumento la
represion de MT-CO1 y disminuy6 la de MT-CO3 aunque se mantuvo una repre-
sion significativa para ambos genes. Esto podria indicar que el mecanismo de
accion toxicolégico de estas micotoxinas estaria fundamentalmente relacionado
con el complejo del citocromo c. Es mas, su efecto toxico sobre el Cl fue limitado,
pero la adicion del extracto de calabaza sobreexpresé de manera muy significa-
tiva todo el complejo (Tabla 14).

El gen MT-RNR2 fue fuertemente reprimido (2-6,8 veces) en todos los trata-
mientos con micotoxinas excepto BEA (Tabla 14). Este gen esta principalmente
relacionado con la regulacion negativa de la neuroinflamacién, por lo que su
represion podria asociarse a un aumento de esta.

5.4.2. Efecto protector del extracto de calabaza frente a la accion
de las micotoxinas sobre genes del sistema mitocondrial codifi-
cados en el nucleo

Los genes codificados en el nlcleo son clave para la estructura mitocondrial,
la funcionalidad y el equilibrio de la fosforilacion oxidativa. El tratamiento con AFs
mostrd una ligera represion para los genes OSGIN1, SRXN1 y TXNIP (Fig. 12). Su
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regulacion a la baja se incrementé en el caso de AFs-calabaza, lo que sugiere
un efecto téxico mas agudo que el uso de AFs solo. MRPL12 estaba ligeramente
reprimido para todos los tratamientos, siendo mas acusado para las mezclas de
micotoxinas y la calabaza, lo que podria llevar a una falta de expresion y sintesis
de la unidad 39Sy por tanto de los mitoribosomas, asociado en Gltima instancia
al desarrollo de trastornos neurodegenerativos (Fig. 11) (Surmeier et al., 2017).

TXNIP codifica una proteina encargada de inhibir la funciéon antioxidante de
la tiorredoxina, lo que provoca la acumulacion de ROS y el estrés celular. Esta
proteina también funciona como regulador del metabolismo celular y del estrés
del reticulo endoplasmico. El tratamiento individual con extracto de calabaza
aumentd mas de 4 veces la expresion de TXNIP, mientras que la unién entre
BEA y el extracto de calabaza lo hizo 2 veces. TXNIP fue 8 veces reprimido por
el tratamiento con BEA en comparacion con el control. Esto indicaria que la ex-
posicion a BEA mantendria practicamente inactivada TXNIP, lo que conduciria a
una expresion al alza de la tiorredoxina, enzima esencial en la captacion de ROS.
Por el contrario, a las dosis estudiadas, el extracto de calabaza sobreexpresa
TXNIP y mitiga claramente el efecto represor de BEA. Estos resultados indican
una proteccion del extracto de calabaza frente a la accion téxica de BEA, que
aumentaria en gran medida la actividad del complejo de oxidacién reduccion
a través de la tiorredoxina, enzima normalmente inhibida por TXNIP. Todas las
demas condiciones, excepto BEA-ENs y ZEA, informaron de una sobreexpresion
de TXNIP (Tabla 14). Ademas, la represion de TXNIP también fue revertida por
BEA-ENs-extracto de calabaza. Estos datos indican un patrén de proteccion por
parte de los carotenoides presentes en el extracto de calabaza, posiblemente
reaccionando directamente con las ROS producidas por el mecanismo de toxi-
cidad de las micotoxinas, especialmente BEA, no siendo por tanto necesaria la
activacion de la tiorredoxina y seguramente por ello produciendose un aumento
de los niveles de expresion de TXNIP.

Otra de las enzimas que participan en el sistema redox es SRXN1 que actla
sobre donadores de grupos sulfuro. En este trabajo, SRXN1 fue significativamen-
te reprimido a la baja en células expuestas a extracto de calabaza y todas las

| 126 |



exposiciones a micotoxinas, menos para la combinacién de OTA y ZEA. La com-
binacion de extracto de calabaza y micotoxinas disminuy6 la represion inducida
por OTA, BEA-ENs y BEA-OTA-ZEA, pero la aument6 para las condiciones BEA y
ZEA. Este patrdn de represion encontrado para la SRXN1 podria estar relaciona-
do con la estructura quimica de los compuestos estudiados, ya que ninguno de
ellos es donador de grupos sulfuro y por tanto no serian un sustrato susceptible
para SRXN1.

El aumento de los productos de peroxidacion lipidica o de ROS, pueden indu-
cir la expresion del gen UCP2 causando el desacoplamiento de las mitocondrias
como mecanismo de proteccién en respuesta al estrés oxidativo (Zhao et al.,
2019). La exposicion a BEA y BEA-ENs regul6 significativamente el gen UCP2,
mientras que ambos tratamientos mezclados con extracto de calabaza sobre-
expresaron significativamente este gen en comparacion con el control. Esta so-
breexpresion podria estar relacionada con el aumento de ROS (Fig. 13ay b) que
podria desencadenar el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.
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6. CONCLUSIONES

1. El protocolo 1y el protocolo 2 para la identificacion de variantes de un solo
nucleétido, no mostraron resultados satisfactorios debido a la falta de sensibili-
dad que podria estar relacionada con las bajas dosis de micotoxinas ensayadas.
Estos resultados ponen en evidencia la necesidad de optimizar los protocolos
para la determinacién de variantes de un solo nucleétido con la finalidad de
encontrar posibles biomarcadores de exposicidon a micotoxinas.

El analisis transcriptomico de la secuencia de ARN de células Jurkat expues-
tas a beauvericina y eniatina B validé los resultados de expresion génica diferen-
cial obtenidos en estudios anteriores.

2. En el analisis protedmico de exposicion de células Jurkat a bajas concen-
traciones de beauvericina y eniatina B, se evidencian cambios dependientes de
la concentracidon en los niveles de proteinas mitocondriales que implican princi-
palmente a los complejos de membrana interna y externa, cadena de transporte
de electrones y ribosomas.

Tres vias relacionadas con enfermedades neurodegenerativas (Parkinson,
Huntington y Alzheimer) fueron estadisticamente significativas en el analisis fun-
cional proteémico.

3. El estudio metabolomico de exposicion en células ECV304 a beauverici-
na, ocratoxina A y zearalenona, individualmente y en combinacién, mostrd la
alteracion de diversos metabolitos de la via del acido araquidénico implicados
en la respuesta inflamatoria. Este efecto fue mitigado por la accion del extracto
de calabaza.
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4. La exposicion a aflatoxinas, beauvericina, eniatinas, ocratoxina Ay zeara-
lenona en células ECV304 diferenciadas reprimio la expresion de la mayoria de
los genes mitocondriales analizados. La adicion de extracto de calabaza limitd
los efectos demostrando su papel protector frente a la accion téxica de las mico-
toxinas sobre la cadena de transporte de electrones.

5. El extracto de calabaza protegi6 la expresion génica de los genes estudia-
dos del sistema de oxidacion reduccion mitocondrial frente a la accion de las
micotoxinas.

El extracto de calabaza sobreexpreso el gen UCP2 en todas las exposiciones
a micotoxinas, excepto la mezcla de beavericina, ocratoxina A y zearalenona.
Esto podria derivar en el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.

Estos datos confirman que los procesos mitocondriales en la BHE podrian
verse comprometidos por la exposicion a micotoxinas y el dafio podria ser modu-
lado por antioxidantes procedentes de la dieta como los carotenoides.

6. Las técnicas émicas suponen un cambio de paradigma en el estudio de
riesgos toxicoldgicos de exposicion a contaminantes, por lo que es necesario se-
guir profundizando en los conocimientos que aportan para aumentar la preven-
cion redundando en una mayor seguridad alimentaria.
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