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Resumen:
							                           

Objetivo. Determinar el efecto citotóxico e inducción de la apoptosis de Deoxinivalenol (DON) sobre la línea celular de hepatocarcinoma humano (HepG2). Materiales y métodos. La línea celular HepG2 se expuso a concentraciones de 10, 25, 50 y 75 µM de DON liofilizado durante 48 y 72 horas. Posteriormente, la actividad citotóxica de DON se evaluó empleando el ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difeniltetrazolio). Finalmente, se analizaron los cambios morfológicos propios de la apoptosis en las células HepG2 por microscopía electrónica de transmisión, después del tratamiento con 50 μM de DON durante 48 horas. Resultados. DON, afecta la actividad metabólica y proliferación de las células HepG2 por encima de los 10 µM, en comparación con el control. La concentración inhibitoria media (CI50) de DON sobre las células HepG2, fue de 42.8 µM DE±1.2 y de 29.6 µM DE±3.1 a las 48 horas y 72 horas de tratamiento, respectivamente. Se observaron características morfológicas de la apoptosis en las células HepG2, como la fragmentación nuclear y celular, invaginación de la membrana plasmática y formación de los cuerpos apoptóticos.  Conclusiones. DON, es un agente citotóxico sobre las células HepG2 que altera la actividad metabólica celular, con un efecto antiproliferativo significativo de manera dependiente a la concentración y al tiempo de exposición, e induce la muerte celular apoptótica.
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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 µM 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 μM of DON for 48 hours. Results. DON, affects the metabolic activity and proliferation of HepG2 cells above 10 µM, compared to the control. The IC50 of DON on HepG2 cells, 42.8 µM SD±1.12 and 29.6 µM 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.
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INTRODUCCIÓN


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 maíz. A nivel mundial, es común la contaminación por tricotecenos en granos de cereales, subproductos de cereales, comida humana y alimentación animal; problema que cada vez es más frecuente, debido a que se da la colonización por Fusarium spp., por la práctica de siembra sin arado y por una inadecuada rotación de cultivos, además, de los cambios en los patrones climáticos en regiones templadas (2,3,4).

Los tricotecenos, de bajo peso molecular (~200-500 Da), pueden difundirse rápidamente en las células (5). La naturaleza anfipática de DON le permite atravesar fácilmente las membranas celulares e interactuar con ribosomas, mitocondrias y retículo endoplasmático (6). Los efectos tóxicos de DON son múltiples a nivel de células eucarióticas, por ejemplo, DON interactúa con la enzima peptidil transferasa en la subunidad ribosomal 60S y desencadena estrés ribotóxico, además, varios estudios sugieren que induce la producción de radicales libres, ocasionando estrés oxidativo; mecanismos que causan daño  celular, como es la inhibición de la síntesis de proteínas, ARN, y ADN; también, se afecta la función mitocondrial, la viabilidad celular, la proliferación, diferenciación 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 características morfológicas, moleculares y bioquímicas. Las características morfológicas de la apoptosis incluyen eventos tempranos como la contracción citoplasmática celular, disminución del volumen celular, condensación cromática y nuclear. A continuación, se presenta la fragmentación nuclear y, en consecuencia, la ruptura del ADN, la formación de ampollas en la membrana plasmática y la formación de cuerpos apoptóticos que son digeridos por fagocitosis por células vecinas o macrófagos, estos considerados eventos tardíos en el proceso de apoptosis. Además, en las etapas posteriores de la apoptosis, algunas de las características morfológicas incluyen modificación ultraestructural de los orgánulos citoplasmáticos, formación de vesículas con contenidos intracelulares, reordenamiento del citoesqueleto y pérdida de contacto con la matriz extracelular.

Estos cambios morfológicos se deben a eventos moleculares y bioquímicos característicos que ocurren en las células apoptóticas. Por ejemplo, dentro de los eventos bioquímicos iniciales está la externalización de fosfatidilserina en la mayoría de las células; esto imparte señales en las células apoptóticas, haciendo que sean absorbidas por los macrófagos y las células cercanas, especialmente in vivo. Los eventos bioquímicos adicionales incluyen la activación particular de las enzimas proteolíticas, entre ellas las caspasas iniciadoras y efectoras, que hidrolizan proteínas estructurales, además de las nucleasas que causan la fragmentación del ADN en sitios internucleosómicos, por un lado, y la inactivación de los sistemas de enzimas de reparación, por otro lado (8,9,10).

En estudios in vitro de la toxicidad de DON se han utilizado cultivos primarios de tejidos de médula ósea, epitelial, hepático, linfoide, de riñón y pulmón; células consideradas sensibles a DON (11) además, de las células que hacen parte de los órganos que participan en la vía de absorción como el intestino y el hígado. Así mismo, la línea celular HepG2, derivada de un carcinoma hepatocelular humano, ha sido ampliamente utilizada en estudios in vitro, ya que mantiene funciones específicas del hígado y refleja el metabolismo de toxinas mejor que otras líneas celulares. Estudios del efecto de DON sobre HepG2, reportan que afectó la viabilidad celular al ser tratadas con una concentración de 0.9 µM, igualmente en otras células del epitelio intestinal, se inhibió la proliferación celular después de 24 horas de exposición a DON en un rango de concentraciones de 10-30 µM (1, 12,13). Otro estudio, obtiene concentraciones inhibitorias de DON para las células HepG2 de 1.0-15 µM, (14). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de investigación fue determinar el efecto citotóxico de DON en la proliferación de la línea celular HepG2 a diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento.





MATERIALES Y MÉTODOS



Micotoxina. Se efectuó la liofilización del estándar Micotox deoxinivalenol-HPLC en metanol (HPLC-DON-4), Micotox Ltda, Colombia. En resumen, se inició con la diálisis de la micotoxina DON en tampón Tris a 25 mM durante 24 horas. Posteriormente, el contenido se traspasó a un tubo Falcon, se congeló durante 4 horas y se realizó el proceso de liofilización por 24 horas.


Células HepG2.  La línea celular HepG2 (carcinoma de hepatoblastoma humano), se cultivó en RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% y con una solución de antibiótico 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 µl por pozo. Las células, se dejaron durante 24 horas para la adhesión celular y luego se adicionó la micotoxina DON diluida DMSO (dimetilsulfóxido) a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 75 uM. Los cambios en la morfología y densidad celular se observaron bajo el microscopio óptico invertido Nikon 37762.


Proliferación de las células HepG2. El efecto de la micotoxina DON sobre la viabilidad celular, se determinó 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 evaluó la viabilidad celular adicionando 100 µl de MTT (0.5 mg/ml) y se incubó por 4 horas a 37°C, 5% CO. y 95% de humedad. Posteriormente, las placas se lavaron con PBS (tampón fosfato salino), y luego, se adicionó 100 µl de isopropanol ácido para solubilizar los cristales de Formazán durante 15 minutos en condiciones de cultivo y en agitación suave por 5 minutos. Finalmente, se examinó la densidad óptica a 570 nm (espectrofotómetro Tecan Spectra classic) de la solución solubilizada (15) y se calculó el porcentaje de viabilidad celular.

Seguidamente, el efecto de la micotoxina sobre las células HepG2, se expresó como valores del porcentaje de inhibición usando la siguiente fórmula: 
[image: 69368356028_gi2.png]



La concentración inhibitoria, es decir, la concentración de la micotoxina necesaria para inhibir el 50% del crecimiento en las células HepG2 (CI50), se midió mediante el cálculo de las curvas de inhibición de porcentaje y concentración. Se seleccionó el modelo no lineal hiperbólico para el ajuste de los datos. El análisis de regresión no lineal empleado permitió la obtención de los estimadores del modelo mediante mínimos cuadrados, usando como variable de respuesta la dosis inhibitoria y como variable de regresión la concentración de DON evaluados. Se utilizó este modelo por su gran utilidad en este tipo de ensayos y por tener el más bajo criterio de información de Akaike (AIC) (16).


Microscopía electrónica de transmisión. Se sembraron 3x10. células HepG2 en placas de cultivo durante 24 horas para permitir la adhesión celular, posteriormente, se adicionó 50 μM de DON durante 48 horas; a continuación, la monocapa celular se disoció con tripsina al 0.25%, luego se lavó la suspensión celular con PBS y se centrifugó a 2.000 rpm durante 10 minutos. El precipitado celular se fijó por un período de 1 a 2 horas en una mezcla 3:3 (glutaraldehído-formaldehido al 3% en tampón cacodilato 0.1 M, pH 6.3). Después, la suspensión celular se centrifugó a 2.000 rpm durante 10 minutos y se lavó con tampón cacodilato y se postfijó por 3 a 12 horas en una solución de tetraóxido de osmio al 1% preparado en el mismo tampón cacodilato. Concluido este tiempo, el precipitado celular se lavó con solución tampón y se deshidrató en concentraciones ascendentes de alcohol etílico seguido de óxido de propileno, subsiguientemente, se infiltró e incluyó en resina epoxídica. Del precipitado de células incluidas se realizaron secciones ultrafinas de 90 nanómetros de espesor, que fueron contrastadas con citrato de plomo y acetato de uranilo para el análisis ultraestructural de la apoptosis en el microscopio electrónico de transmisión (H-7000, Hitachi).


Análisis estadístico. El análisis estadístico se realizó 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 vía y el test comparaciones múltiples de Dunnett’s.





RESULTADOS



Efecto de DON en la actividad metabólica de HepG2. La actividad metabólica se observó en la capacidad de las células HepG2 para formar los cristales de Formazán. Las células HepG2 sin tratar con DON, presentaron alta actividad metabólica por la reducción del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol en cristales de Formazán (Figura 1A); mientras que, a medida que se incrementó la concentración de DON, esta actividad metabólica disminuyó en las células HepG2 (Figura 1B y 1C).
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Figura 1



a Células HepG2 sin tratar b Células HepG2 tratadas con una concentración media 25 µM de DON c Células HepG2 tratadas con una concentración alta 75 µM de DON Aumento A 400X B y C 200X C Cristales de Formazán Microscopio óptico invertido Nikon 37762
















Efecto citotóxico de DON sobre las células HepG2. Los efectos citotóxicos de DON sobre la proliferación de células HepG2, se aprecian en la Figura 2. La proliferación celular, fue inhibida de forma dependiente de la concentración después de tratar las células HepG2 con DON en el rango de concentraciones de 0 a 75 µM por 48 y 72 horas. Un efecto significativo de DON sobre la proliferación celular fue observado desde los 10 µM (75.37% DE±4.0 y 74.01% DE±0.66) en comparación con el control (98.2% DE±0.05) respectivamente (p<0.0001). En consecuencia, a mayor concentración de DON (75 µM) el porcentaje de proliferación fue reducido significativamente a 33.39% DE± 0.0 y a 23.73% DE±3.0, observándose una disminución en la proliferación celular y en la actividad metabólica para la formación de los cristales de Formazán (Figura 1C). Por otro lado, los resultados, revelan un valor de la CI50 de 29.6 µM DE±3.1 a las 72 horas de exposición a diferencia del valor de CI50 de 42.82 μM DE±1.2 a las 48 horas de exposición a DON.
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Figura 2



Proliferación de las células HepG2 tratadas con una concentración en un rango de 0 a 75 µM de DON Cada barra representa la media DE± n3 ****p00001 versus el control usando ANOVA
















Apoptosis de las Células HepG2 por DON. Al analizar por microscopía electrónica de transmisión el proceso de apoptosis en las células HepG2 por la exposición a DON (50 µM) por 48 horas, se observaron cambios en la morfología celular. En las células tratadas con DON se evidenció la   fragmentación del contenido celular y nuclear, la formación de protuberancias en la membrana plasmática, cuerpos apoptóticos, alteraciones de la morfología celular y por tanto pérdida de los contactos célula a célula, características propias de células en apoptosis. Por otro lado, en el control, el núcleo mantuvo su forma redondeada con presencia de un nucléolo definido, la membrana nuclear y plasmática permanecieron intactas, y se observó un contenido celular y una morfología epitelial conservada en las células HepG2 (Figura 3 A, B y C).
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Figura 3



Microscopía electrónica de Transmisión de las células HepG2, expuestas a 50 µM DON. A. Control negativo, B - D. células expuestas a 50 µM de DON. Aumento: A:4.000X B-D: 6.500X. Mn= Membrana nuclear, Mp= Membrana Plasmática, Cc= Contenido celular, Dc= División celular, N= Núcleo, n= Nucléolo, Pb= Protuberancia, Fn= Fragmentación nuclear, Fc= Fragmentación celular, * = Cuerpos apoptóticos, →= Invaginaciones de la membrana plasmática, Flecha con doble punta= Contacto célula a célula. Microscopio electrónico de transmisión (H-7000, Hitachi).



















DISCUSIÓN 


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 citotóxico de diferentes concentraciones de DON sobre la línea celular HepG2.

El ensayo MTT, es una medida del metabolismo mitocondrial de las células, por lo que los resultados obtenidos, sugieren que la exposición a DON afecta este mecanismo celular en las células HepG2, dada la disminución en la formación de los cristales de Formazán a medida que aumentaban las concentraciones de DON. Así mismo, varios autores reportan que la exposición a DON provoca alteración metabólica en varias líneas celulares. Dentro de estos   estudios, se encuentra que la exposición de las células de riñón embrionario humano (Hek-293) a concentraciones >7.5 μM de DON, reduce significativamente la viabilidad celular, y disminuyen los niveles de NADH e incrementan los ROS, lo que puede estar relacionado con una disfunción mitocondrial (17).

Los resultados de citotoxicidad, revelaron una disminución  de la proliferación de las células HepG2 en un 25.31% DE±0.96, en la concentración más baja de DON (10 μM); no obstante, otros estudios reportan una disminución del 25% de las células HepG2 por la exposición a 1 μM de DON (1), además, que la proliferación de células del epitelio intestinal es inhibida a concentraciones entre 10-30 μM 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 patrón de DON probado en cada caso, en el presente estudio se utilizó un estándar de DON en etanol, que  se liofilizó antes del tratamiento de   las células HepG2.

En relación con el valor del CI50 de 42.82 μM DE±1.2 obtenido luego de las 48 horas de exposición de las células HepG2 a DON, estos resultados difieren con los reportes actuales del valor de CI50 de 3.0 a 4.15 μM a las 48 horas de exposición, utilizando las líneas celulares HepG2 y adenocarcinoma de colon humano (CaCo-2) y ensayos citotóxicos de rojo neutro y MTT (14,18). En cuanto al tiempo de exposición de 72 h, los resultados de CI50 obtenidos de 29.6 μM DE± 3.1, en contraste a estos resultados, se encuentra que los valores de CI50 obtenidos en otras investigaciones a 72 horas de tratamiento de células HepG2 con DON fueron de 2.53 μM DE± 0.21, 4.30 μM DE± 0.36 hasta 9.30 μM por medio del ensayo MTT y Rojo Neutro (14,19). Sin embargo, aunque las concentraciones del CI50 difieran entre autores, debido a las diversas condiciones experimentales evaluadas, así como la finalidad del estudio, tipo de células, tiempo de exposición, rango de concentración y ensayo citotóxico utilizado, pero se coincide en que el efecto de DON sobre la línea celular HepG2 es dependiente de la concentración y el tiempo.

Los cambios morfológicos en las células HepG2 expuestas a DON, evidenciados mediante microscopía electrónica, incluyeron la fragmentación del contenido celular y nuclear, invaginaciones de la membrana plasmática y formación de cuerpos apoptóticos, así como alteraciones de la morfología 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 apoptótica. Dichos resultados coinciden con reportes, en donde observaron que las células epiteliales de tejido hepático humano (L-02) tratadas con DON, mostraron cambios morfológicos típicos de las células apoptóticas, con la aparición de núcleos de forma irregular y cromatina fragmentada, acompañado del aumento del estrés oxidativo con la generación de ROS y la disminución del potencial de membrana mitocondrial, además,  con efectos tóxicos en la  inhibición de síntesis de proteínas y ácidos nucleicos e inducción de la apoptosis (20). Otros estudios reportan lesiones apoptóticas en tejidos hepáticos de cerdos por la exposición a DON, revelando una condensación de la cromatina y cuerpos apoptóticos (21) y de igual manera la exposición a DON sobre las células de cáncer de colón humano HT-29 provoca la fragmentación nuclear y la presencia de cuerpos apoptóticos (22).

En conclusión, DON, ejerció un efecto citotóxico sobre las células HepG2 que alteró la actividad metabólica celular, con un marcado efecto antiproliferativo significativo de manera dependiente a la concentración y al tiempo de exposición; en consecuencia, induce una muerte celular apoptótica en las células HepG2, caracterizada por cambios morfológicos como la fragmentación del contenido celular y nuclear, invaginaciones de la membrana plasmática y la formación de cuerpos apoptóticos, así como alteraciones de la morfología celular, generando la pérdida del contacto célula a célula. Lo anterior, puede suponer que la alteración metabólica generada por DON, activa mecanismos celulares, posiblemente, mediante la vía mitocondrial, que desencadenan la apoptosis.
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