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EFECTO PROTECTOR DE LA FOSFOMICINA SOBRE LOS CAMBIOS
MORFOLOGICOS NUCLEARES COMPATIBLES CON APOPTOSIS INDUCIDOS
POR DEOXINIVALENOL EN CELULAS MONONUCLEARES ADHERENTES
PORCINAS
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! Lab. de Toxicologia, Depto. de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, Centro de
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El destete es considerado un periodo critico para el lechén debido a que los animales pasan de estar
con sus madres consumiendo calostro y leche, a ser separados de las mismas y enfrentarse a nuevos
y mudltiples factores estresantes.Sumado a esto, ademas estan expuestos a la presencia de
componentes anti-nutricionales en la dieta, tales como las micotoxinas. Las mismas son sustancias
toxicas resultantes del metabolismo secundario de diferentes cepas de hongos filamentosos,
principalmente del género Fusarium (patégenos de diversos cultivos cuyos granos son utilizados como
alimento en produccién porcina). Una micotoxina de importancia que causa pérdidas productivas en
dicha especie es el deoxinivalenol (DON). El mecanismo por el cual DON ejerce su accion téxica es la
inhibicion de la sintesis proteica, sumado a una actividad citotdxica en tejidos de rapido crecimiento
(principalmente, tracto intestinal y células sanguineas e inmunes), induciéndoles dafio en el ADN y
apoptosis:. Por otro lado, algo muy frecuente en produccion animal es encontrar en el alimento la
presencia de micotoxinas en conjunto con antibidticos que favorecen el rendimiento y, tras ser
ingeridos, el animalqueda expuesto a la posible interaccién de ambos compuestos. Aunque el uso de
aditivos que favorezcan el rendimiento esta prohibido en muchos paises, en Argentina esto adn no es
posible debido a las caracteristicas de algunos sistemas de produccién y a los problemas de higiene
y/o manejo en las granjas. Entre los antimicrobianos utilizados en produccion porcina se encuentra la
fosfomicina (FOS), un antibidtico de amplio espectroque actla interfiriendo la sintesis de la pared
celular bacteriana.Ademas, posee otras propiedades extra-antimicrobianas que la vuelven una
molécula interesante para su estudio, tales como la promocién de la fagocitosis y un efecto
inmunomodulador. Por otro lado, en trabajos previos hemos demostrado la penetracién de FOS en
cultivos de células de origen respiratorio humano y en varios tipos de células porcinas células
fagociticas, células blancas sanguineas, célulasy explantes intestinales) con y sin tratar con DON.
Ademas, hemos determinado en cultivos celulares que una dosis de DON de 2,8 ug/mL resulta téxica
y que un tiempo de incubacién de 4 hs, es el punto muestral mas temprano en el cual se ha observado
desprendimiento celular. Asimismo, hemos encontrado que DON induce cambios morfolégicos
nucleares compatibles con apoptosis (CMNCA) en cultivos celulares de origen humano (HEp-2; CACO-
2), bovino (MDBK y BT) y murino (BHK) y que FOS es capaz de prevenir dichos cambios en todas las
lineas celulares ensayadasz. Hasta el momento, no existen estudios sobre el efecto protector de FOS
sobre los CMNCA inducidos por DON en células mononucleares adherentes porcinas. Considerando
lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo fue determinar el porcentaje de CMNCA inducidos
por DON en células mononucleares adherentes porcinas y evaluar el rol protector de la FOS sobre el
dafio generado. Para la realizacién de este estudio se emplearon cuatro lechones post-destete,
clinicamente sanos, de 4-5 semanas de edad, no tratados previamente con antimicrobianos. Se
tomaron muestras de sangre (8 mL) con citrato de sodio pH 6,5, como anticoagulante (1:4). Para
obtener la capa blanca, las muestras fueron centrifugadas 15 min. a 2500 rpm. Mediante pipeta Pasteur
se obtuvo la capa blanca de cada tubo, las cuales fueron transferidas a tubos con 10 mL de cloruro de
amonio (CINH.). Se centrifugaron durante 7 min. a 3000 rpm y 4 °C. Se descarto el sobrenadante y se
levanto el pellet con pipeta. Se realiz6 un lavado con PBS y se efectu6é una nueva centrifugacion, por
10 min. a 1000 rpm. Las capas blancas se resuspendieron en medio RPMI y se tomé una alicuota para
coloracién vital con trypan blue y recuento celular. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos
conteniendo RPMI y 20% de SFB. A las 24 hs, el medio fue eliminado y reemplazado, contdndose con
la capa de células mononucleares adherentes. La pureza de la poblacion celular fue evaluada mediante
andlisis de la morfologia celular luego de la tincion con Giemsa. Las células fueron sembradas en placas
de cultivo de 24 pocillos conteniendo cubreobjetos para la adherencia celular. Luego de 24 hs, las
monocapas fueron tratadas de la siguiente manera: a) DON: Se utiliz6 un estandar puro de DON
(SigmaAldrich ®) y a partir de una solucion madre preparada en metanol se obtuvo mediante
evaporacion una dosis de 2,8ug/mL; b) FOS: Se utilizo la sal disédica de FOS (polvo estéril, pureza
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98,90%, Lab. Bedson S.A.), a una concentracién de 150 pug/mL;c) DON+FOS: DON 2,8 ug/mL y FOS
150 yg/mL y d) Control negativo: Células incubadas solo con medio de cultivo. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Luego de la incubacion (4 hs), el medio fue removido, las células fueron
lavadas con PBS, fijadas con paraformaldehido al 1 % y tefiidas con DAPI (tincidn que se utiliza para
evaluar los CMNCA tales como condensacion de la cromatina y fragmentacion nuclear). Luego fueron
observadas bajo microscopio de fluorescencia y mediante camara acoplada al mismo seregistraron 6
campos visuales para cada uno de los tratamientos y para el control negativo. Utilizando el macro de
apoptosis del software FIJI®, se determind, para cada uno, la cantidad total de células por imagen y el
ndamero de células con CMNCA, a fin de calcular finalmenteel porcentaje de células con morfologia
nuclear alterada. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA/Test de Tukey. La figura 1
muestra los porcentajes promedio de células cuyos nucleos presentaron CMNCA.

Porcentaje de cambios morfolégicos nucleares compatibles con
apoptosis en células mononucleares adherentes porcinas
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Figura 1. Porcentaje de CMNCA obtenido para los tres tratamientos ensayados y para el control negativo en las
células mononucleares adherentes porcinas.

Existieron diferencias estadisticamentesignificativas (p<0,01) entre el porcentaje de CMNCA
inducido por DON y el de los deméas tratamientos y el control negativo, mientras que no existieron
diferencias estadisticamente significativas entre estos ultimos tres. Por lo tanto, FOS mostrd proteger
a las células mononucleares de los CMNCA inducidos por la micotoxina.Similares resultados hallamos
en estudios realizados en células intestinales, dénde al ser expuestas a la misma dosis de la micotoxina
y a una dosis de 580 pg/mL de la sal calcica de FOS, los porcentajes de CMNCA fueron
significativamente mayores en las células solo tratadas con la micotoxina, en comparacion con aquellas
incubadas con FOS en conjunto con DON y no existieron diferencias estadisticamente significativas
entre las células incubadas con DON+FOS o solo FOS al ser comparadas con los controles negativos:.
Por otro lado, el mecanismo exacto por el cual DON dafia el ADN y promueve la toxicidad celular no
esta aln bien establecido«. Debido a que los ribosomas son el blanco molecular principal de los
tricotecenos, incluido DON, la inhibicion translacional seria el mecanismo obvio de toxicidad. DON
puede activar rapidamente a las quinasas activadas por mitégenos (MAPKs), mediante una “respuesta
de estrés ribotdxico”, siendo estas cruciales para la transduccién de sefiales en la respuesta inmunitaria
y la modulacién del crecimiento, la diferenciacién y la apoptosis. Considerando que estas quinasas
emergen como un blanco importante para el disefio de drogas terapéuticas y que FOS podria inhibir la
apoptosis inducida por DON al actuar sobre las MAPKSs, seria de importancia dilucidar si esto es lo que
realmente esta ocurriendo. Resulta entonces imprescindible la realizacién de mas estudios tendientes
a determinar el mecanismo protector de FOS sobre los cambios nucleares.
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