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Resumen

Las micotoxinas son metabolitos secundarios, sintetizados por diferentes especies de
hongos filamentosos, siendo los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium, los contaminantes
micotoxigénicos mas relevantes. Se encuentran frecuentemente como contaminantes naturales en
una amplia variedad de alimentos (leche, frutos secos, granos, cereales y derivados) y piensos,
representando un riesgo para la salud humana y animal. Por lo tanto, en el presente estudio se
cuantificd y se establecio la presencia de ZEA en 3 muestras de arroz de cultivo (M009: 98
pa/Kg, M010:167 pg/Kg y M011: 490 pg/Kg) de 4 municipios de Norte de Santander por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC); a su vez, se pudo establecer la presencia de
Fusarium sp., presuntivamente, teniendo en cuenta la caracterizacion fenotipica de acuerdo a la
morfologia macroscdpica, microscopica y crecimiento micelial, en tres medios de cultivo (PDA,
Avena, DG18). Adicionalmente, se evalu6 el efecto citotdxico de un patrén de ZEA (10 pg/ml),
mediante el ensayo de viabilidad (MTT), y la induccién de cambios morfoldgicos por
microscopia electrénica de trasmision (MET) en la linea celular HepG.. Los resultados obtenidos
indicaron, que ZEA caus6 una disminucion de la actividad metabolica, una reduccion
significativa en los porcentajes de proliferacion celular (p<0,0001), de manera dependiente de la
concentracion y el tiempo de exposicion; y la induccion de cambios morfoldgicos caracteristicos
de la muerte celular por apoptosis. Por citometria de flujo se evaluaron los cambios bioquimicos
como externalizacion de la fosfatidilserina, fragmentacion del ADN y pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, en células polimorfonucleares (PMN). Los resultados indicaron que
ZEA, desencadena una serie de eventos de muerte celular, caracteristicos del proceso apoptotico.

Palabras clave: Arroz; citotoxicidad; Fusarium; muerte celular; Zearalenona.
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Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites, synthesized by different species of filamentous
fungi, the genera Fusarium, Aspergillus and Penicillium, are the most relevant mycotoxigenic
contaminants. They are frequently found as natural contaminants in a wide variety of foods
(milk, nuts, grains, cereals and derivatives) and feed, representing a risk to human and animal
health. Therefore, in the present study, the presence of ZEA was quantified and established in 3
cultivated rice samples (M009: 98 pg/Kg, M010: 167 pg/Kg and M011: 490 pug/Kg) from 4
municipalities of Norte de Santander by high performance liquid chromatography (HPLC); in
turn, the presence of Fusarium sp. could be established, presumptively, taking into account the
phenotypic characterization according to macroscopic and microscopic morphology and mycelial
growth, in three culture media (PDA, Oatmeal Agar, DG18). Additionally, the cytotoxic effect of
a ZEA pattern (10 pg/ml) was evaluated by means of the viability assay (MTT), and the
induction of morphological changes by transmission electron microscopy (TEM) in the HepG»
cell line. The results obtained indicated that ZEA caused a decrease in metabolic activity, a
significant reduction in the percentages of cell proliferation (p<0.0001), depending on the
concentration and exposure time; and the induction of morphological changes characteristic of
cell death by apoptosis. Biochemical changes such as externalization of phosphatidylserine,
DNA fragmentation and loss of mitochondrial membrane potential in polymorphonuclear cells
(PMN) were evaluated by flow cytometry. The results indicated that ZEA triggers a series of cell
death events, characteristic of the apoptotic process.

Keywords: Rice; cytotoxicity; Fusarium; cell death; Zearalenone.
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Introduccion

El arroz es considerado uno de los granos mas importantes para el consumo
aproximadamente del 75% de la poblacion mundial (Savi et al. 2018). Suelen estar contaminados
por hongos filamentosos que pueden producir micotoxinas cancerigenas como metabolitos
secundarios, durante la cosecha y el almacenamiento (Alshannaq y Yu, 2017), por lo tanto, se
considera una preocupacién mundial constante, ya que afecta la seguridad, calidad y las
propiedades de los granos de arroz (Chandravarnan et al. 2022). Generalmente, los cereales y
derivados, especialmente trigo, avena, maiz, cebada, mijo, sorgo y arroz, son mas susceptibles a
la contaminacion de manera natural por micotoxinas como ZEA, detectandose en altos niveles,
en muestras de alimentos destinados a consumo animal; debido a su almacenamiento
inadecuado, produciéndose especialmente en climas templados y céalidos antes de la cosecha,
pero también en malas condiciones de almacenamiento (D’Mello et al. 1999; Mally et al. 2016;
Golge y Kabak, 2020).

Zearalenona (ZEA), es una micotoxina policetida, producida por varias especies del
hongo Fusarium, sintetizada principalmente por Fusarium graminearum (teleomorfo Gibberella
zeae) (Gupta et al. 2018). ZEA tiene una masa molecular de 318,364 g/mol y es un compuesto
débilmente polar, cristalino de color blanco, el cual exhibe una fluorescencia verde/azul a una
excitacion con luz UV de longitud de onda de 360 nm y fluorescencia verde a una excitacion UV
de longitud de onda de 260 nm (Rogowska et al. 2019).

Es termoestable y no se degrada por procesos como molienda, extrusion, almacenamiento
o calentamiento (Gromadzka et al. 2008; Ben et al. 2020). Bottalico (1998) ha informado la
presencia de ZEA y sus derivados en niveles de hasta 2.758 pg / kg y hasta 175 pg / kg en granos

de cereales en todo el mundo y en paises europeos, respectivamente.
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Tiene multiples efectos tdxicos, principalmente hiperestrogénicos, pero también es
hepatotoxica, hematotoxica, inmunotdxica, genotdxica y carcindgenica (Zhou et al. 2015; Virk et
al. 2020), induciendo eventos tales como estrés oxidativo, aberraciones cromosomicas,
fragmentacion del ADN, produccién de micronucleos e inhibicion de la sintesis de proteinas y
ADN (Ouanes et al. 2003; Abid-Essefi et al. 2004; Abbeés et al. 2007; Shi et al. 2017; Kowalska
et al. 2019). En un estudio de Lioi et al., (2004) se demostr6 que ZEA también es genotdxico e
induce la formacion de aductos de ADN en cultivos in vitro de linfocitos bovinos.

ZEA también puede inducir apoptosis in vivo e in vitro (Vlata et al. 2006; Rajendran et al.
2021). La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso celular genéticamente
controlado, en el cual células inducen su propia muerte en respuesta a determinados estimulos,
ademas, es esencial para el mecanismo mantenimiento de la homeostasis tisular (Hongmei,
2012).

La muerte celular apoptotica se desencadena por la interaccion entre los ligandos y los
receptores de muerte extrinsecos de la membrana o por la via intrinseca mediada por
mitocondrias (Langerak y Russell, 2011; Obeng, 2020), la cual se inicia por procesos
intracelulares, como el estrés celular, y conduce a la liberacion del citocromo C de las
mitocondrias. El citocromo, a su vez, activa la apoptosis a través de una serie de reacciones en
cascada en la célula, con una variedad de caracteristicas morfoldgicas tales como: pérdida de
asimetria de la membrana, condensacion del citoplasma y nucleo, aumento del calcio en el
citosol, y formacion de cuerpos apoptoticos que finalmente son eliminados por células
fagociticas (Branzei y Foiani, 2008; Liu et al. 2009; Hongmei, 2012).

En estudios realizados en celulas Vero, Caco-2 y DOK, tratadas con ZEA (10-40 uM), se

evidencid que produce apoptosis por la fragmentacion del ADN y la presencia de cuerpos
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apoptdticos (Abid-Essefi et al. 2003). Ademas, se ha demostrado que ZEA induce la apoptosis en
hepatocitos humanos (HepG>) a través de la via de sefializacion mitocondrial dependiente de p53
con la regulacién de ATM y GADDA45, implicados en la reparacion del ADN (Ayed-Boussema
et al. 2008).

El objetivo de esta investigacion fue cuantificar la concentracion de ZEA en arroz de
cultivo de 4 municipios de Norte de Santander y determinar su efecto citotoxico sobre células

humanas a diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento.
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Capitulo |
1. Titulo
Efecto apoptdtico y/o necrético de Zearelanona en células humanas y su cuantificacion en

el arroz cultivado en norte de Santander.

1.1 Justificacion

El arroz es un producto agricola basico de la canasta familiar. Suele estar contaminado
por hongos productores de metabolitos secundarios como las micotoxinas. Segun los reportes de
la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
aproximadamente el 25% de la produccion de alimentos esta contaminada, al menos con una
micotoxina. Los alimentos contaminados con micotoxinas, son considerados fuente de
enfermedades segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ya que son citotoxicas,
hepatotoxicas, y genotdxicas, induciendo la muerte celular por apoptosis o necrosis (Consejo
Ejecutivo, 2002; Marin et al. 2013). Con el fin de estudiar los efectos citotoxicos de las
micotoxinas en humanos y animales, asi como de proteger la salud humana y los intereses
econdmicos de los productores, muchos paises han fijado legislaciones en cuanto a valores
permisibles (Nutrition Division, 2003).

En Colombia, la investigacion en cuanto a los niveles maximos de micotoxinas
permitidos en alimentos, se ha tratado en forma tangencial (Duarte-Vogel y Villamil-Jiménez,
2006), por lo tanto, se requiere de estudios exhaustivos que permitan establecer rangos de
acuerdo al tipo y caracteristicas de los diferentes alimentos, asi mismo establecer una relacion de

los posibles efectos toxicos al interior celular. No obstante, los estudios realizados en el pais han
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demostrado que la contaminacion de alimentos por algunas micotoxinas es significativa y se
deben formular politicas sanitarias para afrontar esta limitante (Morris, 2011; Rojas, 2021).

En consecuencia, es necesario desarrollar investigaciones que permitan obtener registros
de los toxicos y de las concentraciones, en las que se encuentran las micotoxinas como ZEA,
producidas por hongos presentes en el arroz de la region de Norte de Santander, y los efectos
citotoxicos como apoptosis 0 necrosis, que pueden causar en células humanas como HepG: y
polimorfonucleares.

Como se menciona anteriormente, esta investigacion, va a dar lugar a la generacion del
conocimiento de datos, que pueden ser utilizados como referentes para el desarrollo y la
implementacién de normas nacionales o medidas preventivas por parte de los organismos de
control como el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos —INVIMA-,
entes territoriales de salud (ETS) y el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), con el fin de
proporcionar informacion sobre la calidad del producto y evitar efectos negativos en la salud de
la poblacién consumidora.

Por lo anteriormente mencionado se establecen las siguientes preguntas de investigacion:
¢La micotoxina ZEA esta presente en el arroz cultivado en Norte de Santander? ;ZEA puede
ejercer un efecto apoptético y/o necrético en las células humanas (HepG2 y

polimorfonucleares)?
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general
Cuantificar la concentracion de ZEA en arroz de cultivo de 4 municipios de Norte de

Santander y determinar su efecto citotdxico sobre células humanas.

1.2.2 Objetivos especificos
Cuantificar la concentracion de Zearalenona en las muestras de arroz en cultivo de 4

municipios de Norte de Santander.

Aislar e identificar el hongo toxigeénico del género Fusarium en las muestras de arroz en

cultivo procedente de 4 municipios de Norte de Santander.

Determinar la concentracion inhibitoria (Clso) de ZEA y su efecto sobre la proliferacion

en la linea celular HepGa.

Verificar mediante microscopia electronica de transmision, los cambios morfol6gicos

especificos de la apoptosis 0 necrosis en las células HepGo.

Evaluar las caracteristicas relacionadas con la muerte celular, causadas por ZEA en

celulas polimorfonucleares (PMN).
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Capitulo 11

2. Marco referencial

A continuacion, se expone la fundamentacion tedrica de los conceptos basicos e

investigaciones que soportan y orientan el presente estudio.

2.1 Arroz

El arroz (Oryza sativa) es una graminea de cosecha anual, originaria del continente
asiatico. Constituye el cereal de mayor consumo para aproximadamente la mitad de la poblacion
mundial, siendo cultivado en 113 paises (Abbas et al. 2011; FAO - 282 Conferencia regional de
la FAO para América Latina y el Caribe, s. f.). En Colombia, es el segundo cultivo mas
importante después del café, y uno de los alimentos basicos en la dieta como fuente de
carbohidratos, por su alto valor calorico y proteico (Fedearroz, 1998).

El cultivo de arroz depende basicamente de los nutrientes, la humedad y el clima, dado
que es tipico de zonas himedas tropicales o subtropicales, la temperatura 6ptima debe estar entre
un minimo de 32 y 34°C, y un maximo de 40 y 42°C (Aldana, 2001), con un rango de humedad
relativa entre un 54% a 87% y normalmente altitudes que van desde el nivel del mar hasta los
1.500 metros (DANE, 2017). En Norte de Santander, se siembra arroz en nueve de los cuarenta
municipios que lo componen: Culcuta, EI Zulia, Tiba, San Cayetano, La Esperanza, Puerto
Santander, Villa del Rosario, Los Patios y Santiago, agrupando un area de produccién de 14.200
hectareas cultivadas por el sistema de riego, cuya fuente de suministro es el rio Zulia (Fedearroz,
2012). Cabe destacar que, la calidad de los granos de arroz destinados al consumo humano o
animal, depende de factores como condiciones climaticas, composicién y buenas practicas

agricolas, debido a que son propensos a la contaminacion y colonizacion por hongos,
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ocasionando la produccién de metabolitos secundarios de estructura quimica muy diversa
denominados micotoxinas (Magan et al., 2003; Paterson y Lima, 2010). En efecto, los
principales hongos toxigénicos presentes en el arroz son Aspergillus spp. (Reddy et al. 2004),

Fusarium spp (Ok et al. 2014) y Penicillium spp (Makun et al. 2007).

2.2 Legislacion para el contenido de Zearalenona en cereales

Actualmente, los niveles maximos vigentes de contaminantes destinados para el consumo
de cereales a nivel europeo se encuentran contemplados en el Reglamento (CE) No. 1126/2007
de la comisidon del 28 de septiembre de 2007; por el cual se fija el contenido maximo de
determinados contaminantes en los productos alimenticios por lo que se refiere a las toxinas de
Fusarium en el maiz y los productos del maiz. Establece como limite maximo permitido,
concentraciones de ZEA en “Cereales no elaborados distintos al maiz” de 100 pg/kg. Sin
embargo, a efectos de la aplicacion de ésta micotoxina, el arroz no se incluye en los “cereales” y
los productos de arroz no estan incluidos en "productos de cereales".

En Colombia, la Resolucién del Ministerio de Salud y Proteccion Social No. 4506 de
2013, establece los niveles maximos de contaminantes en los alimentos destinados al consumo
humano y se dictan otras disposiciones (MSPS, 2013). Esta normativa contempla que el
contenido maximo se aplica a los cereales no elaborados comercializados para una primera fase
de transformacién y especifica que, para los efectos de la aplicacion de los contenidos méximos
de ZEA, el arroz no se incluye en los «cereales» y tampoco los productos a base de arroz en los
«productos a base de cereales». Para ZEA, el limite maximo permitido para “Cereales no

elaborados distintos al maiz” es de 100 pg/kg.
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2.3 Micotoxinas

Las micotoxinas constituyen un grupo heterogéneo de metabolitos secundarios de bajo
peso molecular (<500 Da), cominmente termoestables, producidos principalmente por algunos
hongos filamentosos 0 mohos (Bennett y Klich, 2003; Kis et al., 2021), ademas, son moléculas
policetdnicas que se sintetizan principalmente cuando el hongo alcanza la madurez. Estas
moléculas, presentan estructuras que varian desde simples anillos heterociclicos, hasta grupos
con 6-8 anillos heterociclicos dispuestos irregularmente (figura 1) (Bezerra da Rocha et al.

2014).

Figura 1.

Estructura quimica de micotoxinas transmitidas por alimentos
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Cabe sefialar que las micotoxinas pueden desarrollarse bajo condiciones adecuadas de
temperatura y humedad (Milani, 2013; Daou et al. 2021), siendo contaminantes naturales de
muchos alimentos principalmente cereales y granos (tabla 1), aunque, pueden estar presentes
tanto en cultivo, como en la cosecha y durante el almacenamiento (Yazar y Omurtag, 2008; Igbal
et al. 2014; Manizan et al. 2018), asi como también en frutas, nueces, forraje, y alimentos
destinados al consumo animal (Zain, 2011; Moretti et al. 2017). De igual manera, las practicas
agronomicas inadecuadas, el sistema de cultivo, y las condiciones de recoleccion a nivel de
cosecha, almacenamiento, manipulacion y procesamiento, pueden causar estrés y predisponer a
las plantas en la contaminacion por micotoxinas (Channaiah y Maier, 2014; Neme y Mohammed,

2017; Omotayo et al., 2019).

Tabla 1.
Condiciones dptimas de temperatura y actividad de agua (Aw) para la produccién de micotoxinas

en granos y cereales

Temperatura Actividad de

Micotoxina Granos o cereales
(°C) agua (Aw)
Maiz, trigo, cebada, centeno,
Zearalenona 25 0.96
arroz
Aflatoxinas 30 0.96 Maiz, trigo, algoddn, nueces
) Trigo, cebada, avena, frijoles
Ocratoxinas 25-30 0.80-0.98
Ssecos
Fumonisina 15-30 0.9-0.99 Maiz, trigo, sorgo, cebada, avena
Deoxinivalenol 26-30 0.99 Maiz, trigo, cebada, arroz, avena

Micotoxinas producidas bajo diferentes condiciones de temperatura y Aw en cereales.
Adaptado de Marin et al. (1998); Yazar y Omurtag (2008); Milani (2013)



21

La mayoria de las micotoxinas son relativamente estables al calor dentro del rango de
temperatura de procesamiento de alimentos convencional (80 -121°C), por lo tanto, se produce
poca 0 ninguna destruccion en condiciones normales de coccion (Milicevic et al. 2010; Singh
et al. 2021).

En definitiva, la produccion de micotoxinas en los alimentos como los cereales es un
fendmeno complejo y multifactorial que depende de la pre y poscosecha, ya que tienen lugar
cuando en determinadas condiciones fisicas (humedad, temperatura, dafio mecanico), quimicas
(pH, didxido de carbono, oxigeno, composicién del sustrato, biodisponibilidad de
micronutrientes) y/o bioldgicas (variedad de plantas, hongos presentes, dafio por insectos,
interacciones con otros organismos en el sustrato donde coexisten y carga de esporas), pueden
ocasionar en los hongos la reduccion de los grupos ceténicos en la biosintesis de los acidos
grasos. Los &cidos grasos (metabolitos primarios) son utilizados como fuente de energia; por lo
que las micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al principio de la fase
estacionaria del crecimiento de los hongos toxigénicos (Gimeno y Martins, 2011; Bryden, 2012;
Smith et al. 2016; Patriarca y Fernandez, 2017).

Cabe destacar que, son consideradas sustancias toxicas cuando estan presentes en
alimentos para humanos y animales, produciendo varios efectos agudos y crénicos, dependiendo
de la especie (Bennett y Klich, 2003; Zain, 2011). Dentro de una especie determinada, el
impacto de las micotoxinas en la salud depende de la concentracidn, la duracién de la exposicion
a la toxina, la toxicidad del compuesto (efectos agudos y cronicos), la edad, el sexo, el peso
corporal, la dieta, la exposicion a agentes infecciosos y la presencia de otras micotoxinas (efectos
sinergicos) (Milic¢evi¢ et al. 2010; Zain, 2011). Por lo tanto, son capaces de alterar las actividades

inmunomediadas y hemotoldgicas, afectar el sistema gastrointestinal en animales o producir
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efectos toxicos, mutagénicos, teratogénicos, cancerigenos, hematoldgicos, nefrotdxicos,
hepatotoxicos y estrogénicos agudos, dependiendo del nivel de exposicion (Bezerra da Rocha
et al, 2014; Igbal et al, 2014; Manizan et al. 2018). Las micotoxinas tienen efectos citotdxicos
sobre el ADN, el ARN Yy la sintesis de proteinas, y su accion proapoptética puede provocar
cambios funcionales (Kharayat y Singh, 2018).

Se conocen mas de 300 micotoxinas, sin embargo, sélo algunas representan una amenaza
real para la inocuidad de los alimentos y son consideradas de interés para la salud publica
basadas en su toxicidad y pérdidas econémicas (Broom, 2015). Entre las més relevantes en
cereales y productos a base de cereales se encuentran las aflatoxinas (AFs), zearalenona (ZEA),
la ocratoxina A (OTA), las fumonisinas (FBs), y los tricotecenos como deoxinivalenol (DON)

(Abrunhosa et al. 2016; Khodaei et al., 2021).

2.3.1 Zearelanona (ZEA)

Es una micotoxina estrogénica no esteroide, producida como metabolito secundario por
una variedad de especies de Fusarium, entre las que se encuentran F. graminearum, F.
culmorum, F. crookwellemse, F. cerealis, F. equiseti y F. semitectum. Cabe sefialar que su
produccion ocurre cuando las temperaturas se encuentran entre 20 - 25°C y valores Aw entre 0.95
- 0.96, siendo un contaminante regular de los cultivos de cereales en todo el mundo (Bennett y
Klich, 2003; Milani, 2013).

Quimicamente ZEA se describe como 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-acido
resorciclico, con formula molecular C1gH220s (Bennett y Klich, 2003; Garcia, 2010; Liu 'y
Applegate, 2020). La estructura quimica de ZEA (figura 2), consiste en un resto de resorcinol

fusionado a un anillo de lactona macrociclica de 14 miembros, que incluye un doble enlace trans,
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una cetona y una rama metilo. EI nombre trivial dado al compuesto se deriva de la siguiente
combinacion; zea-r-a-l-en-one que surgen de Gibberella zeae (anamorfo Fusarium
graminearum); -ral por las iniciales de lactonas de &cido resorcilico; -ene que indica la presencia
del doble enlace C-1" a C-2"; y -one que indica la presencia de la cetona en C-6. ZEA se absorbe
rapidamente y es metabolizado en a-zearalenol y B-zearalenol (Urry et al, 1966; Shier et al,
2001; Zinedine et al, 2007; Ropejko y Twaruzek, 2021).

Después de la absorcion de ZEA, esta se metaboliza principalmente en el higado y el
intestino y se transforma en los derivados de a-zearalenol (a-ZEA), B-zearalenol (B-ZEA),
zearalanona (ZAN), a-zearalanol (a-ZAL) y B-zearalanol (B-ZAL) y los derivados

posteriormente se conjugan con &cido glucurdnico (Zinedine et al. 2007; Zhang? et al, 2018).

Figura 2.
Estructura quimica de Zearalenona (ZEA)
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Fuente: Ropejko y Twaruzek, (2021)

2.3.2 Métodos de cuantificacién para ZEA
El analisis de micotoxinas generalmente es un proceso de varios pasos que incluye la

extraccion de toxinas de la matriz con solventes organicos polares, limpieza de extractos,
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deteccion y determinacion cuantitativa (Rodriguez-Carrasco et al, 2014). De modo que, se han
desarrollado diferentes métodos analiticos, para la identificacion y cuantificacion de ZEA y otras
micotoxinas; como la cromatografia en capa fina (CCF) y la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) (Lin et al. 1998; Rodriguez-Carrasco et al. 2014; Tamura et al. 2015).

La cromatografia en capa fina (CCF) es un tipo de cromatografia liquida en la que la fase
estacionaria es una capa delgada de un adsorbente polar (silica gel) de particulas finas, sobre una
superficie solida (placa de vidrio, papel aluminio o lamina de pléstico). La solucion de la
muestra, se aplica en la parte inferior de la placa, la cual se introduce en una cdmara cerrada,
cuya base se cubre con la fase movil (mezcla de solventes), que transporta los solutos a través de
la fase estacionaria por capilaridad, a lo largo de la placa, permitiendo la separacion de los
productos presentes en la muestra, que son revelados con un indicador fluorescente que absorbe
la luz ultravioleta (254 nm) y emite luz visible, o con el uso de un agente revelador (Shermay
Fried, 2005).

En cuanto a la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), es una técnica de
separacion, que permite analizar los componentes quimicos de una mezcla. Consiste en pasar la
muestra disuelta en la fase mévil por una columna cromatografica, a través de una fase
estacionaria (no polar). Las interacciones especificas entre las moléculas de la muestra y las
fases, determinan el tiempo requerido para que un analito viaje a través de la columna después de
la inyeccidn hasta llegar al detector, el cual se denomina tiempo de retencion (tR). Los resultados
se muestran en cromatogramas, que incluyen la informacion proporcionada por el detector
(Lozano-Sanchez et al. 2018).

Estudios han evidenciado la cuantificacion de ZEA en diferentes tipos de cereales.

Hadiani et al. (2003) por CCF, detectaron a ZEA en muestras de maiz con un valor de 100 ng g*.
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Por otro lado, Zaied et al. (2012), utilizaron HPLC para el andlisis cuantitativo de ZEA en trigo.
Los datos obtenidos mostraron que la incidencia de contaminacion por ZEA fue del 75 %y los
niveles de contaminacién determinados oscilaron entre 3 y 560 mg/kg con un valor medio de 60
mg/kg. En Polonia, la contaminacion del trigo por ZEA fue confirmada por Perkowski et al.

(1990) con niveles de hasta 2000 pg/kg.

2.4 Ruta bioquimica de la sintesis de ZEA

ZEA es un metabolito secundario biosintetizado a través de la via de los policétidos, por
complejos enzimaticos denominados policétido sintasas (PKS) (Hansen et al. 2012). La sintesis
de ZEA se da por accién combinada de un grupo de genes biosintéticos PKS4, PKS13, ZEB1 y
ZEB?2 (Gaffoor y Trail, 2006). EI gen PKS4 codifica para una policétido sintasa reductora,
PKS13 codifica para una policétido sintasa no reductora, ZEB1 codifica una isoamil alcohol
oxidasa que se requiere para la conversion de -zearalenol en ZEA y ZEB2 es un factor de
transcripcion que tiene un dominio de union a ADN el cual consiste en una region bésica que
lleva una cremallera de leucina (bZIP) (Kim et al. 2005; Kim et al. 2018; Stakheev et al., 2022).

La ruta biosintetica es iniciada por PKS4 (1), que cataliza la condensacion de carbonos a
partir de un acetilCoA y cinco moléculas de malonil CoA, dando como resultado la formacién de
un hexacetido (Kim et al. 2005; Gaffoor y Trail, 2006). (2) PKS13, extiende la cadena de ZEA
agregando tres moléculas de malonil-CoA, dando como resultado un nanocetido (Park et al.
2015). (3) Las cetonas no reducidas, sufren reacciones aromaticas intramoleculares, causando la
formacion de un anillo aromatico y un anillo macrdélido que contiene un enlace lactona (Gaffoor

y Trail, 2006). (4) La conversion de B-zearalenol a ZEA esta catalizada por ZEB1, con ZEB2
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actuando como un potencial transcripcional activador de genes que regulan la biosintesis de ZEA

(figura 3) (Kim et al. 2005; Kim et al. 2018; Stakheev et al., 2022).

Figura 3.

Ruta biosintética de ZEA
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2.5 Apoptosis

La apoptosis, ha sido reconocida y aceptada como un modo distintivo e importante de
"muerte celular genéticamente programada”, que se produce normalmente durante el desarrollo y
el envejecimiento como un mecanismo homeostatico para mantener poblaciones de células en los
tejidos (Elmore, 2007; Hassan et al. 2014; D’ Arcy, 2019). También, se produce como

mecanismos de defensa, en el caso de las reacciones inmunitarias o cuando las células son
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dafadas por enfermedad o agentes nocivos (Formigli et al. 2000). Aunque hay una amplia
variedad de estimulos y condiciones, tanto fisiolégicos como patoldgicos, que pueden
desencadenar la apoptosis, no todas las células mueren necesariamente en respuesta al mismo
estimulo (Elmore, 2007).

La apoptosis es un proceso coordinado y activado por diversas sefiales extrinsecas e
intrinsecas (figura 4), a través de una secuencia bien definida de cascadas de sefializacion, a
menudo dependiente de energia, en donde las células apoptoticas exhiben tanto modificaciones
bioguimicas como morfoldgicas (Johnstone et al. 2002; D’ Arcy, 2019).

Los estimulos proapoptéticos permiten la activacion de la maquinaria molecular central
de la apoptosis por medio de dos vias principales: (1) una via a través de receptores de muerte
tales como el TNFR-1 activados por ligandos como el FasL (via extrinseca) o por una via
mitocondrial (via intrinseca) que integra las sefiales apoptéticas causadas por diversos agentes
citotoxicos, estrés celular, lesion en el ADN, expresion de p53, como también por la regulacion
de proteinas de la familia Bcl2 y la liberacion del citocromo C. En los Gltimos afios, se ha
descrito una tercera via que desencadena la apoptosis a través del reticulo endoplasmatico
(Kroemer et al. 1997; Green y Reed, 1998; Igney y Krammer, 2002; Jin y El-Deiry, 2005; Hu
et al. 2019).

Una vez que el dafio celular se detecta, se desencadena una cascada proteolitica, que
amplifica la via de sefializacion de la apoptosis gracias a la accion de las caspasas; un grupo de
proteinas perteneciente a las cistein-proteasas, que contienen un residuo de cisteina que media la
ruptura de otras proteinas. Las caspasas estdn normalmente presentes como proenzimas inactivas
en la mayoria de las células, (2) las cuales activan las caspasas iniciadoras 2, 8, 9,y 10, (3) y

pasan a escindir y activar a las caspasas efectoras 3, 6 y 7, encargadas de la fase de ejecucion de
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la apoptosis (Amarante-Mendes et al. 1998; Hengartner, 2000; Norbury y Hickson, 2001; Ziegler
y Groscurth, 2004; D’ Arcy, 2019). (4) Posteriormente, el nlcleo se divide en varios fragmentos
por la activacion de endonucleasas selectivas dependientes de Ca?+ y Mg?+, ocasionando la
fragmentacion de ADN entre 180 a 200 pb de longitud, ademas, la destruccion de las proteinas
nucleares y del citoesqueleto por accion de proteasas y la expresion de ligandos especificos de la
fosfatidilserina para las células fagociticas. (5) En esta fase de degradacion, se hacen evidentes
las caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas, que finalmente conllevan a la formacion y
fagocitosis de los cuerpos apoptéticos (Martinvalet et al. 2005; Poon et al. 2014; Battistelli y
Falcieri, 2020).

A pesar de las diferencias en los mecanismos de iniciacion y las moléculas involucradas,
ambas vias convergen para producir las alteraciones caracteristicas de la apoptosis (Kondratskyi

et al. 2015; Pistritto et al. 2016).
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Figura 4.
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Entre las caracteristicas morfologicas del proceso apoptdtico se encuentran (figura 5): (2)
la contraccion celular (picnosis) en donde el citoplasma se condensa, los organulos se
comprimen, la cromatina se aglomera, se pierde el contacto célula-célula, (3) se producen
ampollas en la membrana celular, ademas, se presenta una fragmentacion nuclear (cariorrexis) y
celular, (4) formando las vesiculas endociticas que contienen material nuclear, las cuales se
fusionan con la membrana plasmatica, sin afectar su integridad, dando como resultado la
formacion de los cuerpos apoptoticos, (5) que son eliminados con rapidez por células fagociticas,

siendo un proceso tan eficaz que no se produce respuesta inflamatoria (Kerr et al. 1972; Majno y
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Joris, 1995; Hirsch et al. 1997; Saraste y Pulkki, 2000; Grimsley y Ravichandran, 2003; Elmore,

2007; Majtnerova y Rousar, 2018).

Figura 5.
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2.5.1 Via extrinseca
La via extrinseca (figura 6), se inicia por la activacion de receptores de muerte
transmembrana de la familia del TNF (Factor de necrosis tumoral) (Locksley et al. 2001). Estos

receptores de muerte comparten un dominio extracelular rico en cisteina y un dominio
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citoplasmatico de aproximadamente 80 aminoacidos designado “dominio de muerte”, este
dominio juega un papel importante en la trasmision de la sefial desde la superficie celular a las
vias de sefializacion intracelular (Ashkenazi y Dixit, 1998).

La activacion del receptor de muerte (Fas, TNFR1, TRAILR1) se inicia a través de la
union de ligandos especificos (FasL, TNFa, TRAIL). La union del ligando al receptor, resulta en
el reclutamiento de una serie de proteinas citoplasméticas que se unen al dominio de muerte
intracelular del receptor. Una de las proteinas reclutadas es la proteina adaptadora FADD, que
puede interaccionar directamente con el receptor o indirectamente, a través de otra proteina
denominada TRADD. (1) La interaccion de los receptores de muerte y sus proteinas asociadas
como FADD que contiene otro dominio que interacciona con la pro-caspasa 8, y forman un
complejo intracelular multiproteico denominado DISC, de esta manera (2) DISC promueve la
activacion autocatalitica de la caspasa 8. (3) Posteriormente, la caspasa 8 se libera del DISC y
activa las caspasas efectoras como la caspasa 3, cuya accion sobre sustratos especificos conduce
a la fase ejecutora de la apoptosis (figura 6). (Hsu et al. 1995; Kischkel et al. 1995; Wajant,

2002; D’Arcy, 2019).

2.5.2 Via intrinseca o mitocondrial

La via intrinseca (figura 6), se caracteriza por eventos mitocondriales que inician la
apoptosis, los cuales implican una gran variedad de estimulos no mediados por el receptor y que
producen sefiales intracelulares, tales como la ausencia de ciertos factores de crecimiento,
hormonas, citoquinas, radiacion, toxinas, hipoxia, estrés celular, dafio en el ADN, infecciones
virales, y radicales libres (ElImore, 2007). Todos estos estimulos inducen sefiales apoptoticas a

través de la familia de proteinas Bcl-2, que comprende miembros proapoptoticos y
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antiapoptdticos (Obeng, 2020), que regulan la apertura de poros, conduciendo a la
permeabilizacién de la membrana externa y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial
(Saelens et al. 2004). Las proteinas anti-apoptdéticas incluyen a Bcl-2, Bel-xl, Bcl-XS y Bel-w, y
las proteinas pro-apoptdticas a Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, y BlIk (Strasser, 2005).

La proteina pro-apoptotica Bid (1), es escindida por la caspasa 8 activa, permitiendo que
la parte C-terminal de Bid, denominada Bid truncada (tBid), se translogque a la membrana externa
de la mitocondria y active a la proteina pro-apoptotica Bax, responsable de la permeabilizacion
de la membrana mitocondrial externa (MOMP) (Gross et al.1999). Bax queda libre y forma
homodimeros cuando Bcl-2 se fosforila o se une con Bad. Estos homodimeros se traslocan a la
mitocondria y alteran su funcion (2°) (Cook y Poole-Wilson, 1999), induciendo la liberacion de
las proteinas que se localizan en el espacio intermembrana, al citosol, tal como el citocromo C
(Elmore, 2007). Una vez el citocromo C esta en el citosol (3°), se une a la proteina APAF-1 que
recluta y activa a la procaspasa 9, formando el apoptosoma (4°). La caspasa 9 del apoptosoma
recluta y activa la caspasa 3 (5°) (Kroemer et al. 2007; Hassan et al. 2014). La caspasa 3 efectora
actlia en sustratos especificos produciendo los cambios morfol6gicos y bioquimicos de la
apoptosis (Chinnaiyan, 1999). En consecuencia, (6°) las otras proteinas liberadas al citosol como
Smac/DIABLO y HtrA2/0mi, facilitan la activacion de caspasas mediante la interrupcién de la
actividad de inhibidores como el IAPs (XIAP) (7°) (Du et al. 2000; Van Loo et al. 2002;
Schimmer, 2004; D’ Arcy, 2019).

Por otro lado, la activacion de p53 por dafio en el ADN también induce la apoptosis, ya
que activa la transcripcion de genes que codifican a las proteinas Puma y Noxa de la familia

proapototicas, el aumento de la expresion de estas proteinas conduce a la activacion de Bax y
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Bak, la liberacion del citocromo C y la activacion de la caspasa 9 (Schuler y Green, 2001; Oren,

2003; Vousden y Lane, 2007; Hong et al., 2019).

Figura 6.

Via extrinseca e intrinseca de la apoptosis
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APAF1, Factor activador de proteasa 1; DISC, Complejo de sefializacién inductor de la muerte; FADD,
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apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral; TNFR1, Receptor 1 del factor de necrosis tumoral; XIAP,
Inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X.

Adaptado de Ramaswamy et al. (2011).
2.5.3 Via del reticulo endoplasmatico intrinseco
En condiciones de estrés del reticulo endoplasmatico (RE), cuando se altera la funcién y
se da la acumulacion de proteinas mal plegadas, se activa una via de transduccion de sefiales de
respuesta de proteina mal plegada (UPR) (figura 7). La UPR detiene la sintesis de proteinas en

general y activa las vias de sefializacion que incrementan la produccion de chaperonas
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involucradas en el plegamiento de las proteinas (Travers et al. 2000), permitiéndole a la célula,
corregir el entorno dentro del RE (Patil y Walter, 2001). Sin embargo, si el dafio es demasiado
fuerte y no se puede restaurar la homeostasis, la UPR activa tres proteinas transmembrana del RE
que acttian como sensores, ATF6 ("Activating transcription factor-6"), IRE1a ("Inositol-
requiring protein-1") y PERK ("Protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase"), que inician la
cascada de sefializacion apoptotica (Patil y Walter, 2001; Breckenridge et al. 2003).

Normalmente estas tres proteinas transmembrana se encuentran inactivas a través de una
asociacion entre sus dominios luminales N-terminales y la chaperona BiP (proteina de unién a
inmunoglobulina) que esta presente en el RE en estados monoméricos y oligoméricos (Blond-
Elguindi et al. 1993). Bajo condiciones de estrés, BiP se disocia para unirse a las proteinas mal
plegadas. Esto conduce a la fosforilacion y dimerizacion parcial de IRE1a y PERK
(Breckenridge et al. 2003).

La primera molécula clave para la apoptosis mediada por estrés del RE es la proteina
homologa C/EBP (CHOP). (1) La activacion de PERK induce la fosforilacion de EIF2, que
activa ATF4, que posteriormente determina la regulacion positiva del factor proapoptotico
CHOP; su expresion aumenta también por ATF6 (Pereira, 2013; Martucciello et al. 2020).

Ademas, la sefializacion a través de la rama (2) IRE1 de la UPR, puede inducir la
apoptosis en condiciones de estrés del RE debido a la asociacién de IRE1la con el factor 2
asociado al receptor de TNF (TRAF2), que desencadena la activacién de la caspasa-12,
induciendo la cascada de caspasas. EI complejo IRE1a-TRAF2, (3) activa la sefial de apoptosis
que regula la quinasa 1 (ASK1), que a su vez mejora la actividad proapoptética de los miembros

de la familia Bcl2, a través de la sefializacion de la quinasa del extremo N-terminal de c-Jun
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(JNK) (Breckenridge et al. 2003; Xu et al. 2005; Pereira, 2013; Hu et al. 2019; Martucciello et al.
2020).

En la via apoptdtica dependiente de la mitocondria, (4) se liberan las reservas
intracelulares de Ca?* del RE a través de los receptores de rianodina (RyR), en particular; por el
receptor del inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R). (5) Una fraccion significativa del Ca* liberado es
capturado por las mitocondrias, que se encuentran cerca de los canales de liberacion de Ca?*y
conducen a la activacién de un via de muerte celular apoptética mediada por mitocondrias
(Rizzuto et al. 1998) (Pereira, 2013). (6) EI Ca?* liberado a su vez, desencadena la liberacion
coordinada del citocromo C de todas las mitocondrias y, por lo tanto, se amplifica la sefial

apoptética (Wang® y El-Deiry, 2004; lurlaro y Mufioz, 2016).

Figura 7.

Via apoptotica del reticulo endoplasmatico
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terminal de c-Jun; PERK, proteina quinasa del RE activada por ARN de doble cadena; CHOP, proteina homéloga
C/EBP; EIF2, factor de iniciacion eucariota 2; ATF4, Factor activador de la transcripcion 4; ATF6, Factor activador
de la transcripcién 6; ASK1, quinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis; TRAF2, factor 2 asociado al receptor de
TNF; JNK, quinasa del extremo N-terminal de c-Jun; IP3R, receptor del inositol-1,4,5-trifosfato.
Adaptado de Martucciello et al. (2020).

En estudios realizados en la linea celular GC spgl (espermatogonia) expuesta a diferentes
dosis (0-100 uM), se evidencio que ZEA aumentd la expresion de proteinas clave implicadas en
el proceso apoptotico, como la caspasa-3, caspasa-8, BAD, BAX, y ERK1/2 (Lee et al. 2022).
Resultados similares obtenidos por Lee et al. (2021), se demostro que ZEA induce la apoptosis
de células endoteliales bovinas de aorta (BAEC), a través de un mecanismo que es independiente
del receptor de estrogeno y ROS, pero esta estrechamente asociado con los niveles citosélicos de
Ca?" y la posterior activacion de un eje de sefializacion ERK1/2/p53/caspasa 3. Se ha informado
también que ZEA aumenta el nivel de Ca?* citosdlico al inducir estrés del ER en células TM4

(Feng et al. 2020).

2.6 Necrosis

La necrosis, es un proceso no regulado de muerte celular, como resultado de un dafio
severo en la célula. Se caracteriza por el agotamiento de ATP, hinchazon celular, lisis, y
liberacion del contenido intracelular y moléculas proinflamatorias. Las células que mueren por
necrosis con frecuencia exhiben cambios en la morfologia nuclear, en donde la condensacién de
la cromatina se da de manera irregular y la fragmentacion del ADN se presenta de forma
escalonada o al azar, generandose fragmentos de diferentes tamafios (figura 8A) (Eguchi et al.
1997; Edinger y Thompson, 2004).

Cabe sefialar que, los principales eventos de la necrosis son la insuficiencia bioenergética
y la rapida pérdida de la integridad de la membrana plasmaética, debido a la produccion excesiva

de ROS mitocondrial que conduce al estrés oxidativo, causando la escisién de las cadenas de
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ADN vy la oxidacion de las purina (figuras 8C y 8D) (Marnett, 2000; Zong y Thompson, 2006).
Ademas, la inhibicion de la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, por la reduccion de
los niveles de ATP, el dafio a lipidos de membrana, y la pérdida de la funcion de los canales y
bombas de iones que mantiene la homeostasis, conlleva a una répida pérdida del potencial de
membrana celular. La incapacidad para mantener estos potenciales electroquimicos resulta en la
hinchazon citoplasmatica, la rotura de la membrana plasmatica, v la citolisis. Estos defectos
pueden actuar sinérgicamente en la induccion de la muerte celular necrética (Hartley et al. 1994;
Zong y Thompson, 2006).

No obstante, alteraciones en el flujo de Ca* puede causar citotoxicidad, por ejemplo, el
aumento de Ca?" citosdlico también puede desencadenar la muerte celular, ya sea la apoptosis 0
necrosis. El resultado de la muerte celular estd probablemente determinado por la concentracion
de Ca?* citoplasmatico. Considerando que a baja o moderada concentracion de Ca2* (2-400 nM)
desencadena la apoptosis, y a mayor concentracion de Ca2* (> 1 M) causa necrosis (figura 8D)
(McConkey y Orrenius, 1997; Orrenius et al. 2003).

Asi mismo, existen proteasas implicadas en la necrosis, como son las calpainas y
catepsinas principalmente. Las calpainas son una familia de cisteina proteasas dependientes de
Ca?", que residen en el citosol como una forma inactiva, pero que en respuesta al aumento de los
niveles de Ca?* citosolico, se translocan a las membranas intracelulares y se activan por la
hidrolisis autocatalitica (Rami, 2003). Por otro lado, el Ca?* también puede contribuir a la
activacion de las catepsinas causando permeabilidad de la membrana lisosomal, que puede
conducir a la liberacion de enzimas lisosomicas y la muerte celular necrética (Yamashima,

2004).
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En una célula sana, las catepsinas residen en los lisosomas y ayudan a descomponer las

moléculas fagocitadas que son recicladas para la

biosintesis de novo. Las catepsinas son

completamente activas en el ambiente acido de los lisosomas, pero cuando la membrana

lisosomal pierde su integridad, las catepsinas se liberan al exterior de los lisosomas y digieren

moléculas que normalmente no estan expuestas a estas proteasas, ocasionando necrosis (Zong y

Thompson, 2006; Rawlings et al. 2010).

Figura 8.

Eventos morfoldgicos y bioquimicos de la muerte celular por necrosis
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Aspecto morfoldgico ultraestructural de la muerte celular por necrosis por microscopia electronica de transmision en

una célula epitelial humana. Se observa rotura de la membrana, hinchazén de vesiculas intracelulares y perdida de la

estructura mitocondrial (flechas) X 4000. D) Cambios bioquimicos durante la muerte celular por necrosis Adaptado
de (Kroemer et al. 2005; Escobar et al. 2015).

2.7 Muerte celular apoptotica y/ o Necrotica inducida por micotoxinas

La induccidn de la apoptosis por micotoxinas como aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina,
zearalenona, deoxinivalenol, entre otras, se relaciona con la activacion de multiples caspasas,
tales como la caspasa efectora 3, la caspasa 8 (via ligando-receptor), la caspasa 9 (via
mitocondrial) y las caspasas 12 y 14 (via reticulo endoplasmatico). Asi mismo, se sugiere que la
activacion de la via mitocondrial (via intrinseca) con la interrupcion del potencial de membrana
mitocondrial (MMP) desempefia un papel importante en la apoptosis dependiente de caspasas
inducida por micotoxinas. EI MMP esta controlado por las proteinas de la familia Bcl-2,
incluidas las proteinas pro-apoptéticas Bax, Bak, Bok, Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa,
Puma, BIK, etc, y proteinas anti-apoptoticas como Bcl2, Bcl-xL, Bcl-w, Al, Mcl-1, etc., y el
equilibrio entre las proteinas pro-apoptaticas y anti-apoptoticas es esencial para mantener el
potencial de la membrana mitocondrial a niveles normales (Yin et al. 2018).

Cabe destacar que, las micotoxinas regulan positivamente las proteinas pro-apoptéticas
y/o disminuyen las proteinas anti-apoptoticas, conduciendo al desequilibrio de las proteinas pro-
apoptoticas y antiapoptoéticas de la familia Bcl-2 , seguido por la pérdida de MMP, la liberacion
de citocromo C de las mitocondrias, la formacién del apoptosoma y, en consecuencia, la
apoptosis mediada por caspasas, asi como también, la activacion de vias de sefializacion con la
participacion de p53, MAPKS, estrés del reticulo endoplasmatico y generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Banjerdpongchai et al. 2010; Bouaziz et al. 2011; Peng et al. 2016;

Hu et al. 2016; Jin et al. 2016; Yin et al. 2018).
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Por ejemplo, se reporta que la apoptosis de células HL-60 y U937 inducida por ZEA es
mediante la activacion de la liberacion mitocondrial del citocromo C a través de la reduccion del
MMP, la activacion de caspasa-3 y -8, la produccion de ROS y la induccion del estrés del
reticulo endoplasmico, ademas, se evidencian diferencias en los niveles de 22 proteinas de
membrana entre las que se destacan el factor inductor de apoptosis, las proteinas de estrés del
reticulo endoplasmatico (ERp29) y calreticulina (Banjerdpongchai et al. 2010; Yin et al. 2018).

De igual manera, se obtuvo muerte celular inducida después del tratamiento con 50 uM
de ZEA durante 24 h, en macr6fagos RAW?264.7, principalmente a través de necrosis en lugar de
apoptosis, segun los analisis obtenidos por citometria de flujo después de la tincion con anexina
V-FITC/IP, los cuales revelaron que la poblacion celular present6 un porcentaje de captacion de
IP de 28% en comparacién con el control (35%), y de anexina V-FITC del 6.9% en comparacion
con el control (3.4%) (Yu et al. 2011).

Por otro lado, en células germinales de ratas expuestas a ZEA, se induce la apoptosis
modulada por Fas y FasL (Jee et al. 2010). Mientras que DON induce la expresion de caspasas-
3- 7 -8, y se evidencia alteracion en la morfologia mitocondrial, pero no se aumenta las ROS
intracelulares (Peng et al. 2016; Springler et al. 2017).

Finalmente, el tratamiento con dosis bajas de Fusarenon X, miembro del grupo de las
micotoxinas de los Tricotecenos, puede inducir la apoptosis en linfocitos a través de un efecto
sobre Bax, Bid, y caspasa 9 a través de la via apopt6tica mitocondrial (Aupanun et al. 2016). En
estudios realizados por Osuchowski y Sharma (2005) se demostro que la exposicion a 50 uM de
Fumonisina B (FB1) durante 8 dias, provoca muerte celular necrotica pero no apoptotica tanto en

la linea celular BV-2 microglial murina como en los astrocitos primarios.
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2.8 Efectos citotoxicos inducidos por ZEA

La linea celular HepG: se ha empleado como modelo para estudios in vitro debido a que
tienen muchas de las propiedades de las células hepéticas primarias, incluyendo la activacion
metabdlica y constituyen un sistema de destino para la toxicidad de ZEA (Lu y Huang, 1994;
Gazzah et al. 2013). Asi mismo, ZEA se absorbe rpidamente después de la exposicién oral
(Pfeiffer et al. 2011) y se metaboliza a sus analogos reducidos (a-zearalenol y [3-zearalenol),
principalmente a traves del metabolismo hepatico (Tatay et al. 2017; Rai et al. 2020). También,
se ha demostrado que activa la peroxidacion lipidica, y es inmunotdxica, hepatotdxica,
nefrotoxica y genotoxica (Pistol et al. 2014).

En los Gltimos afios, se han reportado varios mecanismos posibles para la toxicidad de
ZEA, en los cuales induce efectos intracelulares severos (figura 9).

ZEA y sus metabolitos pueden estimular la proliferacion celular por la afinidad de unién
a receptores de estrogeno (RE) (Rogowska et al. 2019), debido a su similitud estructural con
17B-estradiol (E2) (Adibnia et al. 2016). Estos receptores pueden activar vias de sefializacion
celular dependiente de enzimas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y las proteinas
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2) (Kunishige et al. 2017). Las proteinas
ERK generalmente se encuentran en el citoplasma; tras la activacion, ERK ingresan al nicleo y
regulan la actividad del factor de transcripcion y la expresion génica (Yue y Lépez, 2020 ).

Estudios indican que ZEA, (1) cruza la membrana celular y se une a los receptores
formando un complejo, el cual es transportado al nacleo, en donde interacta con elementos de
respuesta a estrogenos (ERE) para unirse al ADN, (2) desencadenando la transcripcion de genes
diana y la sintesis de proteinas (Mayr et al. 1992; McDonnell et al. 2002; Knutsen et al. 2017;

Yang et al. 2018). Ademas, se ha sugerido que una dosis baja de ZEA (1x10*pM aun maximo
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de 1x102 uM) promueve la proliferacion celular, atribuyéndose a sus efectos similares al
estrogeno y propiedades cancerigenas, debido a que puede (3) causar fragmentacion del ADN y
aberraciones cromosémicas (Kowalska et al. 2017; Lecomte et al. 2017; Makowska et al. 2017;
Zheng? et al. 2018). De modo que, si el dafio en el ADN se repara mediante reparacion SOS, (4)
es posible que se produzcan mutaciones, lo que puede conducir aun més a la proliferacion celular
(Liu etal. 2017).

De igual manera, estudios han revelado que ZEA podria (5) inhibir la comunicacién
intercelular de la unién gap (GJIC), promoviendo la expresién de oncogenes y destruyendo el
equilibrio dindmico entre el crecimiento y la muerte celular (Ouanes-Ben Othmen et al. 2008;
Zheng? et al. 2018). Por lo tanto, (6) la disfuncion de GJIC generalmente se considera un
precursor para el desarrollo de tumores (Mesnil et al. 2005). Adicionalmente, (7) ZEA puede
inducir la progresion del ciclo celular debido a la disminucion de las células en fase GO/G1 y
aumento de células en fase S, en las células MCF-7 del cancer de mama (Darbre et al. 2002; Yu

et al. 2005).
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Figura 9.
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Se ha evidenciado también que ZEA y sus derivados no solo pueden estimular el
crecimiento celular, sino también inhiben la viabilidad celular (Kowalska et al. 2017; Makowska
et al. 2017). Tal como se ha reportado en diferentes estudios, ZEA induce la muerte celular al
alterar la distribucion del ciclo celular y la expresion de las proteinas reguladoras, causando la
detencion en la fase G2/M, disminuyendo el nimero de células en GO/G1 y S; y aumentando el
numero de células en la fase G2/M (Abid-Essefi et al. 2003; Sang et al. 2016; Zhang® et al. 2018;
Zheng? et al. 2018). Otros estudios indicaron que la razon por la cual se detiene en GO/G1 o

G2/M es para reparar el dafio del ADN, provocando el retraso de la replicacion y, en
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consecuencia, la inhibicidn de la proliferacion celular (Tobey, 1975; Abid-Essefi et al. 2004;
Wang et al. 2019).

Asi mismo, ZEA también puede afectar la expresion de proteinas reguladoras, incluidas
Cyclin-B1, CyclinD1, CDK2 y CDK4, afectando la distribucion del ciclo celular, causando la
disminucion de la viabilidad celular (Zheng® et al. 2018). Ademas, en un estudio realizado por
Vlata et al. (2006), se encontr6 que la concentracion de 30 pg/ml de ZEA inhibe la proliferacion
de linfocitos T y B y causa altas tasas de muerte celular. Adicionalmente, ZEA con valores de
Clso de 3,5 y 30 ug/mL inhibe la blastogénesis de linfocitos (Charoenpornsook et al. 1998). Por
otra parte, estudios realizados por Zheng et al. (2016) en las células de Sertoli, observaron que la
viabilidad se redujo notablemente después del tratamiento con ZEA (15-60 uM) durante 24
horas. Otros estudios demuestran que cuando las células HepG: se expusieron a 100 uM de ZEA
a diferentes tiempos (2, 4, 8, 24, 30, 48 y 60 horas), se inhibio la viabilidad celular en una forma
dependiente del tiempo y ocasiono el 90% de muerte celular después de 60 horas de tratamiento

(Gazzah et al. 2010).

2.9 Apoptosis inducida por ZEA

Se ha registrado que ZEA induce la apoptosis celular a través de vias de sefializacion del
estrés del RE y mitocondrial. Sin embargo, la acumulacion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) puede causar estrés oxidativo, conduciendo también, a la muerte celular por apoptosis
(figura 10) (Yang et al. 2007; Tatay et al. 2016; Zheng® et al. 2018).

Se ha informado que ZEA durante la formacion de sus metabolitos (a-ZEL y B-ZEL) y
derivados, (1) provoca un aumento en los niveles de estrés oxidativo y ROS, por lo tanto, parece

ser un determinante clave de la toxicidad inducida por ZEA in vivo e in vitro, causando dafio en
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el ADN (Tatay et al. 2016-2017; Yu et al. 2017; Rajendran et al. 2021). Inclusive, el dafio
oxidativo causado durante el metabolismo de ZEA, se atribuye a los complejos mitocondriales
adicionales, estimulando el aumento gradual de superéxido dismutasa (SOD) y malondialdehido
(MDA) de forma dosis dependiente (So et al. 2014; Zheng? et al. 2018). En estudios realizados
por El Golli et al. (2009) se reporté una mayor produccion de ROS en células HepG: expuestas a
100 uM de ZEA. Adicionalmente, la generacion de ROS esté relacionada con la via del estrés del
RE (Cao y Kaufman, 2014; Hu et al. 2019).

La induccion por la via del estrés del RE, es debido a la activacion de moléculas
proapoptéticas, (2) tal como la chaperona molecular especifica GRP78, también conocida como
Bip, y el factor de transcripcion apoptdético CHOP. Estudios indican que BiP y CHOP se
regulaban positivamente después del tratamiento con ZEA de una manera dependiente del
tiempo y la dosis (Chen et al. 2015-2016; lurlaro y Mufioz, 2016; Zheng? et al. 2018). La
proteina CHOP contribuye a este proceso al inhibir la expresion de Bcl2 antiapoptdtico (Kamp
et al. 2013).

La mitocondria es la principal fuente de ROS intracelular (3); y se sugiere que ZEA
altera su estructura causando dafios mas graves después del tratamiento con diferentes
concentraciones, induciendo la permeabilizacion de la membrana mitocondrial que conlleva a la
reduccion significativa del potencial de membrana y la inactivacién de la citocromo C oxidasa de
manera dosis dependiente (Zheng et al. 2016; Zheng® et al. 2018, Hu et al. 2019). Estudios
indican que ZEA caus0 la muerte celular por apoptosis y necrosis en células RAW264.7, con
pérdida del potencial de la membrana mitocondrial (MMP), cambios mitocondriales en las
proteinas Bcl-2 y Bax, (4) liberacion citoplasmatica del citocromo C y del (5) factor inductor de

apoptosis (AiF)(Yu et al. 2011).



46

Por otra parte, varios estudios han indicado que ZEA (6) altera el porcentaje de
distribucion celular en diferentes células (Zheng?® et al. 2018, Abid-Essefi et al. 2003), tal como
lo indica un estudio en células MTEC1, en el cual se evidencié que ZEA afecto
significativamente la distribucion del ciclo celular y provoco su detencion en la fase G2/M,
después del tratamiento in vitro durante 24 horas y 48 horas. Se ha informado también que ZEA
no solo altera el ciclo celular, sino que también afecta la expresion de las proteinas reguladoras
incluidas Cyclin-B1, CyclinD1, CDK2 y CDK4 de manera dependiente de la dosis, a través de la
via del estrés del ER, generacion de ROS y la via ATP/AMPK, en células de Sertoli de raton
(ZhengP et al. 2018). Estudios en células de Leydig porcinas expuestas a una Clso de ZEA 49,71
MM, evidenciaron un aumento de la apoptosis celular, asi como una alteracion del potencial de
membrana de las mitocondrias y la distribucion del ciclo celular (Sun et al. 2022).

Ademas, de las vias mencionadas anteriormente, tambiéen se encontr6 que la via
intrinseca iniciada por la via mitocondrial dependiente de p53, es un proceso de apoptosis
inducida por ZEA (Banjerdpongchai et al. 2010). El factor de transcripcion p53 puede reprimir o
activar las expresiones de multiples genes. La activacion de la via dependiente de p53 puede
conducir a cambios apoptéticos mitocondriales, como la liberacién del citocromo C y la
activacion de la cascada de caspasas a través de formas de sefiales extrinsecas e intrinsecas para
desencadenar la muerte celular (Wang?et al. 2014; Chen et al. 2019). En esta via, ZEA también
podria afectar las expresiones de las proteinas de la familia Bcl-2, incluida la regulacion positiva
de Bax y la regulacion negativa de la expresion de Bcl-2 (Xu et al. 2016). En algunos reportes,
se establecid que ZEA a concentraciones de 20 a 80 uM, induce apoptosis en las celulas HepG2y
BAEC través de la via mitocondrial dependiente de p53 (Norbury y Zhivotovsky, 2004; Ayed-

Boussema et al. 2008; Lee et al. 2021).
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Figura 10.

Mecanismos moleculares de la muerte celular inducida por ZEA
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Proteina homdloga C / EBP (CHOP); citocromo C (cito C); factor inductor de apoptosis (AiF).
Adaptado de Zheng? et al. (2018)

2.10 Proliferacion celular por el ensayo de MTT

El ensayo de reduccion MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)
es utilizado para determinar los niveles de actividad metabdlica en células eucariotas. La
determinacion se basa en la reduccion metabdlica del MTT, por medio de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa permitiendo determinar de esta manera la funcionalidad mitocondrial
de las células tratadas (Verhulst et al. 1998; Niles et al. 2008; Liu y Nair, 2010). Las coenzimas
reducidas resultantes (NADH y NADPH) convertiran el MTT en formazan, un compuesto de

color violeta (figura 11). La cantidad de formazan producido es proporcional a la cantidad de
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células metabolicamente activas (Mosmann, 1983). EIl formazan es un precipitado insoluble
dentro de las células, y se deposita cerca de la superficie celular, por lo cual debe ser solubilizado
antes de realizar la lectura de la placa, bien sea con isopropanol- HCI, dimetilsulféxido (DMSO)
o dodecilsulfato sodico (SDS). El producto solubilizado se mide a una longitud de onda entre

570 y 590 nm por espectrofotometria (Riss et al. 2016).

Figura 11.

Ensayo MTT para la viabilidad celular. Reduccién del MTT a formazén
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MTT Formazan
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- (E,Z) 5-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio il)-1,3-difenilformazan)

Adaptado de Kamiloglu et al. (2020)

Estudios indican que por medio del ensayo MTT es posible evaluar la citotoxicidad de
ZEA en diferentes tipos de células. Zheng et al. (2016), determinaron la Clso con valores entre
20-40 pg/ml a las 24 horas de tratamiento, en las células de Sertoli, obteniendo porcentajes de
inhibicion en un rango de 40% y 52,65% respectivamente. A su vez, Hassen et al. (2005),

reportaron que ZEA disminuyd la proliferacion de las células HepG2 de manera dependiente de
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la dosis (Clso 95 uM), después de 24 horas de exposicidn a concentraciones de 100 uM y 200
KM, con porcentajes de 48% y 11%, respectivamente.

Otros reportes obtenidos por Lee et al. (2013), demuestran que ZEA tuvo un mayor
efecto citotdxico en las células HepG2 en comparacion con linea celular higado de Chang, ya
que la viabilidad celular fue reducida al 50,4% y 54,2% con respecto a los controles para cada

linea, después del tratamiento con 150 UM ZEN, respectivamente.

2.11 Deteccion de eventos bioquimicos, moleculares y morfoldgicos de la apoptosis

La muerte celular por apoptosis implica una serie de modificaciones bioquimicas y
morfoldgicas que pueden ser identificadas por medio de ensayos, que evallan aspectos
individuales con la ayuda de marcadores especificos, permitiendo la cuantificacion de las células

en etapa tardia o temprana (Plenchette et al. 2004), como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Marcadores para la deteccion de la etapa temprana y tardia de la apoptosis

Etapa de la apoptosis Marcador de apoptosis Método de deteccidén
Temprana Externalizacion de la fosfatidil-serina ~ Anexina V y analisis FACS
Activacion de caspasas Ensayos enzimaticos/ Western
blot
Escisién de sustratos de caspasa Western blot para sustratos
escindidos: PARP
Alteraciones mitocondriales Tincién con DIOC6
(Pérdida del potencial de membrana)
Tardia Escision del ADN Inter-histona Escalonamiento del DNA
Rompimiento de la cadena del ADN TUNEL
in situ
Disminucién del contenido de ADN Tincidn con yoduro de

propidio y anélisis FACS

Morfologia Microscopia Electrénica

Adaptado de Cook y Poole-Wilson (1999); Majtnerova y Rousar, (2018)
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Sin embargo, un cambio importante de la membrana en los eventos tempranos en la
apoptosis, implica la inversion de fosfolipidos anionicos y grupos de fosfatidilserina a la
superficie exterior de la membrana, para que las células vecinas los reconozcan. En efecto, la
deteccion in vitro de fosfatidilserina externalizada se puede lograr a través de la interaccién con
el anticoagulante anexina V. La anexina V conjugada con FITC se une a la fosfatidilserina
expuesta, lo que permite la deteccion de apoptosis; sin embargo, la tincion combinada con
yoduro de propidio (PI) distingue entre células apoptdticas tempranas y tardias o en necrosis,
mediante clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) o citometria de flujo
(Smyth y Berman, 2002). FACS es una técnica utilizada para separar moléculas especificas en
poblaciones de células, en funcion de los fenotipos detectados por citometria de flujo. Estas
células especificas se iluminan con una luz laser y muestran las caracteristicas de nuestro interés
(Naeem et al. 2017).

Por otra parte, la apoptosis también puede ser determinada por la activacién de la cascada
de proteasas de cisteina-aspartico (caspasas) que median eventos de sefializacion, y conducen a
la activacion de caspasas efectoras, involucradas en eventos proteoliticos terminales del proceso
apoptético (O’Brien et al. 2001). Entre estos eventos, se incluyen la escision de enzimas
reparadoras como la poli ADP ribosa polimerasa (PARP). PARP es una enzima nuclear que
participa en la reparacion de dafios en el ADN Yy cataliza la sintesis de poli (ADP-ribosa) a si
misma y a otras proteinas nucleares, en respuesta a mellas y roturas del ADN. En células
apoptoticas, la caspasa 3 escinde esta enzima (péptido de 116 kD), en polipéptidos de 89 kD y 24
kD durante la degradacion del ADN celular, lo que evita la reparacion del dafio del ADN. Los

productos de la escision de PARP se pueden evaluar por Western blot combinado con deteccion
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de quimioluminiscencia mejorada (ECL), siendo un marcador (til para la apoptosis temprana
(Smyth y Berman, 2002; Mullen, 2004).

Asi mismo, se han utilizado colorantes cationicos para medir el potencial de la membrana
mitocondrial (MMP) en células enteras (Bossy-Wetzel y Green, 2000). La reduccion del MMP
es uno de los cambios encontrados durante primeras etapas de la apoptosis y esta precedida por
la liberacidn del citocromo C en varios tipos de células. El yoduro de dihexiloxacarbocianina
(DiOCs) es un colorante catidnico, cargado positivamente que se une a la membrana
mitocondrial, cargada negativamente (Chen et al. 1998). Una disminucion del MMP en las
células apoptoticas, se asocia con una reduccion en la absorcién de DiOCs, lo cual se puede
evaluar mediante citometria de flujo (Petit et al. 1995; Masson et al. 2020).

A su vez, la fragmentacién del ADN se ha utilizado como un marcador especifico, que
proporciona evidencia de muerte celular por apoptosis. En el proceso apoptotico, las nucleasas se
activan y escinden las hebras de ADN internucleosomal desprotegidas por histonas, generando
fragmentos de ADN de 180 pb, que se ejecutan electroforéticamente en geles de agarosa como
una escalera de ADN (Smyth y Berman, 2002). No obstante, uno de los métodos mas utilizados
para detectar dafios en el ADN in situ es el ensayo de marcado de corte final de dUTP de
deoxinucleotidil transferasa Terminal (TdT) (TUNEL, por sus siglas en inglés) el cual, permite
detectar la fragmentacion del ADN producida por la activacion de cascadas durante la apoptosis.
El método se basa en la capacidad de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) para
afiadir dUTPs (2'-desoxiuridina 5'-trifosfato) marcados, en los extremos 3"-OH libres, generados
por la fragmentacion del ADN bien sea de cadena simple o doble (Gavrieli et al. 1992; Heatwole,

1999; Darzynkiewicz et al. 2008; Majtnerova y Rousar, 2018).
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Finalmente, la apoptosis tiene una serie de caracteristicas morfoldgicas, que permiten la
diferenciacion entre las distintas formas de muerte celular, en las cuales incluyen el
encogimiento celular y nuclear con condensacion de cromatina, la pérdida de contactos entre
celulas, la formacién de ampollas en la membrana, la condensacién nuclear y, finalmente, la
formacion de la célula en cuerpos apoptéticos que son fagocitados por las células circundantes.
Estas caracteristicas pueden ser observadas por medio de microscopia electronica de transmision
para demostrar la pérdida de estructuras intracelulares, ya que se pueden obtener imagenes de

ultra alta resolucion de diferentes muestras (EImore, 2007).

2.12 Muerte celular por citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica empleada para medir, diferenciar, analizar y
cuantificar las células de acuerdo a parametros de fluorescencia y clasificacién morfoldgica
como tamafo y granularidad, brindando informacion sobre poblaciones celulares de manera
individualizada (generalmente entre 5000 y -10000 eventos) a medida que las células en
suspension, fluyen en una corriente, a traves de un haz de luz de excitacion (Macey, 2007;
Wilkerson, 2012; Han y Lo, 2015). Con esta técnica, es posible obtener informacion adicional en
cuanto a funciones celulares, a partir de células tefiidas con fluorocromos, los cuales, se
seleccionan en funcidn de su capacidad para emitir fluorescencia con las longitudes de onda de la
luz producida por los l&seres, que iluminan las células y envian las sefiales hacia detectores
(Tuchin et al. 2011; Schmit et al. 2021).

Cuando las células son incididas por el laser, se detectan las sefiales y son recogidas por
el sistema de deteccidn formado por un conjunto de fotodiodos, tres detectores de fluorescencia

(FL1, FL2, FL3), y dos detectores de dispersion de luz; uno de manera frontal, que determina el
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tamario, y es evaluado con el pardmetro FSC (forward scatter), en el cual la fraccion de luz
dispersa es recogida en la misma direccion que la luz incidente (angulo conico de 0-10° con
respecto al punto de incidencia del laser); mientras que la dispersion lateral, determina la
complejidad de la célula SSC (Side scatter), y la fraccion de la luz dispersada, se recoge por un
lente a 90° del eje de incidencia del laser. Ademas, es posible conocer las proteinas que se
expresan (marcadores), permitiendo la identificacion de diferentes tipos de células. Una vez que
las diversas sefiales son recibidas, se dirigen a través fotodetectores (fotodiodos y tubos
fotomultiplicadores), convirtiendo los fotones en electrones y éstos, a su vez, en corriente
eléctrica para que puedan ser procesados y traducidos en gréficos e histogramas (figura 12)

(Marti et al. 2001; Howard, 2003; Diaz et al. 2010; Fleisher y Oliveira, 2019).



Figura 12.

Esquema general de la citometria de flujo
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Se han realizado diferentes analisis en lineas celulares expuestas a micotoxinas, por
medio citometria de flujo, para determinar el estadio de muerte celular en cual se encuentran,
posterior al tratamiento. Wang® et al. (2014) evidenciaron que ZEA induce apoptosis usando
tincion dual con Anexina V/IP, en las células Leydig de rata. Los datos obtenidos por dot plot
indican que un 9,2% se encontraba en apoptosis temprana y en un porcentaje de 29,4 %, se
encontraba en apoptosis tardia, en los grupos tratados con una concentracion de 20 pg/ml de
ZEA.

Adicionalmente, en un estudio realizado por Wentzel et al. (2017), utilizaron la doble

tincion (Anexina V/IP) en Células HepG2, tratadas con una concentracion de 15 uM de FB1,

54
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DON y ZEA. Los resultados arrojaron que el 69,90% de las células expuestas a FB1 seguian
siendo viables (Anexina V-FITC negativa y IP negativa), el 18,70 % de las células estaban en
apoptosis temprana (Anexina V-FITC positivo) y una pequefia poblacion del 10,9 %, en
apoptosis tardia/ necrosis (IP positivo), durante un periodo de 24 horas Sin embargo, para las
celulas expuestas a DON, solo el 45,10 % eran viables, alrededor del 39,5 %,estaban en
apoptosis temprana mientras que el 10,9 %, estaban en apoptosis tardia/ necrosis.
Aproximadamente el 59,5 % de las células HepG2 expuestas a ZEA fueron viables, un 27,5 %,

en apoptosis temprana y <9,69 % en apoptosis tardia/ necrosis.

2.13 Translocacion de la fosfatidilserina y fragmentacion de ADN

Las células sanas estan compuestas por lipidos que se distribuyen asimétricamente en la
cara interna y externa de la membrana plasmatica. Uno de estos fosfolipidos, es la
fosfatidilserina (PS), que normalmente se encuentra en la cara interna de la membrana plasmaética
y, por lo tanto, solo se encuentra expuesta al citoplasma celular. Sin embargo, durante la
apoptosis temprana, esta asimetria de los lipidos se pierde, es decir, la PS, se transloca desde la
cara interna de la membrana hacia la externa, por la accion de proteinas de membrana
(translocasas), permitiendo un mecanismo de reconocimiento para las células fagociticas
(Crowley et al. 2016).

En consecuencia, la anexina V es la sonda mas utilizada para caracterizar las poblaciones
de células apoptoticas mediante citometria de flujo (Boersma et al, 2005). Es una proteina
recombinante de 36KDa dependiente de Ca?* que se une especificamente a residuos de PS
cargados negativamente, expuestos en la superficie externa de la membrana plasmatica (figura

13). Ademas, esta proteina es marcada por fluorescencia, por ejemplo, con Isotiocianato de
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fluoresceina (FITC), que se une a las células que se encuentran en la fase de apoptosis temprana

(Arur et al. 2003; Demchenko, 2013).

Figura 13.

Deteccion de apoptosis basado en la Anexina V

Excitacion

Adaptado de Demchenko (2013)

Ademas, la tincion con anexina V normalmente se utiliza junto con el marcador catiénico
yoduro de propidio (IP), para la identificacion de células apoptéticas tempranas y tardias. Las
células viables con membranas intactas excluyen el IP, mientras que las membranas de las
células muertas y dafiadas son permeables al IP, permitiendo la tincion del ADN. Por lo tanto, las
células que se consideran viables son Annexina-FITC /IP negativas, las células que estan en
apoptosis temprana son Annexina-FITC positivas/IP negativas, y las células que estan en
apoptosis tardia o en necrosis son Annexina-FITC /IP positivas; de esta manera es posible
distinguir las células viables y apoptéticas (Figura 14) (Pozarowski et al. 2003; Gasser et al.

2009; Hingorani et al. 2011; Demchenko, 2013).
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Figura 14.

Deteccion de apoptosis mediada por los marcadores Anexina V/FITC y yoduro de propidio (IP)
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2.14 Andlisis del potencial de membrana mitocondrial con DIOC6

El potencial de membrana mitocondrial (Aym) es un parametro importante de la funcion
mitocondrial (Sakamuru et al. 2016). Sin embargo, durante la apoptosis, el AYM disminuye a
medida que se da la apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial y la pérdida
del gradiente electroquimico (Lemasters et al. 2002). Por lo tanto, A¥M, es un parametro
esencial de la funcién mitocondrial que puede utilizarse como indicador de células sanas
(Sivandzade et al. 2019). Los cambios en Aym se pueden medir mediante citometria de flujo
como una pérdida en la intensidad de fluorescencia de los colorantes lipofilicos catidnicos
especificos de las mitocondrias, utilizando marcadores fluorescentes permeables a la membrana
celular, tales como el Yoduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DiOCs(3)) (Sakamuru et al.
2012). La captacion de DiOCe(3) depende del potencial de la membrana mitocondrial. En

consecuencia, una disminucion de Aym en células apoptoticas, se asocia con una reduccion de
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DiOCe(3) (Zamzami et al. 2000). Este fluorocromo es uno de los mas comunmente utilizados
para monitorear los cambios mitocondriales que preceden a la apoptosis nuclear en varios tipos

de células, incluidas células tumorales, neuronas, hepatocitos, y timocitos (Kroemer et al. 1997).

2.15 Microscopia electronica de transmision (MET)

La microscopia electronica de transmision (MET) es una técnica en la que un haz de
electrones se transmite a través de una muestra para formar una imagen. Los electrones
acelerados se enfocan desde la fuente, en un haz por el lente del condensador, el cual utiliza una
pequefa apertura para excluir los electrones que viajan en grandes angulos con respecto al eje
optico. El haz atraviesa una seccion de plastico ultrafina cuyos tejidos y componentes celulares
han sido post-fijados en tetradxido de osmio y tefiidos con metales pesados como citrato de
plomo y acetato de uranilo que permiten un contraste adecuado sobre la muestra en la region
celular o proteica deseada. Partes del haz se difractan, segun el espesor y la transparencia de los
electrones de la muestra. Los rayos transmitidos se enfocan por el lente del objetivo para formar
una imagen, que posteriormente es ampliada por los lentes intermedios y del proyector, en una
pantalla de fésforo o una camara de electrones. La imagen creada por la transmision diferencial
de los electrones se observa a través de un microscopio electronico (figura 15) (Graham y

Orenstein, 2007; Winey et al. 2014; Sciau, 2016; Zuo y Spence, 2017).
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Figura 15.

Esquema de un microscopio electrénico de transmision
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En diversos estudios, se ha utilizado la técnica de microscopia electrénica de trasmisién
para detectar caracteristicas propias del proceso apoptético, inducido por micotoxinas. Cai et al.
(2020), observaron dafio de la ultra estructura de la superficie celular linfocitos T, después del
tratamiento con diferentes grupos de toxinas (ZEA 20 uM, DON 1 uM, ZEA 20 uM + DON 1
M) durante 48 horas. Se detectaron algunas caracteristicas como la disminucion o incluso
desaparicion de microvellosidades en la superficie celular, perforacion de la membrana celular,
aumento de heterocromatina nuclear, hinchazon o vacuolizacién de mitocondrias y vacuolizacién
en el citoplasma. Otros estudios realizados por Zheng et al. (2016) en las células de Sertoli, se

examinaron los cambios ultraestructurales después del tratamiento con 5, 10 y 20 pg mL ™ de
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ZEA durante 24 h, en las cuales observaron vacuolas en el citoplasma, rotura de las mitocondrias

y dafio en el aparato de Golgi.



Capitulo 111

3. Disefio metodoldgico

En este capitulo se abordd la metodologia utilizada para dar cumplimiento a los

diferentes objetivos propuestos en esta investigacion.

3.1 Area de estudio
Las muestras de arroz fueron tomadas en cultivos pertenecientes a 4 municipios del
Departamento de Norte de Santander (Cucuta, El Zulia, Puerto Santander y Los Patios) (figura

16).

Figura 16.

Area de estudio, municipios de muestreo en Norte de Santander
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El municipio de Cucuta, se encuentra situado en el nororiente del pais, con una altitud
media de 320 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m); presenta un clima célido y seco, la
temperatura promedio es de 28 °C con maximos de 35°C, y presenta una humedad relativa del
aire que oscila durante el afio entre 62 y 77%. Coordenadas geogréficas: Longitud al oeste de
Greenwich 72° 30", Latitud Norte 7° 03' (Cucuta en la region de Norte de Santander - Municipio
y alcaldia de Colombia, s. f.). EI municipio de El Zulia se encuentra a una altitud de 220
m.s.n.m., y presenta una temperatura media de 28°C; en los registros de humedad presenta un
valor méximo de 81%, minimo de 61% y promedio de 72%, no hay datos climatoldgicos
oficiales para este municipio debido a la falta de bases meteoroldgicas. Coordenadas geogréficas:
Longitud al oeste de Greenwich 72° 36", Latitud Norte 7° 55' (Alcaldia municipal de EI Zulia,
2018). El municipio de Los Patios se localiza a una altura de 410 m.s.n.m., su clima es célido y
su temperatura promedio es de 27°C. Coordenadas geograficas: Longitud al oeste de Greenwich
72° 50", Latitud Norte 7° 50" (Cucuta nuestra, s.f.); en cuanto al municipio de Puerto Santander,
posee un clima célido, se encuentra ubicado geograficamente en la parte nororiental del territorio
colombiano, con una altura de 60 m.s.n.m, con una temperatura promedio de 29°C y con
humedad relativa del 82%. Coordenadas geogréaficas: Longitud al oeste de Greenwich 72° 24',

Latitud Norte 8° 21' (Alcaldia de Puerto Santander, 2018).

3.2 Muestreo

Las muestras de arroz de cultivo (15) fueron tomadas de los 4 municipios, se
almacenaron en bolsas de papel, se procesaron y analizaron en el laboratorio de Biologia
Molecular y Genética (BIOMOGEN) de la Universidad de Pamplona, atendiendo a la

codificacion presentada en la tabla 3.
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Tabla 3.

Procedencia y codificacion de las muestras de arroz de cultivo

CcODIGO PROCEDENCIA
M001 Cucuta
MO002 Cucuta
MO003 Clcuta
M004 Clcuta
MO005 Los Patios
MO006 El Zulia
MO007 El Zulia
MO008 El Zulia
MO009 El Zulia
MO010 Puerto Santander
M011 Puerto Santander
M012 Puerto Santander
M013 Los Patios
M014 Los Patios
MO015 Los Patios

3.3 Cuantificacion de Zearalenona por HPLC

Para la deteccion y cuantificacion de ZEA, se aplico el método oficial de analisis de la
Asociacion Oficial de Quimicos Analistas (AOAC), teniendo en cuenta la Norma Técnica
Colombiana NTC 4881:2000 (Método de analisis de Zearalenona de ocurrencia natural). Método
que ha sido estandarizado en el laboratorio de toxicologia de la Universidad Nacional de
Colombia.

Para la extraccion de ZEA, 2) se adicionaron 25 g de arroz molido a una mezcla de
acetonitrilo: agua (84:16), se filtr6 y se homogeniz6 la muestra con acido acético glacial (mejora
la recuperacion de ZEA en un 20%; recuperacion sin acido: 70%, con acido: 90%).

Posteriormente, se purifico en una columna Micotox® 2004. El extracto purificado se
diluy6 (1:1) con agua para ser inyectado en el HPLC. La ZEA es separada de las posibles

interferencias en una columna de fase reversa (octadecilsilano o RP-18) usando un cromatégrafo
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liquido de alta eficiencia. La deteccion de ZEA se logra mediante un espectrofotémetro de
fluorescencia, el cual se acopla a un integrador — graficador para cuantificar la micotoxina
utilizando un método de estandar externo. En la figura 17, se evidencian los cromatogramas
obtenidos por HPLC; en la figura 17A se observa el estandar de ZEA, el cual presentd un tiempo
de retencion de 5,37 minutos, y en la figura 17B, se observa el cromatograma de una muestra

positiva para ZEA, con un tiempo de retencion de 5,34 minutos.

3.3.1 Condiciones cromatograficas (HPLC)

Cromatografo: Shimadzu Prominence.

Inyector automatico: SIL-20AHT.

Bomba cromatogréfica: bomba binaria LC -20AB.

Horno cromatogréafico: CTO-20HT.

Columna analitica: Merck LiChroCART® 125 — 4 HPLC — Cartridge LiChrospher ® 100
RP — 10 (5 um).

Detector de fluorescencia de longitudes de onda variables: Fluorescencia (FLD)
20AXL, condiciones de operacion: excitacion 273 nm, emisioén 465 nm, respectivamente (GAIN
=2).

Fase movil: Acido acético 1 %, MeOH 30:70 (v/v) Flujo: 0.8 ml/min.



Figura 17.

Cromatogramas por HPLC
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A) Estandar de ZEA con un tiempo de retencion de 5,37 minutos. B) Muestra positiva para ZEA con un tiempo de
retencién de 5,34 minutos

3.4 Aislamientos de hongos del género Fusarium spp

Para el aislamiento de Fusarium spp., se tomaron cuatro (4) granos de arroz de las
muestras (M009, M010 y M011) en las que se detecto la presencia ZEA mediante la técnica de
HPLC; y se colocaron en la superficie de placas con medio PDA (Difco Laboratories, Detroit,
MI), por triplicado. Posteriormente, se incubaron a 25°C durante 7 dias. Se observo el micelio

crecido en los granos de arroz de las tres (3) muestras y se escogio la muestra M009 para el

aislamiento en medio PDA (25°C, durante 7 dias), hasta obtener un cultivo con apariencia pura,
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con caracteristicas pertenecientes al género Fusarium, principalmente para evaluar la
pigmentacion y morfologia de la colonia con base en las descripciones de Summerell et al.
(2003) y Leslie y Summerell, (2006). Finalmente, a partir del cultivo puro de la muestra M009,
se tomo un disco de 5 mm de didmetro del borde de las colonias y se coloco al centro de cada
placa, para determinar la tasa de crecimiento del micelio en 3 medios de cultivo PDA (Agar Papa
Dextrosa), Avena y Glicerol Dicloran (DG18%) (Oxoid, Basingstoke, UK). Las placas se
incubaron a 25°C y se midi6 el didmetro de las colonias a los 3 y 7 dias (Leslie y Summerell,
2006; Kumar et al., 2010). Se registro la morfologia de las colonias, la pigmentacion del micelio

aereo y la morfologia de las esporas por microscopia éptica.

3.5 Liofilizacién de Zearalenona

El proceso de liofilizacion de ZEA, se realizé a partir de un estandar de la micotoxina
ZEA (Micotox ® Zearalenona-HPLC; concentracién 10 pg/ml de Zearalenona en metanol). Este
proceso consistio en la didlisis en Buffer Tris a 25 mM (24 Horas/ 4°C en agitacion).
Posteriormente, el contenido se traspasé a un tubo Falcon y se congel6 durante 24 horas,
finalmente se realiz6 el proceso de liofilizacion por 24 horas al vacio (Garzén-Gonzélez et al.

2021).

3.6 Cultivo de la linea celular HepG:2

La linea celular HepG: (carcinoma de hepatoblastoma humano) se cultivo en RPMI-1640
suplementado con suero fetal bovino, 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/100pl por pozo, se dejaron durante 24 horas para la adhesion celular
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y luego se adiciond la micotoxina ZEA liofilizada en DMSO a concentraciones de 1, 2.5, 5, 10,

15 uM durante 48 y 72 horas (Jaimes et al. 2016).

3.7 Ensayo citotoxicidad

El efecto de ZEA sobre la viabilidad celular se determind usando el ensayo MTT.
Después de 48 y 72 horas de tratamiento con la micotoxina ZEA, se evalud la viabilidad celular
adicionando 100 pl de MTT (0,5 mg/ml) y se incubd por 4 horas a 37°C, 5% CO. y 95% de
humedad, luego las placas se lavaron con PBS, posteriormente, se adicion6 100 ul de
isopropanol acido para solubilizar los cristales de formazan durante 1 hora en agitacion suave.
Finalmente, se examino la densidad Optica de la solucion solubilizada a 492 nm
(espectrofotémetro Tecan Spectra classic) (Kupcsik, 2011). El efecto de la micotoxina ZEA
sobre las células HepG2, se expres6 como valores del porcentaje de inhibicidn usando la

siguiente formula:

% Inhibicién = [1 — (absorbancia media de células tratadas/absorbancia media del control)] x 100

3.8 Concentracion inhibitoria (Clso)

La concentracion inhibitoria (Clso), es la concentracion de las micotoxinas necesaria para
inhibir el 50% del crecimiento en las células. La Clsp se evalu6 mediante el calculo de las curvas
de inhibicion del porcentaje-concentracion. Se selecciond el modelo no lineal hiperbélico para el
ajuste de los datos. El analisis de regresion no lineal que se implementd, permitio la obtencion de
los estimadores del modelo mediante minimos cuadrados, usando como variable respuesta a la
dosis inhibitoria y como variable regresora la concentracion de la micotoxina ZEA. La seleccion
del modelo se basé en la gran utilidad del mismo en este tipo de ensayos y por tener el mas bajo

AIC (Criterio de informacion de Akaike) (Jaimes et al. 2016).
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3.9 Deteccion de la muerte celular por microscopia electrénica de transmision (MET)

Se sembraron 3x10° células HepG: en placas de cultivo durante 24 horas para permitir la
adhesion celular. Posteriormente, las células HepG: fueron expuestas a una concentracion de
ZEA de 10 uM durante 48 horas. Al finalizar el tiempo del tratamiento, la monocapa celular se
disocio con tripsina al 0,25%, se lavé con PBS y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos.
El pellet 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) (Palacios y Mendoza, 1972).
Posteriormente, la suspensién celular se centrifug6 a 2000 rpm durante 10 minutos. El pellet se
lavé con tampon cacodilato y se postfijo por 3 a 12 horas en una solucién de tetradxido de osmio
al 1% preparado en el mismo tampon cacodilato. Concluido este tiempo, el pellet se lavo con
solucion tampon y se deshidrato en concentraciones ascendentes de alcohol etilico seguido de
Oxido de propileno, finalmente, se infiltro el pellet celular con resina epoxidica a concentraciones
ascendentes y se incluyo en resina epoxidica. Del pellet de células incluidas se realizaron
secciones de 1 micra de espesor, las cuales fueron coloreadas con p-fenil-endiamina en solucion
acuosa al 1% (p/v) y de 90 nanémetros de espesor, que se contrastaron con citrato de plomo y
acetato de uranilo para el analisis ultraestructural (Watson, 1958; Reynolds, 1963). Los cambios
morfoldgicos propios de la apoptosis en las células HepGo, se analizaron por microscopia

electronica de transmision.

3.10 Extraccion de neutrofilos polimorfonucleares (PMN)
Se recolecto sangre de cinco (5) personas sanas al azar, que fueron etiquetadas de la
siguiente manera: M, para el control negativo; M1, M2, M3, M4, y M5, para las muestras con

tratamiento; la cuales se procesaron simultaneamente. Se tomé por venopuncion 20 ml de sangre
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periférica en tubos con 0,5 ml de heparina y se mezclé suavemente. Se adiciond 1.5 ml de
dextran al 6% en solucion salina al 0.9% vy el tubo se dejé en posicion vertical durante 20
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se traspasé a otro tubo Falcon la fase de células
blancas y se adicion6 medio RPMI, subsecuentemente, se realiz la separacion de PMN
mediante gradiente de densidad con Ficoll en proporcién 3:1 y se centrifugd a 1800 rpm por 30
minutos a 18°C. Se descarto el sobrenadante y se realizo lisis osmotica de los glébulos rojos
durante 30 segundos con agua destilada estéril y fria. Se realizaron 3 lavados con medio RPMI
durante 5 minutos a 2000 rpm a 4°C y las células se resuspendieron nuevamente en RPMI.
Finalmente, los PMN se cuantificaron por el método de exclusion del colorante azul de tripano y

se ajustaron con RPMI-suero fetal bovino al 10% a 2x10° células/500 pL (Jaimes et al. 2016).

3.11 Caracteristicas de la muerte celular por citometria de flujo

Se prepard la suspension celular para las cinco (5) muestras control y con tratamiento,
que contenia 2x10° células/ml en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino. La
suspension celular de las muestras con tratamiento, se expusieron a una concentracion de 6,40
uM de ZEA, cada una por duplicado; estas se incubaron a 37°C en bafio serolégico durante 2
horas y posteriormente se realizaron los diferentes ensayos para la determinacion de las

caracteristicas de la muerte celular, por citometria de flujo como se describen a continuacion.

3.12 Deteccion de la fosfatidilserina y analisis de la fragmentacion de ADN
Después del tratamiento con 6.40 pM ZEA durante 2 horas, los neutrofilos (PMN) se
lavaron y resuspendieron en 500 L de buffer de union con 5 pL de Annexina V' y 5 pL de PI, a

temperatura ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Las células se lavaron con PBS 1X a
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2000 rpm durante 5 minutos a 4°C y nuevamente se resuspendieron en PBS. La lectura se realiz6
por citdbmetro de flujo FACsort y el programa Cell Quest. La deteccion de la fosfatidilserina y el
andlisis de la fragmentacion de ADN, se estimaron como el porcentaje de células que emiten
fluorescencia con relacién al control, utilizando el programa Flowing software 2 (Rojas et al.

2014).

3.13 Analisis del potencial de membrana mitocondrial

Posterior al tratamiento con 6,40 UM ZEA durante 2 horas, los neutréfilos (PMN) se
resuspendieron para un lavado con 500 pL de medio RPMI a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C. El
pellet celular se incub6 con 5 pL de Diocs durante 30 minutos en la oscuridad. Las células se
resuspendieron en RPMI y se lavaron dos veces mas a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C. La lectura
se realizo6 por citometro de flujo FACsort y el programa Cell Quest La pérdida del potencial de
membrana (actividad de DIOCs), se estim6 como el porcentaje de células que emiten
fluorescencia con relacion al control, utilizando el programa Flowing software 2 (Rojas et al.

2014).

3.14 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé usando el software GraphPad Prism 8. Los porcentajes de
proliferacion celular obtenidos con el ensayo de citotoxicidad (MTT), y el porcentaje de células
obtenido por citometria de flujo para el ensayo de deteccion de la fosfatidilserina, andlisis de la
fragmentacion de ADN vy la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, fueron expresadas

como la media DE+ (n=3), versus el control. Los datos se analizaron con ANOVA de una via 'y
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el test comparaciones multiples de Dunnett’s. *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 y ****
p <0.0001.

Mediante el software infostat, se realiz6 el analisis de la concentracion inhibitoria, es
decir, la concentracion de la micotoxina ZEA necesaria para inhibir el 50% (Clso) del
crecimiento en las células HepG2, se midié mediante el calculo de las curvas de inhibicion del
porcentaje-concentracion. Se selecciond el modelo no lineal hiperbolico para el ajuste de los
datos. El andlisis de regresion no lineal que se implementd, permitio la obtencion de los
estimadores del modelo mediante minimos cuadrados, usando como variable respuesta a la dosis
inhibitoria y como variable regresora la concentracion de ZEA evaluada. La seleccion del
modelo se baso en la gran utilidad del mismo en este tipo de ensayos y por tener el mas bajo AIC

(Criterio de informacion de Akaike).
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Capitulo IV
4. Resultados y discusion
Finalmente se presentan los datos obtenidos con su respectivo analisis, a partir de la

metodologia planteada en la presente investigacion.

4.1 Cuantificacion de Zearalenona
Los valores obtenidos en la cuantificacion de ZEA para las 15 muestras de arroz en

cultivo, se encuentran registrados en la tabla 4. Se detecto la presencia de ZEA en las muestras:
MO009 (98 pg/Kg), M010 (167 png/Kg) y M011 (490 pg/Kg), correspondiente a los municipios de
El Zulia (1 muestra) y Puerto Santander (2 muestras) de donde fueron tomadas, respectivamente.
Dado que las condiciones dptimas para la produccién de ZEA dependen en gran parte de los
factores ambientales como temperatura, humedad relativa y actividad del agua; los municipios de
El Zulia y Puerto Santander presentan condiciones ambientales propicias para el desarrollo de
Fusarium spp. y asi mismo, para la produccién de ZEA, puesto que investigaciones han
demostrado que los altos niveles de ZEA en granos, frecuentemente se encuentran en entornos
calidos y humedos (Kovalsky et al. 2014) y se sintetiza a temperaturas de 25°C con un Aw de 0.96,

siendo estos pardmetros, los 6ptimos (Milani, 2013).
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Tabla 4. Cuantificacion de ZEA en las muestras de arroz en cultivo

cODIGO ZEA (ng/kg)

MOO1 N.D*
MOO2 N.D*
MOO3 N.D*
MOO4 N.D*
MOOS N.D*
MOO6 N.D*
MOO7 N.D*
MOoOoS8 N.D*
MOO9S 98

MO10 167
MO11 490
MO12 N.D*
MO13 N.D*
MO14 N.D*
MO15 N.D*

(*) No Detectable

De igual manera, la presencia y cuantificacion de ZEA en este estudio, coincide con
reportes realizados en arroz en diferentes paises. En Korea, Park et al. (2005) utilizando HPLC,
detectaron a ZEA en 3 de las 88 muestras de arroz pulido analizadas (3.4%) en concentraciones
entre 21.7 - 47 ug/kg. Sin embargo, en Espafia Ibafiez et al. (2011) reportaron que el 50% de las
muestras de arroz analizadas por Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion (UHPLC),
presentaban una contaminacion con un nivel promedio de 5.22 pg/kg de ZEA. Valores mas altos
de ZEA se detectaron por Cromatografia en Capa Fina (CCF) en muestras de arroz parbolizado
en Brasil, con concentraciones entre 317- 396 pg/kg, en el 19% de las muestras analizadas (Dors
et al. 2011). En estudios posteriores en India, por Rai et al. (2018) detectaron ZEA en el 80% de
las muestras de arroz analizadas con un promedio de 94.5 pg/kg, utilizando HPLC.

En consecuencia, la contaminacion por micotoxinas esta influenciada por deficiencias en
el manejo y almacenamiento del grano, dafios causados por insectos o plagas, asi como también,

por distintos factores como condiciones climaticas que desencadenan la proliferacion de hongos
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filamentosos (Paterson y Lima, 2010). Por otra parte, la carencia de recomendaciones para
prevenir la contaminacién de alimentos por micotoxinas, y la deficiencia de directrices para los
niveles de tolerancia, puede ser considerado un factor que pone en riesgo la salud de los
consumidores y limita el desarrollo de inspecciones necesarias que garanticen la inocuidad de los
alimentos; asi que, a fin de garantizar la seguridad de los cereales y los productos a base de
cereales utilizados como alimentos y piensos, es necesario implementar controles y monitoreo
para definir sus niveles permisibles.

Por lo tanto, estos resultados pueden contribuir a la generacién de reglamentos que
contemplen la importancia de la contaminacion de ZEA en el arroz, ya que no existe una
referencia de los valores limites méaximos permitidos.

Por esta razdn, es de gran importancia conocer la incidencia de hongos productores de
micotoxinas en cereales como el arroz; ya que la continua exposicion, puede ocasionar graves
riesgos para la salud humana y animal (Amirahmadi et al. 2018); ademas, el crecimiento de
hongos es una de las principales causas del deterioro de los cereales (Moss, 1996).

Sin embargo, no solo se detectaron niveles considerables de ZEA en el arroz de cultivo, sino que
también, por medio de andlisis microbiolégicos, se confirmé la presencia de Fusarium spp., uno

de los principales hongos toxigénicos.

4.2 Aislamiento de Fusarium spp.

A partir de la deteccion de ZEA en las muestras de arroz (M009, M010 y M011), se pudo
corroborar morfologicamente la presencia de Fusarium sp. Sin embargo, para determinar las
caracteristicas morfologicas macroscopicas, se escogio el Fusarium de la muestra M009 y se

realizo el aislamiento en tres (3) medios de cultivo (PDA, AVENA y DG18) (figura 18).
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Figura 18.

Caracteristicas macroscopicas de Fusarium sp.

A). Anverso de colonia de Fusarium spp. en medio PDA, B). Anverso de colonia de Fusarium spp. en medio
Avena, C). Anverso de colonia de Fusarium spp. en medio DG18, D). Reverso de colonia de Fusarium spp. en
medio PDA, E). Reverso de colonia de Fusarium spp. en medio Avena, F). Reverso de colonia de Fusarium spp. en
medio DG18

En los medios estudiados, se evidenciaron las caracteristicas morfoldgicas
macroscadpicas, como el color y la textura de las colonias. En medio PDA, se produjo gran
cantidad de micelio aéreo algodonoso de color blanco, con tonalidades rosadas (figura 18A); en
el reverso del agar se observaron pigmentos color rosa-purpura (figura 18B). En el medio Avena,
se presentd abundante micelio algodonoso con dos coloraciones diferentes, blanco y amarillo,
tornandose rosado a medida que maduraba el cultivo (figura 18D); no presentd pigmentos al
reverso del agar (figura 18E). En cuanto al medio DG18, se obtuvo un micelio aéreo algodonoso

blanco con centro rosado de crecimiento irregular (figura 18C), es decir, al medir el diametro
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desde el centro a cualquier borde, la medida no era la misma. En el reverso se podia observar una
pigmentacion de color rosado en el centro y blanco en el resto del cultivo (figura 18F).

Mediante el uso de estos medios de cultivo, se pudo conseguir una variacion en la fuente
de carbono aportada, siendo uno de los factores principales que influyen en el crecimiento
fangico, sin embargo, el color del micelio y pigmentos que desarrollan depende de la especie, y
son muy variables, siendo blanco, crema, anaranjado, rosa, rojizo o parpura. Sin embargo, como
se observa en estos resultados, las caracteristicas morfoldgicas de una especie que son comunes
en un medio de cultivo, pueden perderse o alterarse cuando se realiza el aislamiento en un medio
diferente (Leslie y Summerell, 2006).

Asi mismo, a partir del cultivo puro aislado de la muestra M009, se determiné el
crecimiento micelial de Fusarium sp. en los tres medios de cultivo (Tabla 5), donde se observa
que en los medios PDA y Avena hubo mayor desarrollo, alcanzando en el séptimo dia un

didmetro de 90 mm, mientras que en el medio DG18 se presentd un didmetro de 77 mm.

Tabla 5.

Comparacion del crecimiento micelial de Fusarium sp

Medio de Diametro en mm
cultivo 3 dias 7 dias
PDA 73 90
AVENA 70 90
DG18 42 77

Los resultados obtenidos coinciden con la afirmacién de Leslie y Summerell (2006),
Stepien et al.,(2013) y Souza et al.,(2018), quienes indican que el crecimiento y la esporulacion

del micelio de Fusarium spp. esta influenciado por el medio de cultivo utilizado.
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Las especies de Fusarium, tienen varias caracteristicas microscépicas que las ayudan a
identificar y diferenciar; tales como: tamafio y forma de las macroconidias, presencia o0 ausencia
de microconidias; ademas de estructuras de resistencia y propagacion como las clamidosporas
(Booth, 1977; Liliana et al. 2014). De tal modo, que, en la morfologia microscopica observada,
se pudo evidenciar la ausencia de microconidias y la presencia de macroconidias, las cuales
presentaban forma de medialuna, hialinas y multiseptadas (entre 4 y 5), y células apicales
alargadas, curvadas y basales con forma de pie (figura 19A). También se pudo observar
estructuras de resistencia como las clamidosporas, globosas, lisas de doble pared, simples, tanto
en orientaciones terminal e intercalar (figura 19B).

Todas estas caracteristicas fenotipicas, permiten la identificacion presuntiva a nivel de
género que generalmente se realiza a partir de la apariencia de la colonia, seguido de la
confirmacion microscopica (IARC, 2012). Por lo tanto, estos resultados presuntivamente
corresponden con las descritas por Leslie y Summerell (2006) para aislados de Fusarium
graminearum, una de las especies de Fusarium mas importantes, asociada con la produccion de
ZEA. Sin embargo, el conocimiento taxonémico de Fusarium spp. es limitado debido a la
similitud de las especies y la insuficiencia de caracteres morfoldgicos distintivos, con

identificacion basada en macro y microconidios en varias especies (Marasas et al. 1984).
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Figura 19.

Caracteristicas microscopicas de Fusarium spp

A) Macroconidias; B) Clamidosporas. MAC: Macroconidias, Sep:septos, cb: célula basal, ca: célula apical, CLA:
Clamidosporas. Microscopio 6ptico Nikon, 1000X

Los resultados anteriormente mencionados, evidencian la presencia de ZEA en tres (3)
muestras de arroz de cultivo y, a su vez el aislamiento de Fusarium sp.; y se puede considerar a
este hongo toxigénico como contaminante natural del arroz. De modo que, es fundamental, la
deteccidn e identificacion de micotoxinas, ya que la presencia de hongos no necesariamente
implica su produccion, no obstante, el hongo puede estar ausente, pero no se puede asegurar que

la micotoxina también lo esté (Carlson y Ensley, 2003).

4.3 Efecto de la citotoxicidad de ZEA sobre células HepG:2

La toxicidad de ZEA se pudo determinar con la medicion de la viabilidad de la linea
celular HepG2, como modelo para establecer el efecto citotoxico sobre los hepatocitos, siendo el
higado, el sitio prominente para la metabolizacion y para procesos oxidativos intensos en el

cuerpo (Gazzah et al. 2013).
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Por consiguiente, la viabilidad se determiné por la capacidad de formacion de los
cristales de formazan por las células HepG2 metabdlicamente activas. Las células que no fueron
expuestas a ZEA, presentaron una actividad metabdlica alta, debido a la reduccion del Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en cristales de Formazan (figura 20A), en
comparacion con las células tratadas con 15uM a las 48 horas, en las cuales la actividad
metabdlica disminuyo, evidencidndose el efecto antipoliferativo que causa ZEA en las células

HepG2, como se muestra en la figura 20B.

Figura 20.

Evaluacion de la actividad metabdlica en las células HepG2 por reduccion de MTT

A) Células HepG; sin tratar. B) Células HepG; expuestas a 15 uM de ZEA durante 48 horas. Aumento:400. C=
Cristales de Formazan, Ac= Agrupacion celular. Microscopio 6ptico invertido Nikon 37762

El tratamiento con diferentes concentraciones de ZEA (1, 2.5, 5, 10 y 15 uM), caus6
efectos citotoxicos sobre la proliferacion de las células HepGz. En las Figuras 21A 'y 21B, se
evidencia que ZEA promueve la inhibicion de la proliferacion celular, de manera dependiente de

la concentracion a las 48 y 72 horas de exposicion, por lo tanto, se observé un efecto



significativo a partir de 5 uM (60,88% DE+3,89 y 66,020% DE=+4,13) en comparacion con el

control (97,78% DE+0,27 y 98,57% DEx+ 0,57) respectivamente (p<0,0001).

Asi mismo, a mayor tiempo de exposicion con ZEA (72h), mayor fue el efecto de la

concentracion (15 uM), sobre el porcentaje de proliferacion celular, el cual fue reducido

significativamente (22,22% DE= 2.63), en comparacion con el porcentaje obtenido a las 48 horas

(28,25%) (p<0,0001).

Figura 21.

Proliferacion de las células HepG2 tratadas con diferentes concentraciones de ZEA (1, 2.5, 5,

10y 15 uM)
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Ayed-Boussema et al. (2008), evidenciaron que ZEA disminuyd la proliferacion de las

células HepGs., a una concentracion de 120 uM, después de 24 horas de tratamiento con

porcentajes de 55%. No obstante, Lee et al. (2013), obtuvieron una disminucion de la viabilidad

en las células Chang de higado humano, después del tratamiento con ZEA a una concentracion
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de 200 uM a las 12 y 24 horas de exposicion, con porcentajes de 19.3% y 41.5%,
respectivamente.

Varios autores coinciden en que los resultados de los estudios, varian segun las
condiciones de cada ensayo, ya que, en estudios realizados por Gazzah et al. (2010) con el
ensayo de hidrolisis de diacetato de fluoresceina (FDA) en HepG2, obtuvo un porcentaje de
inhibicion del 90% a las 60 horas de exposicion a una concentracion de 268 uM de ZEA; Viera
et al. (2015) con el ensayo de rojo neutro en leucocitos de sangre periférica humana (PBL),
obtuvo porcentajes de inhibicion entre un 30 -64%, después del tratamiento con ZEA por 1 hora
con concentraciones entre 10 - 80 pg/ml.

Los resultados revelaron que la concentracion inhibitoria (Clso) obtenida después de las
48y 72 horas del tratamiento celular con ZEA, indujo una reduccion en la proliferacion celular
en funcidn de la dosis y el tiempo de exposicion puesto que, a las 48 horas, el valor de Clsg fue
de 6,40 uM DE=0,33 y a las 72 horas la Clso fue mayor con un valor de 9,41 uM DE=+0,64. De
modo que, a mayor tiempo, mayor es la Clso necesaria para inhibir el 50% de la poblacion
celular. Con base en estos resultados, se pudo observar que el efecto citotoxico sobre las células
HepG: es mayor a medida que aumenta la concentracion de ZEA, indicando que la exposicion a
esta micotoxina afecta la proliferacion celular y por ende genera pérdida de la actividad
metabdlica.

Estos resultados difieren de los obtenidos por diferentes autores en lo que se han
reportado Clso desde 70 hasta 250 uM en la linea celular HepG., mediante el ensayo MTT a las
24 horas de tratamiento con ZEA (Hassen et al. 2005; Gazzah et al. 2013; Tatay et al. 2014;

Karaman et al. 2020). No obstante, en un estudio realizado por Kouadio et al. (2005), con el
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mismo ensayo, obtuvieron una Clso de 25 pM a las 24 horas de tratamiento con ZEA en la linea
Caco-2.

Los resultados obtenidos variaron, debido a las condiciones evaluadas en este estudio,
tales como la liofilizacion de la micotoxina, el tipo de linea celular, concentraciones, tiempo de
exposicion y las caracteristicas del patron utilizado. No obstante, se pudo evidenciar que el
efecto citotdxico de ZEA sobre las células HepG., es mayor a medida que aumenta la
concentracion y el tiempo. De tal modo, se puede inferir que la exposicién a ZEA genera
disminucion en la proliferacion celular, pérdida de la actividad metabdlica y causa la muerte en
diferentes tipos de células (Ben et al. 2015; Zheng et al. 2016). Esta muerte celular puede ser el
resultado de varios dafios celulares y bioquimicos, e induccion de la detencién del ciclo celular,

estrés oxidativo, dafio en el ADN y apoptosis (Zhang et al. 2017).

4.4 Cambios morfoldgicos en células HepG2 causados por ZEA

Mediante microscopia electronica de transmision se observaron los cambios
morfolégicos de HepG2 después del tratamiento con 10uM de ZEA durante 48 horas. A
continuacion, se describen los cambios en las células HepG: del grupo control, en el cual, el
nucleo mantuvo su forma redondeada con zonas claras y oscuras que corresponden a la
cromatina, con la presencia de uno o varios nucléolos, ademas, la membrana plasmatica y
nuclear se mantuvo intacta. Debido a que las células HepG: presentan una morfologia epitelial,
se pudo observar las uniones en monocapa y el contacto célula a célula (figura 22A).
En las células HepG. tratadas con ZEA se evidenciaron los siguientes cambios morfoldgicos:

contraccion celular, pérdida del contacto célula a celula, cromatina dispersa y condensada,
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fragmentacion nuclear y celular, formacidn de vesiculas o cuerpos apoptéticos (figura 22B). Estos

cambios morfol6gicos pueden estar relacionados con un proceso apoptético en la célula HepG..

Figura 22.
Microscopia electronica de transmision de las células HepG2 expuestas a 10 uM de ZEA durante

48 horas

A) Control negativo. B) Células tratadas con 10 uM de ZEA. Aumento: 4.000X. Mp= Membrana Plasmatica, C=
Citoplasma, N= Ncleo, n= nucléolo, Mn= Membrana nuclear, Cm= Cromatina, Flecha con doble punta= Contacto
célula a célula, Nf= Nucleo fragmentado, Cd= Cromatina dispersa, Ca= Cuerpos apoptoticos, Fc= Fragmentacion
celular, Cc= Célula contraida. Microscopio electrénico de transmision (H-7000, Hitachi)

Estudios con ZEA han reportado cambios morfoldgicos en diferentes tipos de células,
como los obtenidos por Cai et al. (2020) al exponer linfocitos T a una concentracion de 20 uM
por 48 horas, provocando dafio por disminucion o incluso desaparicion de microvellosidades en
la superficie celular, fragmentacion de la membrana celular, aumento de heterocromatina
nuclear, hinchazon o vacuolizacién de mitocondrias y citoplasma. Asi mismo, Wang? et al.
(2014), observaron condensacién de la cromatina, fragmentacion nuclear, y formacion de
cuerpos apoptéticos incorporados a la membrana en células de Leyding de ratas expuestas a 10

pg/ml de ZEA por 12 horas.
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4.5 Caracteristicas de la muerte celular en neutrofilos polimorfonucleares por ZEA

La induccidn de la apoptosis en las células polimorfonucleares (PMN) se pudo evidenciar
a las 2 horas de tratamiento con ZEA a una concentracién de 6,40 uM; de modo que se evalué la
exposicion de la fosfatidilserina en la capa externa de la membrana plasmatica. En el histograma
de solapamiento (overlay), se obtuvo un porcentaje de positividad de la Anexina V-FITC del
67,70%, como marcador de la apoptosis temprana y se observo el desplazamiento hacia la
derecha en el histograma de la sefial en las células tratadas con ZEA, indicando el grado de
deteccion y, en consecuencia, la densidad de inversion de la fosfatidilserina, en comparacion con

el control que present6 un porcentaje del 46,99% (figura 23).

Figura 23.
Deteccion de la fosfatidilserina en células PMN mediante citometria de flujo por tincién con
Anexina V-FITC, durante 2 horas de tratamiento con ZEA a una concentracion de 6,40 uM

A. Sin tratamiento B. con 6.40 um de ZEA C. Sin tratamiento + 6.40 pm de ZEA

46,99% 67'7J\0%

NUMERO DE CELULAS

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA (ANEXINA V-FITC)

A). Pico gris representa el control B). Pico negro representa las células tratadas con ZEA. C) Solapamiento del
control vs. células tratadas con 6,40 uM de ZEA. El grado de unién al marcador AnexinaV/FITC fue cuantificado por
citometria de flujo

En cuanto a los porcentajes obtenidos de deteccion de la fosfatidilserina, se pudo

observar que no hubo diferencias significativas entra la muestra control y las 5 muestras



85

analizadas. Sin embargo, se evidencio diferencias significativas, al comparar entre si, las
muestras tratadas con ZEA (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001), por lo tanto, el efecto citotoxico
entre las muestras fue muy diverso, con porcentajes mayores o cercanos al 50% para las muestras
M1, M3y M4, e inferiores al 20% para las muestras M2 y M5. No obstante, aunque se trate del
mismo tipo celular, los porcentajes obtenidos variaron en gran medida, indicando que las células

reaccionaron de diferente manera a la micotoxina (figura 24).

Figura 24.
Porcentaje de células PMN positivas para Anexina V-FITC, tratadas con una concentracion de

6,40 uM de ZEA
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Deteccion la fosfatidilserina, caracteristica relacionada con la apoptosis temprana.
Cada barra representa la media DE+ (n=3), versus el control usando ANOVA. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001

La fragmentacion del ADN en las células PMN se cuantificé por citometria de flujo. En
la figura 25, se evidencia el grado de incorporacion del IP en las células tratadas con 6,40 uM de

ZEA, con un porcentaje de positividad del 50,68%, debido a la pérdida de la permeabilidad de la
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membrana, en comparacion con el control en el cual se obtuvo un porcentaje de 40,86%.
Ademas, conforme se desplaza hacia la derecha el histograma de sefial, mayor cantidad de IP se

habré unido al ADN, siendo proporcional a la intensidad de fluorescencia emitida.

Figura 25.
Analisis del nivel de fragmentacion del ADN en células PMN mediante citometria de flujo por
tincion con yoduro de propidio (IP), durante 2 horas de tratamiento con ZEA, a una concentracion
de 6,40 uM

A. Sin tratamiento B. con 6.40 ym de ZEA C. Sin tratamiento + 6.40 um de ZEA

40,86% |,,50,68% 1

NUMERO DE CELULAS

v

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA (IP)

A). Pico gris representa el control B). Pico negro representa las células tratadas con ZEA C). Solapamiento del
control vs. Células tratadas con 6,40 uM de ZEA

De acuerdo con los datos obtenidos para el analisis de fragmentacion de ADN; en la
figura 26, se observo que las células de la muestra control, presentaron una diferencia
significativa con la muestra M1 (**p< 0.01) y M5 (*p< 0.05), con porcentajes de apoptosis
tardia y/o necrosis entre 60.17% y 13.09%, respectivamente, en comparacién con el control
(34,42%). No obstante, en la comparacion entre las 5 muestras tratadas con ZEA, se obtuvo

porcentajes en un rango de 50-60% para M1y M3, con diferencias significativas muy variables
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entre las deméas muestras analizadas (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001, ****p<0,0001), y

porcentajes cercanos al 30% para M2, M4 y M5.

Figura 26.
Porcentaje de células PMN con fragmentacion de ADN relacionada con apoptosis tardia y

necrosis, tratadas con una concentracion de 6,40 uM de ZEA
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Cada barra representa la media DE+ (n=3), versus el control usando ANOVA. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001,
****n<0,0001

Debido a que se realiz6 una tincion doble con Anexina V-FITC y yoduro de propidio
(P1), se pudo observar que las muestras M1 y M3, presentaron mayor sensibilidad a ZEA, con
porcentajes de apoptosis temprana, tardia y necrosis cercanos al 50%, en comparacién con los
porcentajes obtenidos en las demas muestras.

Esta afirmacion coincide con un estudio realizado por Richetti et al. (2003), en el cual
evaluaron la actividad de 4 micotoxinas (Citrinina, Ocratoxina B, Rubratoxina B, y B-zearalenol)

en neutrdfilos, cuyo efecto en este caso, no dependio de la dosis, sino que la sensibilidad fue



88

estrictamente individual, ya que, con la misma dosis de las micotoxinas, se presentaron diversos
efectos en las diferentes muestras de estudio.

Se han reportado también, estudios sobre la determinacion de la induccion de apoptosis
por citometria de flujo con ZEA, los cuales varian en gran medida de los resultados obtenidos en
esta investigacion, ya sea por el tipo de célula, la concentracion y el tiempo de exposicion.
Wang et al. (2014), confirmaron que ZEA induce apoptosis al exponer las células de Leyding de
ratas a 20 pg/ml por 12 horas, en donde, el porcentaje de células que estaban en apoptosis
temprana fue mayor (29.4%) a las que se encontraban en apoptosis tardia (9.2%). En contraste,
Liu et al. (2018), expusieron las células granulosas porcinas a ZEA durante 72 horas con
concentraciones 10 uM y 30 uM, y obtuvieron porcentajes de apoptosis temprana entre un 0.44 -
6.91% y 1.25 - 24.71%, respectivamente; y de apoptosis tardia entre un 5.95 -13.8% y 10.07 -
41.87%, respectivamente.

Por otro lado, los cambios en el potencial de membrana mitocondrial en las células PMN,
se representan como el porcentaje de células con reduccién en la intensidad de fluorescencia
emitida por DiOCs, siendo un indicador clave de la actividad mitocondrial dependiente del
voltaje, respecto al control. En la figura 27, se compararon las intensidades de fluorescencia con
el histograma de solapamiento, en el cual se evidencia un alto nivel de unién de DiOCs a las
mitocondrias de las células PMN control, con porcentajes de pérdida del potencial del 8,33% y
una notable disminucidn en la intensidad de fluorescencia en las células PMN tratadas con 6,40
MM de ZEA, con un porcentaje de 36,86%, desplazandose hacia la izquierda en el histograma de
sefal, siendo esta, una caracteristica clave en procesos de apoptosis temprana por la via

mitocondrial.
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Evaluacion del potencial de membrana en células PMN por tincion con DIOC6 mediante

citometria de flujo durante 2 horas de tratamiento con ZEA, a una concentracion de 6,40 uM
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Figura 28.

control vs células tratadas con 6,40 uM de ZEA
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Con respecto a los datos obtenidos en la figura 28, la muestra M5 present6 un porcentaje
de células con pérdida del potencial de membrana de 32,69%, y diferencias significativas
(****p< 0,0001), con todas las muestras tratadas con ZEA, incluyendo el control (12.79%),
indicando que la muestra M5 tuvo una baja captacién de DIOCs, lo que sugiere que se presentd
pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial, que refleja el inicio de la sefial
proapoptética por la via mitocondrial.

De acuerdo a los reportes en la literatura y a los encontrados en este estudio, se puede
inferir que, a pesar de haberse evaluado la misma poblacion celular, se presentaron notables
diferencias entre las 5 muestras, indicando que el efecto de las micotoxinas puede estar
influenciado por la edad, sexo, raza, tipo de célula, estado inmunolégico, tiempo de exposiciéon y
concentracion. También se podria inferir que ZEA, puede inducir diferentes vias de sefializacion,
debido a la variabilidad de sus efectos.

Tal es el caso de estudios realizados por Xu et al. (2016) en las células Sertoli de ratas, en
donde determinaron que se incremento la expresion de genes pro-apoptéticos caracteristicos de
cada via de sefializacion, Bax/Bcl-2 y caspasa 9 (intrinseca), FasL y caspasa 8 (extrinseca) y
caspasa 3; después del tratamiento con ZEA a concentraciones entre 0 -150 uM por 24 horas,
demostrando, que ZEA induce apoptosis de manera dosis-dependiente por las dos vias, intrinseca
y extrinseca. En estudios previos realizados por Cai et al. (2019), en el mismo tipo de poblacion
celular, revelaron que ZEA a una concentracion de 20 uM por 24 horas, redujo la transcripcion y
la expresion de proteinas Bcl-2 anti-apoptoticas e incrementd la transcripcion y expresion de
proteinas pro-apoptoticas Bax, Fas, FasL, FADD, y caspasa 8.

En consecuencia, los parametros analizados por citometria de flujo en las células

permitieron determinar que la induccion de la apoptosis, fue el efecto citotoxico producido por
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ZEA en las células PMN, al evaluar los eventos caracteristicos de este proceso, como son
translocacion de la fosfatidilserina, fragmentacion del ADN y pérdida del potencial de
membrana. Los resultados obtenidos en este estudio, permitieron verificar que la exposicion a
ZEA, desencadena eventos morfoldgicos y bioquimicos, que conducen a la muerte celular por

apoptosis en las células HepGzP y PMN.
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Conclusiones

Segun los datos obtenidos por HPLC, se pudo concluir que en el 20 % (3 de 15) de las
muestras de arroz de cultivo tomadas de los municipios de Cdcuta, Los Patios, El Zulia, y Puerto
Santander, se cuantificO y se evidencio la presencia de ZEA. Estos resultados indican que existe
un riesgo para la salud; ya que, la micotoxina induce diferentes efectos citotoxicos,
hepatotoxicos, carcinogénicos, estrogénicos y genotoxicos, entre otros; relacionados con la
muerte celular en diferentes tipos de células, por esta razon, surge la necesidad de establecer
medidas preventivas por parte de los organismos de control y de esta manera, fijar valores limites

méaximos permitidos en alimentos como el arroz.

A partir de los resultados obtenidos por medio de analisis microbiolégicos, se aislé e
identifico el hongo toxigénico Fusarium sp., en las muestras de arroz de cultivo (M009, M010 y
MO011); en las cuales, se detectd y cuantifico la presencia de ZEA; por ende, es de gran
importancia realizar detecciones consecutivas, tanto de las micotoxinas como del hongo, ya que
la sola presencia del hongo, no implica que la micotoxina también lo esté, o en caso contrario, la

ausencia del hongo, no garantiza que los alimentos estén libres de la micotoxina.

Teniendo en cuenta las caracteristicas observadas con el ensayo MTT y por microscopia
electrdnica de transmisidn, se pudo evidenciar que ZEA ejercio un efecto citotoxico sobre las
células HepG., disminuyendo la actividad metabdlica, y por ende, causando un efecto
antiproliferativo de manera dependiente a la concentracion y al tiempo de exposicion; por
consiguiente, indujo cambios morfoldgicos relacionados con la muerte celular por apoptosis,

como la reduccion del volumen celular, pérdida del contacto célula-célula, condensacion y
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dispersion de la cromatina, formacion de vesiculas, fragmentacion nuclear y celular, y formacion

de cuerpos apoptoticos.

Los resultados en este estudio, permitieron corroborar que la exposicion a ZEA,
desencadena una serie de cambios bioquimicos y morfoldgicos caracteristicos de la muerte
celular por apoptosis y/o necrosis, posiblemente por la activacion jerarquica de caspasas que

conduce a los diferentes cambios en la linea celular HepGzy PMN.

Por medio de la doble tincion (Anexina V-FITC /IP), se determinaron los porcentajes de
células PMN que evidenciaron inversion de la fosfatidilserina y fragmentacion del ADN,
permitiendo la determinacion del estadio de muerte celular (apoptosis temprana, apoptosis tardia
y/o necrosis); en cual se encuentran las muestras analizadas posterior al tratamiento con 6,40 uM
de ZEA. Los resultados evidenciaron que las muestras M1y M3 presentaron mayor sensibilidad

el efecto de ZEA, con porcentajes cercanos al 50% en las dos tinciones.

Se analizé la pérdida del potencial de membrana mitocondrial en las células PMN
tratadas con 6,40 uM de ZEA, a partir de la reduccion en la intensidad de fluorescencia del
marcador DiOCs, como un indicador esencial de la funcion mitocondrial; con un porcentaje de
32,69% para la muestra M5, evidenciando, baja captacion de DiOCsg. y por ende perdida en la

integridad de la membrana.
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Recomendaciones

Se requiere la basqueda de estrategias de prevencion para el desarrollo de hongos
toxigénicos en alimentos de mayor consumo en la region, implementando programas de
vigilancia, seguimiento, control y monitoreo de las condiciones de almacenamiento de los
granos, bajo las directrices de los organismos de control como el INVIMA, y el ICA, orientados

al desarrollo de las Buenas Practicas Agricolas.

Continuar con el desarrollo de estudios relacionados con la presencia de micotoxinas en
alimentos de consumo humano, para que se puedan definir politicas de salud publica y poder

establecer valores permisibles.

Se recomienda que los resultados obtenidos en este trabajo, sean el punto de partida para
continuar con estudios de las proteinas implicadas en las diferentes vias de sefalizacién del
proceso apoptotico y realizar ensayos que permitan determinar que otros tipos de muerte celular

estan relacionados con la citotoxicidad de ZEA.
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