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INTRODUCCION

El deoxinivalenol (DON) es una micotoxina presente en el alimento que genera pérdidas
productivas al inhibir la sintesis proteica e inducir dafio en el ADN y apoptosis (1). Por otro lado,
el uso de antibidticos (ATB) en nuestros sistemas productivos es frecuente, quedando los
animales expuestos a la interaccion de estos compuestos. Entre los utilizados en produccién
porcina se encuentra la fosfomicina (FOS), la cual ha mostrado tener ademés efectos extra-ATB.
Hemos demostrado que DON induce cambios morfoldgicos nucleares compatibles con apoptosis
(CMNCA) en diversas lineas celulares y que FOS es capaz de prevenirlos (2). Sin embargo,
hasta el momento, no se han realizado estudios en células mononucleares ni se ha confirmado
que se correspondan verdaderamente con células en estado de apoptosis. Por este motivo, los
objetivos de este trabajo fueron determinar el porcentaje de CMNCA inducido por DON en células
mononucleares adherentes porcinas, confirmar que los mismos se deben a la apoptosis y evaluar
el rol protector de FOS.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre con citrato de sodio, como anticoagulante (1:4) de 4
lechones post-destete, clinicamente sanos. Se centrifugaron 15 min. a 2500 rpm., se obtuvieron
las capas blancas y se transfirieron a tubos con CINH4 para lisar los glébulos rojos restantes. Se
centrifugaron por 7 min. a 3000 rpm y 4°C. Se descartd el sobrenadante y se levant6 el pellet con
pipeta. Las células se lavaron, se centrifugaron y se sembraron en placas de 6 pocillos
conteniendo RPMI y 20% de SFB. A las 24 hs, el medio fue reemplazado, contandose con la
capa de células mononucleares, las cuales fueron sembradas en placas de 24 pocillos
conteniendo cubreobjetos para adherencia celular. Luego de 24 hs en cultivo se realizaron los
siguientes tratamientos por triplicado por un periodo de 4 hs: a) DON: Estandar puro
(SigmaAldrich ®), 2,8 ug/mL; b) EOS: Sal disédica (Lab. Bedson S.A.), 150 uyg/mL; c) DON+FOS:
DON 2,8 yg/mL y FOS 150 pg/mL y d) Control negativo: Células incubadas solo con medio de
cultivo. Para cada tratamiento, se utilizaron distintos cubreobjetos con células i) fijadas con
paraformaldehido al 1% a fin de efectuar la tincién DAPI para determinar CMNCA (Figura 4) y ii)
fijadas con paraformaldehido al 4% a fin de confirmar apoptosis mediante TUNEL (DeadEnd
Colorimetric TUNEL System, Promega). Las células de i) fueron observadas bajo microscopio de
fluorescencia. Utilizando el macro de apoptosis del software FIJI®, se calculd el porcentaje de
células con CMNCA. Las células de ii) fueron observadas bajo microscopio 6ptico y se calculé el
indice apoptotico (IAp) mediante la siguiente formula 1Ap=[(células TUNEL positivas/células
totales) x 100]. La figura 1A muestra las células tefiidas con DAPI (flechas rojas: CMNCA,; flechas
amarillas: células normales). La figura 1B muestra las células luego de la tincion TUNEL (marrén
oscuro: células apoptéticas).

RESULTADOS Y DISCUSION

Existieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) entre los %CMNCA vy el
IAp inducido por DON vy el de los demas tratamientos y el control negativo, mientras que no
existieron diferencias (p=0,01) entre estos ultimos tres. Por otro lado, se demostré que los
CMNCA se corresponden con células apoptéticas. La figura 2 muestra, para cada tratamiento,
los %CMNCA vy los IAp determinados en las células mononucleares adherentes porcinas.



Los hallazgos concuerdan con nuestros estudios previos en células intestinales CACO-
2, donde al ser expuestas a la misma dosis de DON y a una dosis de 580 ug/mL de FOS calcica,
los %CMNCA fueron significativamente mayores en las células solo tratadas con DON, en
comparacion con aquellas incubadas con FOS+DON, sin existir diferencias entre las células
incubadas con ambos o solo con FOS al ser comparadas con los controles negativos (3). El
mecanismo exacto por el cual DON dafia el ADN y promueve la toxicidad celular no esta ain
bien establecido (4), aunque se sabe que puede activar las quinasas activadas por mitdgenos
(MAPKs), mediante una ‘respuesta de estrés ribotéxico”, siendo estas cruciales para la
transduccion de sefiales en la apoptosis.

CONCLUSION

FOS mostr6 proteger a las células mononucleares porcinas de la apoptosis inducida por
DON. Considerando que las MAPKs emergen como un blanco importante para el disefio de
drogas terapéuticas y que FOS podria inhibir la apoptosis de DON al actuar sobre las MAPKSs,
seria de importancia dilucidar si este es el mecanismo involucrado.
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Figura 1. Células mononucleares. A) DAPI; B) TUNEL
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Figura 2. Porcentaje de CMNCA e IAp en células mononucleares.



