INOCUIDAD

INTRODUCCION

CARACTERIZACION DE LA TOXICIDAD
DE HONGOS ALTERANTES DE ALIMENTOS
UTILIZANDO CAENORHABDITIS ELEGANS

-

Los alimentos representan una rica fuente de nutrientes
para hongos filamentosos que, en condiciones 6ptimas,
tienen un rapido desarrollo. Sin embargo, también son
capaces de crecer frente a condiciones no favorables e
incluso adversas, tales como pre-tratamientos, condi-
ciones de almacenamiento, incorporacion de aditivos,
como ocurre en el procesamiento de los alimentos
(Stoev, 2016; Almudena & Lizaso, 2001).

Se ha descripto un gran niimero de géneros de
hongos filamentosos que contaminan alimentos. Dentro
de estos géneros, hay especies que tienen funciones
beneficiosas en la elaboracion de alimentos y otras que
producen alteraciones cualitativas y cuantitativas y/o
depositan sustancias toxicas o micotoxinas (Alshannaq
& Yu, 2017). Las especies toxigénicas se incluyen en
los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium y
Alternaria (Waskiewicz & Golinski, 2015). Sus micotoxi-
nas pueden causar toxicidad aguda -con deterioro de
organos y pudiendo causar la muerte- o toxicidad cro-
nica con efectos cancerigenos, mutagénicos y teratogé-
nicos, por lo que representan el mayor riesgo de expo-
sicion para las poblaciones modernas (Alshannaq & Yu,
2017, Waskiewicz & Golinski, 2015).

Para evaluar la toxicidad se ha empleado una
gran variedad de ensayos con animales (Hunt, 2016).
Sin embargo, la toxicologia moderna busca utilizar
métodos alternativos al uso de animales (Romero
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Fernandez y col., 2016) para evitar el sufrimiento ani-
mal, reducir costos y lograr la prediccion de los resulta-
dos en humanos. Una opcion es utilizar un organismo
modelo como el nematodo Caenorhabditis elegans
(Antoshechkin & Stemberg, 2007; Kamath'y col., 2003),
que se puede mantener y expandir en condiciones de
laboratorio con procedimientos relativamente sencillos
y proporcionan datos -a diferencia de los modelos celu-
lares 0 microorganismos- de un animal entero con pro-
piedades digestivas, reproductivas, enddcrinas, senso-
riales y neuromusculares intactas y metabolicamente
activas (Hunt, 2016).

A pesar del gran nimero de géneros de hongos
que contaminan alimentos y de su gran capacidad de
sintetizar metabolitos secundarios, existe poca informa-
cion de la toxicidad de aquellos hongos alterantes de
alimentos que no clasifican en la categoria de hongos
micotoxigénicos. Aun cuando se encuentren en bajas
concentraciones, algunas de estas sustancias pueden
representar un riesgo potencial para la salud de la
poblacion, principalmente de aquellos paises que no
controlan estos contaminantes (Trigos y col., 2008;
Ferratto y col., 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el
presente trabajo se empled C. elegans como modelo
predictivo para evaluar la potencial toxicidad de extrac-
tos de hongos alterantes de alimentos, aislados de pro-
ductos de comercializacion local tales como aceitunas
negras y verdes, papaya, mandarina, tomate, pimiento,
maiz, salame, pan, pan multicereal, chipd y pan criollo.



OBJETIVOS

Evaluar la toxicidad aguda y cronica de extractos de
hongos alterantes de alimentos en un modelo experi-
mental con C. elegans.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de extractos flingicos

Para preparar los extractos flingicos, hongos de dife-
rentes alimentos visiblemente contaminados -comer-
cializados en la ciudad de Cordoba- fueron aislados en
placas de Petri con agar Sabouraud. La purificacion
flngica se efectud a partir de cultivos monosporicos en
medios solidos. Luego, los micelios se emplearon para
la obtencion de los extractos mediante el agregado de
etanol absoluto, filtrado y posteriormente evaporados
con corriente de nitrdgeno. El extracto seco resultante
fue disuelto en DMSO (a una concentracion de 200
mg/mL), esterilizado mediante filtracion (0,22 ym) y
conservado a -80°C hasta su utilizacion.

Ensayos de exposicion

Para el ensayo de toxicidad aguda se utilizo la cepa N2
var. Bristol de C. elegans en estadio larvario L4 (Figura
1). Los gusanos se incubaron en medios NGM con las
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Filtrado y tratamiento de
aguas brutas y efluentes:
- Podemos filtrar agua desde 5 micrones
en adelante sin limites de caudal.
- Filiros de malla y de anillas, automdaticos
y auto limpiantes:
- Ocupan espacio reducido
- Baja pérdida de presién en el circuito
- Bajo caudal de limpieza
- Programables segun variables del usuario
- Muy bajo costo de mantenimiento
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FIGURA 1 - Imagen de nematodos C elegans en esta-
dios L4 y huevos desarrollandose en medio solido
NGM y sobre una capa de bacteria E. coli.
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distintas concentraciones de los extractos de hongos
puros durante 24, 48 y 72 horas (teniendo en cuenta
que la sobrevida media de C. elegans es de 25 dias). Al
finalizar cada tiempo, los gusanos fueron examinados
bajo lupa estereoscdpica para determinar el nimero de
gusanos vivos y muertos. Los gusanos que no se
movieron después de repetidos contactos con el ansa
fueron considerados muertos. Con estos datos se
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FIGURA 2 - Sobrevida de nematodos expuesto a una (nica dosis
(10 mg/mL) de extracto de hongos durante 72 horas

sobre crecimiento, gusanos adultos jovenes
(L3) fueron expuestos 24 horas al extracto y
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se cuantifico la longitud corporal por
microscopia. Para evaluar el efecto sobre la
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reproduccion, gusanos adultos jovenes (L3)
fueron expuestos individualmente al extrac-
to durante 24 horas y con posterior cuantifi-
cacion de postura de huevos. Todos los
ensayos se realizaron por duplicado y referi-
dos al control expuesto a DMSO.

Analisis estadistico
Se utilizo el test de ANOVA con el software
estadistico  INFOSTAT  version  2017p

determind el porcentaje de sobrevida en la poblacion y
se construyeron curvas dosis-respuesta a diferentes
tiempos para calcular la DL50.

La toxicidad crénica se evalto considerando el
efecto sobre el desarrollo, crecimiento y reproduccion,
de gusanos expuestos a una concentracion subletal de
los extractos (10 mg/mL). Para el efecto en el desarro-
llo, huevos de C. elegans fueron expuestos al extracto
durante 96 horas y posteriormente se cuantifico el por-
centaje de huevos que eclosionaron y el porcentaje de
gusanos que llegaron a adultos. Para estudiar el efecto

(Universidad Nacional de Cordoba). Las dife-
rencias significativas fueron con un p<0.05.

RESULTADOS

Previo a los ensayos de toxicidad aguda y croénica, se
evaluo la toxicidad letal de 15 extractos (a una concen-
tracion de 10 mg/ml) correspondientes a aislamientos de
hongos de diferentes fuentes alimentarias. De este estu-
dio se detectaron siete extractos con capacidad de pro-
ducir mortalidad en la poblacion de C. elegans superior al
control en un periodo de 72 h (Figura 2). La identificacion
de los hongos revel6 que tres aislamientos pertenecian al

FIGURA 3 - Caracteristicas de las colonias flingicas y microfotografia
de los aislamientos flingicos que presentaron toxicidad letal

género Penicillium (Pen-3018, Pen-3019 y
Pen-3028), tres pertenecian al género
Aspergillus (Asp-3020, Asp-3025 y Asp-
3027), y uno de ellos correspondia al orden
de los Mucorales (Muc-3026) (Figura 3).

En los ensayos de toxicidad aguda de
24 horas, solamente los extractos Asp-3027
y Asp-3025 presentaron toxicidad letal con
una DL50 estimada de 2 x 10"4 mg/mLy 2
x 1079 mg/mL, respectivamente (Figura 4a).
El extracto Asp-2027 fue el que result6 mas
toxico para los nematodos.

En los ensayos de toxicidad aguda de
72 horas (Figura 4b), todos los extractos
presentaron toxicidad letal con excepcion
del extracto Muc-3026 y Pen-3019. Las
dosis estimadas ordenados de mayor a
menor toxicidad fueron Asp-3020 DL50:
1,77 mg/mL, Pen-3028 DL50: 2,30 mg/mL,
Asp-3027 DL50: 4,07 mg/mL, Asp-3025
DL50: 15,49 mg/mL y Pen-3018 DL50:
109,65 mg/mL.

En los ensayos de toxicidad cronica, el
desarrollo del nematodo se vio afectado por
los extractos Asp-3020 y Pen-3028, que
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