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RESUMEN

Objetivo. Determinar el efecto citotéxico e induccion de la apoptosis de Deoxinivalenol (DON)
sobre la linea celular de hepatocarcinoma humano (HepG2). Materiales y métodos. La linea
celular HepG2 se expuso a concentraciones de 10, 25, 50 y 75 yM de DON liofilizado durante 48
y 72 horas. Posteriormente, la actividad citotdxica de DON se evaludé empleando el ensayo MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difeniltetrazolio). Finalmente, se analizaron los cambios
morfoldgicos propios de la apoptosis en las células HepG2 por microscopia electrénica de transmision,
después del tratamiento con 50 uM de DON durante 48 horas. Resultados. DON, afecta la actividad
metabdlica y proliferacién de las células HepG2 por encima de los 10 yM, en comparacion con el
control. La concentracién inhibitoria media (CI;;) de DON sobre las células HepG2, fue de 42.8
MM DEx1.2 y de 29.6 uM DE*3.1 a las 48 horas y 72 horas de tratamiento, respectivamente. Se
observaron caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis en las células HepG2, como la fragmentacion
nuclear y celular, invaginacion de la membrana plasmatica y formacion de los cuerpos apoptéticos.
Conclusiones. DON, es un agente citotdxico sobre las células HepG2 que altera la actividad metabdlica
celular, con un efecto antiproliferativo significativo de manera dependiente a la concentracién y al
tiempo de exposicién, e induce la muerte celular apoptotica.

Palabras clave: Fusarium spp.; proliferacion; toxicidad (Source: DeCS).
ABSTRACT

Objetive. To determine the cytotoxic effect and induction of apoptosis of Deoxynivalenol (DON) on the
human hepatocarcinoma cell line (HepG2). Materials and methods. The HepG2 cell line was exposed
to concentrations of 10, 25, 50 and 75 uM of lyophilized DON for 48 and 72 hours. Subsequently, the
cytotoxic activity of DON was evaluated using the MTT assay. Finally, it analyzed the morphological
changes of apoptosis in HepG2 cells by transmission electron microscopy, after treatment with 50 uM
of DON for 48 hours. Results. DON, affects the metabolic activity and proliferation of HepG2 cells
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above 10 pM, compared to the control. The IC., of DON on HepG2 cells, 42.8 yuM SD+1.12 and 29.6
MM SD*3.1 at 48 hours and 72 hours of treatment, respectively. The morphological characteristics
of apoptosis in HepG2 cells, such as nuclear and cellular fragmentation, invagination of the plasma
membrane, and the formation of apoptotic bodies. Conclusions. DON is a cytotoxic agent in HepG2
cells that alters cellular metabolic activity, with a significant antiproliferative effect dependent on
concentration and exposure time, and induces apoptotic cell death.

Keywords: Fusarium spp.; proliferation; toxicity (Source: CAB).

INTRODUCCION

Deoxinivalelol (DON), es un tricoteceno tipo B
producido por Fusarium spp. (1), sintetizado
durante el crecimiento de Fusarium graminearum
y Fusarium culmorum sobre granos de cereales,
tales como trigo, cebada y maiz. A nivel mundial,
es comun la contaminacion por tricotecenos en
granos de cereales, subproductos de cereales,
comida humana y alimentacion animal; problema
que cada vez es mas frecuente, debido a que
se da la colonizacién por Fusarium spp., por
la practica de siembra sin arado y por una
inadecuada rotacion de cultivos, ademas, de los
cambios en los patrones climaticos en regiones
templadas (2,3,4).

Los tricotecenos, de bajo peso molecular (~200-
500 Da), pueden difundirse rapidamente en las
células (5). La naturaleza anfipatica de DON le
permite atravesar facilmente las membranas
celulares e interactuar con ribosomas,
mitocondrias y reticulo endoplasmatico (6).
Los efectos toxicos de DON son multiples a
nivel de células eucaridticas, por ejemplo, DON
interactla con la enzima peptidil transferasa en la
subunidad ribosomal 60S y desencadena estrés
ribotdxico, ademas, varios estudios sugieren
que induce la produccién de radicales libres,
ocasionando estrés oxidativo; mecanismos que
causan dafio celular, como es la inhibicion de
la sintesis de proteinas, ARN, y ADN; también,
se afecta la funcion mitocondrial, la viabilidad
celular, la proliferacién, diferenciacion celular y
la integridad de la membrana, que finalmente,
inducen la apoptosis o necrosis (3,6,7).

El proceso de apoptosis avanza a través de una
cascada compleja que involucra caracteristicas
morfoldogicas, moleculares y bioquimicas. Las
caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis
incluyen eventos tempranos como la contraccién
citoplasmatica celular, disminucién del volumen
celular, condensacién cromatica y nuclear. A
continuacion, se presenta la fragmentacion
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nuclear y, en consecuencia, la ruptura del ADN,
la formacion de ampollas en la membrana
plasmatica y la formacion de cuerpos apoptoticos
que son digeridos por fagocitosis por células
vecinas o macréfagos, estos considerados eventos
tardios en el proceso de apoptosis. Ademas, en
las etapas posteriores de la apoptosis, algunas
de las caracteristicas morfolégicas incluyen
modificacion ultraestructural de los organulos
citoplasmaticos, formacion de vesiculas con
contenidos intracelulares, reordenamiento del
citoesqueleto y pérdida de contacto con la matriz
extracelular.

Estos cambios morfoldgicos se deben a eventos
moleculares y bioquimicos caracteristicos que
ocurren en las células apoptoticas. Por ejemplo,
dentro de los eventos bioquimicos iniciales
estd la externalizacion de fosfatidilserina en la
mayoria de las células; esto imparte sefales
en las células apoptoticas, haciendo que sean
absorbidas por los macréfagos y las células
cercanas, especialmente in vivo. Los eventos
bioquimicos adicionales incluyen la activacién
particular de las enzimas proteoliticas, entre
ellas las caspasas iniciadoras y efectoras, que
hidrolizan proteinas estructurales, ademas de
las nucleasas que causan la fragmentacion del
ADN en sitios internucleosémicos, por un lado,
y la inactivacion de los sistemas de enzimas de
reparacion, por otro lado (8,9,10).

En estudios in vitro de la toxicidad de DON se
han utilizado cultivos primarios de tejidos de
médula dsea, epitelial, hepatico, linfoide, de
rifidn y pulmén; células consideradas sensibles
a DON (11) ademas, de las células que hacen
parte de los 6rganos que participan en la via
de absorcion como el intestino y el higado. Asi
mismo, la linea celular HepG2, derivada de
un carcinoma hepatocelular humano, ha sido
ampliamente utilizada en estudios in vitro, ya
gue mantiene funciones especificas del higado
y refleja el metabolismo de toxinas mejor que
otras lineas celulares. Estudios del efecto de DON
sobre HepG2, reportan que afectd la viabilidad
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celular al ser tratadas con una concentracién de
0.9 uM, igualmente en otras células del epitelio
intestinal, se inhibid la proliferacién celular
después de 24 horas de exposicion a DON en
un rango de concentraciones de 10-30 uM (1,
12,13). Otro estudio, obtiene concentraciones
inhibitorias de DON para las células HepG2 de
1.0-15 uM, (14). Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo de investigacion fue determinar el efecto
citotéxico de DON en la proliferacion de la linea
celular HepG2 a diferentes concentraciones y
tiempos de tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Micotoxina. Se efectud la liofilizacion del
estandar Micotox deoxinivalenol-HPLC en
metanol (HPLC-DON-4), Micotox Ltda, Colombia.
En resumen, se inicié con la dialisis de la
micotoxina DON en tampon Tris a 25 mM durante
24 horas. Posteriormente, el contenido se
traspasd a un tubo Falcon, se congelé durante
4 horas y se realizo el proceso de liofilizacidon
por 24 horas.

Células HepG2. La linea celular HepG2
(carcinoma de hepatoblastoma humano),
se cultivd en RPMI-1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10% y con una solucién
de antibidtico al 0.05%, hasta obtener una
confluencia del 80%. Posteriormente, las
células se disociaron con tripsina 0.25% y se
sembraron en placas de cultivo de 96 pozos,
a una densidad de 20.000 células/100 pl por
pozo. Las células, se dejaron durante 24 horas
para la adhesion celular y luego se adiciond la
micotoxina DON diluida DMSO (dimetilsulféxido)
a concentraciones de 5, 10, 25, 50y 75 uM. Los
cambios en la morfologia y densidad celular se
observaron bajo el microscopio dptico invertido
Nikon 37762.

Proliferacion de las células HepG2. El efecto
de la micotoxina DON sobre la viabilidad celular,
se determind usando el ensayo MTT (bromuro de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difeniltetrazolio).
Después de 48 y 72 horas de tratamiento con
DON, se evalud la viabilidad celular adicionando
100 pl de MTT (0.5 mg/ml) y se incubo por 4
horas a 37°C, 5% CO, y 95% de humedad.
Posteriormente, las placas se lavaron con PBS
(tampodn fosfato salino), y luego, se adiciond
100 pl de isopropanol acido para solubilizar los
cristales de Formazan durante 15 minutos en
condiciones de cultivo y en agitacion suave por
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5 minutos. Finalmente, se examind la densidad
Optica a 570 nm (espectrofotometro Tecan
Spectra classic) de la solucion solubilizada (15)
y se calculd el porcentaje de viabilidad celular.

Seguidamente, el efecto de la micotoxina sobre
las células HepG2, se expresd como valores del
porcentaje de inhibicion usando la siguiente
formula:

%% Inhibicién — [1 (Absorbancia media de células tratadas)] 100
o tnbleion = Absorbancia media del control

La concentracion inhibitoria, es decir, la
concentracion de la micotoxina necesaria para
inhibir el 50% del crecimiento en las células
HepG2 (CI.,), se midi6 mediante el calculo
de las curvas de inhibicion de porcentaje y
concentracién. Se seleccion6 el modelo no
lineal hiperbdlico para el ajuste de los datos.
El andlisis de regresién no lineal empleado
permitié la obtencidon de los estimadores del
modelo mediante minimos cuadrados, usando
como variable de respuesta la dosis inhibitoria
y como variable de regresiéon la concentraciéon
de DON evaluados. Se utilizd6 este modelo por
su gran utilidad en este tipo de ensayos y por
tener el mas bajo criterio de informacion de
Akaike (AIC) (16).

Microscopia electréonica de transmision.
Se sembraron 3x10¢ células HepG2 en placas
de cultivo durante 24 horas para permitir la
adhesion celular, posteriormente, se adiciond 50
UM de DON durante 48 horas; a continuacion, la
monocapa celular se disocid con tripsina al 0.25%,
luego se lavé la suspension celular con PBS y se
centrifugd a 2.000 rpm durante 10 minutos. El
precipitado celular se fijo por un periodo de 1
a 2 horas en una mezcla 3:3 (glutaraldehido-
formaldehido al 3% en tampdn cacodilato 0.1
M, pH 6.3). Después, la suspension celular se
centrifugd a 2.000 rpm durante 10 minutos y
se lavo con tampdn cacodilato y se postfijé por
3 a 12 horas en una solucién de tetradxido de
osmio al 1% preparado en el mismo tampdn
cacodilato. Concluido este tiempo, el precipitado
celular se lavd con solucion tampdn y se
deshidraté en concentraciones ascendentes de
alcohol etilico seguido de 6xido de propileno,
subsiguientemente, se infiltrd e incluyd en resina
epoxidica. Del precipitado de células incluidas se
realizaron secciones ultrafinas de 90 nandémetros
de espesor, que fueron contrastadas con citrato
de plomo y acetato de uranilo para el analisis
ultraestructural de la apoptosis en el microscopio
electrénico de transmision (H-7000, Hitachi).
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Analisis estadistico. El analisis estadistico se
realizo usando el software Graph Pad Prism para
comparar las diferencias entre las medias del
control y los grupos tratados con la micotoxina
a las 48 y 72 horas. Los datos se analizaron
con ANOVA de una via y el test comparaciones
multiples de Dunnett'’s.

RESULTADOS

Efecto de DON en la actividad metabdlica de
HepG2. La actividad metabdlica se observé en
la capacidad de las células HepG2 para formar
los cristales de Formazan. Las células HepG2
sin tratar con DON, presentaron alta actividad
metabdlica por la reduccidon del Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol en
cristales de Formazan (Figura 1A); mientras que,
a medida que se incrementé la concentracion de
DON, esta actividad metabdlica disminuyé en las
células HepG2 (Figura 1B y 1C).

Figura 1. a. Células HepG2 sin tratar. b. Células
HepG2 tratadas con una concentracion
media (25 yM) de DON. c. Células HepG2
tratadas con una concentracion alta
(75 pyM) de DON. Aumento: A: 400X B
y C: 200X. C= Cristales de Formazan.
Microscopio 6ptico invertido Nikon 37762.

Efecto citotoxico de DON sobre las células
HepG2. Los efectos citotdxicos de DON sobre la
proliferacidon de células HepG2, se aprecian en
la Figura 2. La proliferacién celular, fue inhibida
de forma dependiente de la concentracién
después de tratar las células HepG2 con DON
en el rango de concentraciones de 0 a 75 uM
por 48 y 72 horas. Un efecto significativo de
DON sobre la proliferaciéon celular fue observado
desde los 10 pM (75.37% DE£4.0 y 74.01%
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DE=+0.66) en comparacion con el control (98.2%
DE£0.05) respectivamente (p<0.0001). En
consecuencia, a mayor concentracion de DON
(75 uM) el porcentaje de proliferacion fue
reducido significativamente a 33.39% DEx*
0.0 y a 23.73% DE=*3.0, observandose una
disminucién en la proliferaciéon celular y en la
actividad metabdlica para la formacién de los
cristales de Formazan (Figura 1C). Por otro lado,
los resultados, revelan un valor de la CI;, de
29.6 UM DE+£3.1 a las 72 horas de exposicién a
diferencia del valor de CI,, de 42.82 yM DE+1.2
a las 48 horas de exposicion a DON.

5100920 -1 1 o1
= Hl control
2 ¥k KK * KKK Ok K K * K K K
3 80 T B3 48 Horas
] u
c = 72 Horas
0 60+
o I
E L
40 L
g _
© 20- "
o
(=]
- 0- T T T T
10 25 50 75

Concentracion pM

Figura 2. Proliferacion de las células HepG2 tratadas
con una concentracion en un rango de 0 a
75 UM de DON. Cada barra representa la
media DE+ (n=3). ****p<0.0001 versus
el control usando ANOVA.

Apoptosis de las Células HepG2 por DON.
Al analizar por microscopia electrénica de
transmision el proceso de apoptosis en las células
HepG2 por la exposicion a DON (50 uM) por 48
horas, se observaron cambios en la morfologia
celular. En las células tratadas con DON se
evidencié la fragmentacién del contenido celular
y nuclear, la formacion de protuberancias en la
membrana plasmatica, cuerpos apoptoticos,
alteraciones de la morfologia celular y por
tanto pérdida de los contactos célula a célula,
caracteristicas propias de células en apoptosis.
Por otro lado, en el control, el nicleo mantuvo su
forma redondeada con presencia de un nucléolo
definido, la membrana nuclear y plasmatica
permanecieron intactas, y se observd un
contenido celular y una morfologia epitelial
conservada en las células HepG2 (Figura 3 A,
By C).
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Microscopia electronica de Transmision de
las células HepG2, expuestas a 50 uM DON.
A. Control negativo, B - D. células expuestas
a 50 uM de DON. Aumento: A:4.000X B-D:
6.500X. Mn= Membrana nuclear, Mp=
Membrana Plasmatica, Cc= Contenido
celular, Dc= Divisidon celular, N= Nucleo,
n= Nucléolo, Pb= Protuberancia, Fn=
Fragmentacion nuclear, Fc= Fragmentacion
celular, * = Cuerpos apoptoticos, —=
Invaginaciones de la membrana plasmatica,
Flecha con doble punta= Contacto célula
a célula. Microscopio electréonico de
transmisién (H-7000, Hitachi).

Figura 3.

DISCUSION

La citotoxicidad de DON ha sido estudiada tanto
en modelos animales como en cultivos celulares
debido a que las micotoxinas son contaminantes
naturales de los alimentos y representan un
factor de riesgo para la salud humana y animal.
En el presente estudio se reporta por medio de
ensayos in vitro el efecto citotdxico de diferentes
concentraciones de DON sobre la linea celular
HepG2.

El ensayo MTT, es una medida del metabolismo
mitocondrial de las células, por lo que los
resultados obtenidos, sugieren que la exposicion
a DON afecta este mecanismo celular en
las células HepG2, dada la disminucion en

Rev MVZ Cérdoba. 2021. Septiembre-Diciembre; 26(3):e2080
https://doi.org/10.21897/rmvz.2080

Garzon et al - Efecto citotdxico de deoxinivalenol

la formacion de los cristales de Formazan a
medida que aumentaban las concentraciones
de DON. Asi mismo, varios autores reportan
que la exposicion a DON provoca alteracion
metabdlica en varias lineas celulares. Dentro de
estos estudios, se encuentra que la exposicion
de las células de rifion embrionario humano
(Hek-293) a concentraciones >7.5 uM de DON,
reduce significativamente la viabilidad celular, y
disminuyen los niveles de NADH e incrementan
los ROS, lo que puede estar relacionado con una
disfuncion mitocondrial (17).

Los resultados de citotoxicidad, revelaron
una disminucién de la proliferacién de las
células HepG2 en un 25.31% DE+0.96, en
la concentracion mas baja de DON (10 uM);
no obstante, otros estudios reportan una
disminucién del 25% de las células HepG2 por
la exposicion a 1 uM de DON (1), ademas, que
la proliferacién de células del epitelio intestinal
es inhibida a concentraciones entre 10-30 uM de
DON (3), lo que sugiere una menor sensibilidad
de las células ensayadas a DON en este estudio,
esta diferencia en los resultados puede ser
debido a la pureza del patron de DON probado
en cada caso, en el presente estudio se utilizd
un estandar de DON en etanol, que se liofilizé
antes del tratamiento de las células HepG2.

En relacion con el valor del CI,, de 42.82 uM
DE+1.2 obtenido luego de las 48 horas de
exposicién de las células HepG2 a DON, estos
resultados difieren con los reportes actuales del
valor de CI;,de 3.0 a 4.15 pM a las 48 horas de
exposicion, utilizando las lineas celulares HepG2
y adenocarcinoma de colon humano (CaCo-
2) y ensayos citotoxicos de rojo neutro y MTT
(14,18). En cuanto al tiempo de exposicion de
72 h, los resultados de CI, obtenidos de 29.6
MM DE# 3.1, en contraste a estos resultados, se
encuentra que los valores de CI., obtenidos en
otras investigaciones a 72 horas de tratamiento
de células HepG2 con DON fueron de 2.53 uM
DE+£ 0.21, 4.30 uM DE# 0.36 hasta 9.30 uM por
medio del ensayo MTT y Rojo Neutro (14,19).
Sin embargo, aunque las concentraciones del
CI,, difieran entre autores, debido a las diversas
condiciones experimentales evaluadas, asi como
la finalidad del estudio, tipo de células, tiempo
de exposicidn, rango de concentracion y ensayo
citotéxico utilizado, pero se coincide en que el
efecto de DON sobre la linea celular HepG2 es
dependiente de la concentracion y el tiempo.

Los cambios morfoldgicos en las células
HepG2 expuestas a DON, evidenciados

5/7


https://doi.org/10.21897/rmvz.2080

mediante microscopia electrdénica, incluyeron la
fragmentacion del contenido celular y nuclear,
invaginaciones de la membrana plasmatica y
formacion de cuerpos apoptoéticos, asi como
alteraciones de la morfologia celular y por
tanto pérdida de los contactos célula a célula
(Figura 3: B-D), estos hallazgos indicaron que
la citotoxicidad del DON en las células HepG2,
se caracteriza por la muerte celular apoptoética.
Dichos resultados coinciden con reportes, en
donde observaron que las células epiteliales de
tejido hepatico humano (L-02) tratadas con DON,
mostraron cambios morfoldgicos tipicos de las
células apoptoticas, con la aparicién de nucleos
de forma irregular y cromatina fragmentada,
acompanado del aumento del estrés oxidativo
con la generacion de ROS y la disminuciéon del
potencial de membrana mitocondrial, ademas,
con efectos toxicos en la inhibicion de sintesis
de proteinas y acidos nucleicos e induccién de la
apoptosis (20). Otros estudios reportan lesiones
apoptoticas en tejidos hepaticos de cerdos por la
exposicion a DON, revelando una condensacion
de la cromatina y cuerpos apoptoéticos (21)
y de igual manera la exposicion a DON sobre
las células de cancer de colén humano HT-29
provoca la fragmentacién nuclear y la presencia
de cuerpos apoptéticos (22).

En conclusion, DON, ejercio un efecto citotdxico
sobre las células HepG2 que alterd la actividad
metabdlica celular, con un marcado efecto

Garzon et al - Efecto citotdxico de deoxinivalenol

antiproliferativo significativo de manera
dependiente a la concentraciéon y al tiempo
de exposicion; en consecuencia, induce una
muerte celular apoptética en las células HepG2,
caracterizada por cambios morfoldgicos como la
fragmentacion del contenido celular y nuclear,
invaginaciones de la membrana plasmatica y
la formacion de cuerpos apoptoticos, asi como
alteraciones de la morfologia celular, generando
la pérdida del contacto célula a célula. Lo anterior,
puede suponer que la alteracion metabdlica
generada por DON, activa mecanismos celulares,
posiblemente, mediante la via mitocondrial, que
desencadenan la apoptosis.
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