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Resumen

La contaminacién por micotoxinas en el arroz puede ser considerado un
riesgo para la salud de los consumidores. Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue cuantificar la concentracién de Zearalenona (ZEA) y
determinar la presencia de Fusarium spp. en arroz de cultivo de 4
municipios de Norte de Santander, asi mismo, evaluar el efecto citotéxico
de un patrén de ZEA (10 pg/ml), a través del ensayo de bromuro de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difeniltetrazolio (MTT), y la induccién de cambios
morfolégicos apoptéticos por microscopia electrénica de trasmision en la
linea celular HepG2. En los resultados obtenidos se pudo establecer la
presencia de ZEA en 3 de las 15 muestras de arroz de cultivo analizadas en
concentraciones entre 98 y 490 pg/Kg, de igual manera, se determing, la
presencia de Fusarium spp., presuntivamente, teniendo en cuenta la
caracterizacion fenotipica de acuerdo a la morfologia macroscépica y
microscopica, en tres medios de cultivo (PDA, Avena, DG18). Ademas,
los resultados de citotoxicidad indicaron que ZEA causé una disminucion
notable de la actividad metabdlica, y a su vez una reduccion significativa
en los porcentajes de proliferacion celular, de manera dependiente de la
concentracion y el tiempo de exposicidn, ya que a partir de 5 UM se obtuvo
valores de 60,88 y 66,02%, a las 48 y 72 horas respectivamente; de igual
manera, se evidencid la induccién de cambios morfolégicos caracteristicos
de la muerte celular por apoptosis.
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Abstract

Mycotoxin contamination in rice can be considered a health risk for
consumers. Therefore, the objective of this investigation was to quantify
the concentration of Zearalenone (ZEA) and determine the presence of
Fusarium spp. in cultivated rice in 4 municipalities of Norte de Santander,
likewise, to evaluate the cytotoxic effect of a pattern of ZEA (10 pg/ml),
through the assay of 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl bromide) -2, 5-
diphenyltetrazolium (MTT), and the induction of apoptotic morphological
changes by transmission electron microscopy in the HepG2 cell line. In the
results obtained, it was possible to establish the presence of ZEA in 3 of
the 15 samples of cultivated rice analyzed in concentrations between 98
and 490 pg/Kg, in the same way, it was determined, the presence of
Fusarium spp., presumably, taking into account the phenotypic
characterization according to macroscopic and microscopic morphology,
in three culture media (PDA, Oatmeal, DG18). In addition, the cytotoxicity
results indicated that ZEA caused a notable decrease in metabolic activity,
and in turn a significant reduction in the percentages of cell proliferation,
depending on the concentration and exposure time, since from 5 uM values
of 60.88 and 66.02% were obtained, at 48 and 72 hours respectively;
similarly, the induction of morphological changes characteristic of cell
death by apoptosis was evidenced.
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1. Introduccion

Zearalenona (ZEA), 4cido 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-
undecenil) lactona del acido B-resorciclico, con férmula
molecular CisH220s, €s una micotoxina estrogénica no
esteroide, metabolito secundario de varias especies de
Fusarium (F. graminearum, F. crookwellemse, F.
culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellensey F.
semitectum) [1,2]. ZEA es termoestable a temperaturas altas
(145-165°C), resistente al procesamiento de alimentos y se
puede observar en los productos alimenticios finales [3]. Por
lo que, es considerada una preocupacién mundial constante,

ya que afecta la seguridad, calidad y las propiedades de
alimentos como los granos de arroz [4]. Generalmente, los
cereales y derivados, son mas susceptibles a la contaminacion
de manera natural por micotoxinas como ZEA, debido a su
almacenamiento inadecuado. La produccién de micotoxinas
se da especialmente en climas templados y calidos antes de
la cosecha. Su deteccion en altos niveles, es un problema
importante para la seguridad alimentaria y la salud publica

[5].

El principal blanco de esta micotoxina es el sistema
reproductivo debido a la similitud estructural de ZEA y
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algunos de sus metabolitos con las hormonas estrogeno. ZEA
se une competitivamente a los receptores de estrégenos y
provoca alteraciones en el tracto reproductivo de animales,
asi mismo, es capaz de inducir lesiones hepéticas con
posterior desarrollo de hepatocarcinoma y alteraciones de
algunos parametros enzimaticos de la funcion hepatica.
Ademas, es asi como ZEA se considera inmunotoxica,
hepatotdxica, nefrotoxica, genotoxica y un potenciador de la
peroxidacion lipidica [6, 7]. Cuando los animales consumen
alimentos contaminados con ZEA yl/o sus formas
modificadas, estas se absorben rapidamente en el intestino y
son transportadas por la sangre para ser metabolizada en el
higado [2], alguna cantidad de micotoxina es secretada por el
rifidn y otra se acumula en diferentes 6rganos del cuerpo [3].

ZEA, es una de las micotoxinas, que ejerce diferentes
mecanismos de toxicidad en diversos tipos de células, y
dosis. ZEA y sus derivados, no s6lo pueden estimular la
proliferacion celular, sino también inhibir la viabilidad e
inducen la muerte celular, incluidas la apoptosis y necrosis.
Un nlmero creciente de estudios han sugerido que ZEA
promueve la proliferacién celular atribuyéndose a sus efectos
similares al estrogeno. Ademas, otras investigaciones, han
indicado que ZEA causd la muerte celular al afectar la
distribucion del ciclo celular, estimular el estrés oxidativo e
inducir la apoptosis [8].

Por ejemplo, a una dosis baja de ZEA (0.01uM) puede ejercer
efectos similares al estrdgeno y propiedades cancerigenas,
que pueden estimular la proliferacion de células; mientras a
una dosis alta de ZEA puede causar la muerte celular al
inducir la detencién del ciclo celular, estrés oxidativo, dafio
al ADN, dafio mitocondrial y apoptosis. Asi es que, varios
trabajos han revelado que ZEA puede inhibir la viabilidad
celular y causar la apoptosis y la necrosis. Se reporta que,
después del tratamiento con ZEA (15-60 uM) durante 24 h,
se redujo notablemente la viabilidad de las células de Sertoli,
y en las células embrionarias de rifion humano (HEK293)
tratadas con ZEA (3-300 uM), podria causar una disminucion
significativa en la viabilidad celular, con valores de Cls, para
ZEA de 80 pM; también se ha evidenciado necrosis en
células mononucleares de sangre periférica humana [8].

La linea celular HepG2 se ha empleado como modelo para
estudios in vitro debido a que tienen muchas de las
propiedades de las células hepaticas primarias, incluyendo la
activacion metabolica [9] y constituyen un sistema de destino
para la toxicidad de ZEA, siendo el higado un sitio
prominente para la metabolizacion y para los procesos
oxidativos intensos en el cuerpo [10]. Cuando estas células
se expusieron a 100 uM de ZEA a diferentes tiempos de
tratamiento (2, 4, 8, 24, 30, 48 y 60 horas), se encontrd que
se inhibid la viabilidad celular en una forma dependiente del
tiempo y ocasiond el 90% de muerte celular después de 60
horas de tratamiento [11].

La apoptosis celular inducida por ZEA se registra a través de
vias de sefializacion del estrés oxidativo del reticulo

BISTUA Rev. FCB, Vol. 21 (1), (2023)

endoplasmatico (RE), y mitocondrial. ZEA y sus metabolitos
pueden causar estrés oxidativo y producir especies reactivas
de oxigeno (ROS), dafiando el ADN [12]. Estudios por
microscopia electrdnica, indican que, en las células de
Sertoli, se examinaron los cambios ultraestructurales después
del tratamiento con 5, 10 y 20 ug/mL"! de ZEA durante 24
horas, en las cuales observaron vacuolas en el citoplasma,
rotura de las mitocondrias y dafio en el aparato de Golgi [13].

La apoptosis se caracteriza por la condensaciéon de la
cromatina, el encogimiento del citoplasma y la formacién de
ampollas en la membrana, mientras que la necrosis implica la
pérdida de la integridad de la membrana, la subsiguiente
inflamacién celular y la lisis [1,14].

El objetivo de la presente investigacion fue cuantificar la
concentracion de ZEA en el arroz cultivado en algunos
municipios de Norte de Santander; y estimar el efecto
citotdxico de esta micotoxina en las células HepG2.

2. Metodologia

Areas de estudio y muestras: dentro de la investigacion
realizada se tomaron muestras de arroz en cultivos
pertenecientes a los municipios de Cucuta, El Zulia, Puerto
Santander y Los Patios del departamento Norte de Santander.
Se establecieron 15 muestras de arroz de cultivo las cuales
fueron tomadas de los 4 municipios mencionados, y se
almacenaron en bolsas de papel Kraft, seguidamente 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
1.

Tabla 1. Procedencia y codificacion de las muestras de arroz de cultivo

c6DIGO PROCEDENCIA

MO001 Clcuta
M002 Clcuta
MO003 Clcuta
M004 Clcuta
MOO05 Los Patios
MO006 El Zulia
M007 El Zulia
M008 El Zulia
MO009 El Zulia
MO010 Puerto Santander
M011 Puerto Santander
M012 Puerto Santander
MO013 Los Patios
M014 Los Patios
MO015 Los Patios

Cuantificacion de ZEA por HPLC: se aplicé el método
recomendado por la Norma Técnica Colombiana NTC
4881:2000, método de analisis de ZEA de ocurrencia natural,



el cual ha sido estandarizado en el laboratorio de toxicologia
de la Universidad Nacional de Colombia.

Para lograr la extraccién se adicion6 25 g de arroz molido a
una mezcla de acetonitrilo: agua (84:16), se filtr6 y se
homogenizé la muestra con acido acético glacial, seguido a
esto, se realizd la purificacion en una columna Micotox®
2004. El extracto purificado se diluyd (1:1) con agua para ser
inyectado en el HPLC, de este modo, ZEA es separada de las
posibles interferencias en una columna de fase reversa
(octadecilsilano o RP-18) usando un cromatégrafo liquido de
alta eficiencia (Cromatdgrafo: Shimadzu Prominence;
Inyector automatico: SIL-20AHT; bomba cromatografica:
binaria LC -20AB; horno cromatografico: 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).

La deteccion se logrd a través de un espectrofotometro de
fluorescencia, el cual se acopla a un integrador — graficador
para cuantificar la micotoxina utilizando un método de
estandar externo [15].

Aislamientos de hongos del género Fusarium spp.: se
tomaron cuatro granos de arroz de las muestras en las cuales
se detectdé la presencia de ZEA; y se colocaron en la
superficie de placas con medio PDA (Difco Laboratories,
Detroit, MI). Seguido a ello, se incubaron a 25°C durante 7
dias; se observé el micelio crecido en los granos de arroz, se
realizaron repiques hasta obtener un cultivo con apariencia
pura, con caracteristicas pertenecientes al género Fusarium,
lo que se utilizd para evaluar la pigmentacion y morfologia
de la colonia con base en las descripciones de Crous et al.,
[16].

A partir de los cultivos aislados, se tomé un disco de 5 mm
de diametro del borde de las colonias y se llevo al centro de
cada placa, para determinar la tasa de crecimiento del micelio
en tres medios de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa), Avena
y Glicerol Dicloran (DG18 %) (Oxoid, Basingstoke, UK).
Las placas se incubaron a 25°C y se midid el diametro de las
colonias a los 3y 7 dias [17,18]. Se registr6 la morfologia de
las colonias, la pigmentacion del micelio aéreo y la
morfologia de las esporas por microscopia Optica
(Microscopio dptico Nikon).

Liofilizacion de ZEA: este proceso parti6 de un estandar de
la micotoxina ZEA (Micotox ® ZEA-HPLC; concentracion
10 pg/ml de ZEA en metanol). Consistio en la didlisis en
Buffer Tris a 25 mM (24 Horas/ 4°C en agitacion),
posteriormente se congel6 durante 24 horas y finalmente se
realizd la liofilizacion [19].

Cultivo de la linea celular HepG2: el cultivo de las células
HepG2 se realiz6 en RPMI-1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10%, hasta obtener una confluencia del 80%,
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seguidamente 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/100ul, las placas se incubaron durante 24
horas para la adhesion celular y luego se adicioné la
micotoxina liofilizada ZEA en DMSO a concentraciones de
1,2.5,5,10, 15 pM durante 48 y 72 horas [19].

Ensayo citotoxicidad: el efecto de ZEA sobre la
proliferacion celular de HepG2 se determind usando el
ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio). 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 incub6 por 4
horas a 37°C, 5% CO, y 95% de humedad, luego las placas
se lavaron con PBS, posteriormente, se adiciond 100 pl de
isopropanol &cido para solubilizar los cristales de formazan
durante 1 hora en agitacién suave. Finalmente, se hizo
lectura de la densidad dptica de la solucion solubilizada a 492
nm (espectrofotémetro Tecan Spectra classic) [20]. El efecto
de ZEA sobre las células HepG2, se calcul6 con la siguiente
formula:

Absorbancia media de células tratadas

% Inhibicion = [1 - ( )] x100

1)
La concentracion inhibitoria (Clsg), se evalu6 por medio del
calculo de las curvas de inhibicion del porcentaje-
concentracion. Para el ajuste de datos se utilizd el modelo no
lineal hiperbélico. El andlisis de regresion no lineal, permitio
obtener los estimadores del modelo mediante minimos
cuadrados, usando como variable respuesta la dosis
inhibitoria y como variable regresora la concentracion de la
micotoxina ZEA.

Absorbancia media del control

Deteccion de la muerte celular por microscopia
electrénica de transmision (MET): Se sembraron 3x108
células HepG2 en placas de cultivo durante 24 horas para
permitir la adhesion celular, seguidamente las células HepG2
fueron expuestas a una concentracion de ZEA de 10 uM
durante 48 horas. Al finalizar el tiempo del tratamiento, la
monocapa celular, se disocid con tripsina al 0,25%, se lavd
con PBS y se centrifug6 a 2000 rpm durante 10 minutos.

El pellet celular se fijé por un periodo de 1 a 2 horas en una
mezcla 3:3 (glutaraldehidoformaldehido al 3 % en tampén
cacodilato 0,1 M, pH 6,3). La suspension celular se
centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos, el pellet se lavo
con tampén cacodilato y se postfijé por 3 a 12 horas en una
solucion de tetradxido de osmio al 1% preparado en el mismo
tampon cacodilato. Concluido este tiempo, el pellet se lavé
con solucion tampdn y se deshidraté en concentraciones
ascendentes de alcohol etilico seguido de 6xido de propileno,
y, por ultimo, se infiltré el pellet celular con resina epoxidica
a concentraciones ascendentes y se incluyd en resina
epoxidica. Del pellet de células incluidas de 90 nanémetros
de espesor, se contrastaron con citrato de plomo y acetato de
uranilo para el analisis ultraestructural. Los cambios



morfolégicos propios de la apoptosis en las células HepG2,
se analizaron por microscopia electrénica de transmision (H-
7000, Hitachi) [19].

3. Resultados y Discusion

Cuantificacion de ZEA: Las concentraciones de ZEA
obtenidas para las 15 muestras de arroz en cultivo, se
encuentran registrados en la tabla 2.

Tabla 2. Cuantificacion de ZEA en las muestras de arroz en cultivo

cODIGO ZEA (ng/kg)

MOO1 N.D*
MOO2 N.D*
MOO03 N.D*
MO004 N.D*
MOOS5 N.D*
MOOG N.D*
MOO7 N.D*
MOO08 N.D*
MOO9 98

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

(*) No Detectable

La presencia de ZEA se detectd en el 20 % de las muestras
analizadas procedentes de los municipios de El Zulia y Puerto
Santander; en concentraciones que variaron entre 98 y 490
pug/Kg. Municipios que, por su ubicacion geografica
presentan condiciones ambientales propicias para el
desarrollo de Fusarium spp., asi como para la produccion de
ZEA que, depende en gran parte de factores como
temperatura, humedad relativa y actividad de agua.
Investigaciones han demostrado que los altos niveles de ZEA
en granos, frecuentemente se encuentran en entornos calidos
y himedos [15, 21] y se sintetiza a temperaturas de 25°C con
un Aw de 0.96 [7].

La cuantificacion de ZEA en este estudio, coincide con
reportes realizados en arroz en diferentes paises, en Espafia,
Ibafiez-vea et al. [22] 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 [23].

En India, Rai et al. [24] 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
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condiciones climaticas que desencadenan la proliferacion de
hongos filamentosos [25].

Es de gran importancia conocer la incidencia de hongos
productores de micotoxinas en cereales como el arroz; ya que
la continua exposicién, puede ocasionar graves riesgos para
la salud humana y animal [26]; ademas, el crecimiento de
hongos es una de las principales causas del deterioro de los
cereales [27].

Aislamiento de Fusarium spp.: Se corrobor6
morfolégicamente la presencia de Fusarium spp. en las
muestras donde se cuantific6 ZEA. Como se evidencia en la
Figura 1.

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de Fusarium spp. (A-C) Anverso
de la colonia de Fusarium spp. (D-F) Reverso de la colonia de Fusarium
spp, en medio PDA, Avena, y DG18, respectivamente.

Se pudieron evidenciar las caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas, 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,
mientras que en el reverso del agar se observaron pigmentos
color rosa-purpura. Del mismo modo, en el medio Avena, se
presentd abundante micelio algodonoso con dos coloraciones
diferentes, blanco y amarillo, torndndose rosado a medida
que maduraba el cultivo, no presentd pigmentos al reverso
del agar.

En el medio DG18, se obtuvo un micelio aéreo algodonoso
blanco con centro rosado de crecimiento irregular, es decir,
al medir el didmetro desde el centro a cualquier borde, la
medida no era la misma. En el reverso se observd una
pigmentacion de color rosado en el centro y blanco en el resto
del cultivo. 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
0 purpura. Lo anterior permite inferir que 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 [18].
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En la tabla 3 se muestra el crecimiento de Fusarium spp. en
los tres medios de cultivo, a partir del cultivo puro aislado,
determinando que en PDA y Avena hubo mayor desarrollo,
alcanzando en el séptimo dia un diametro de 90 mm, mientras
que en el medio DG18, presentd un diametro de 77 mm.

Tabla 3. Comparacion del crecimiento micelial de Fusarium spp.

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

Con respecto a la morfologia microscopica, se evidencio la
presencia de macroconidias, las cuales presentaron forma de
medialuna, hialinas y multiseptadas (entre 4 y 5), y células
apicales alargadas, curvadas y basales con forma de pie,
como se evidencia en la Figura 2.

Figura 2. Caracteristicas microscopicas de Fusarium spp. A)
Macroconidias; B) Clamidosporas. MAC: Macroconidias, Sep:septos, cb:
célula basal, ca: célula apical, CLA: Clamidosporas.

Se observaron estructuras de resistencia como las
clamidosporas, globosas, lisas de doble pared, simples, tanto
en orientaciones terminal e intercalar, las cuales permitieron
la identificacion presuntiva a nivel de género que
generalmente se realiza a partir de la apariencia de la colonia,
seguido de la confirmacion microscopica [28]. Sin embargo,
el conocimiento taxonémico de Fusarium spp. es limitado
debido a la similitud de las especies y la insuficiencia de

caracteres morfolégicos distintivos, con identificacion
basada en macro y microconidios en varias especies,
identificacion basada en macro y microconidios en varias
especies [18].

Los resultados obtenidos son semejantes a los reportados por
Husna et al. [29], quienes aislaron a Fusarium spp., de la raiz,
tallo, hojas y semillas de plantas de arroz. En medio PDA,
reportaron el didmetro de las colonias después de 3 dias de
incubacion el cual fue en promedio de 54.5 mm. Ademas, los
macroconidios nacidos en los esporodoquios estaban
constituidos por tres septos, fusiformes o en media luna, con
células apicales ligeramente curvada y células basales en
forma de pie. Las clamidosporas se produjeron
abundantemente, en orientacion intercalar, terminal, solos o
en pares.

En consecuencia, no soélo se detectaron niveles considerables
de ZEA en el arroz de cultivo, sino que, ademas, se establecio
la presencia de Fusarium spp., reconociendo que este es uno
de los principales hongos toxigénicos.

Efecto citotoxico de ZEA sobre células HepG2

La viabilidad se determind por la capacidad de formacion de
los cristales de formazan por las células HepG2
metabolicamente activas. Las células que no fueron
expuestas a ZEA, presentaron una actividad metabdlica,
debido a la reduccién del MTT en cristales de formazan
(Figura 3A), en comparacién con las células tratadas por 72
horas con una concentracion de 15 puM, en las cuales la
formacion de cristales de formazdn por la actividad
metabdlica no se observo, por lo tanto, se evidencia el efecto
antiproliferativo que causa ZEA en las células HepG2 como
se muestra en la Figura 3B.

Con el tratamiento a diferentes concentraciones de ZEA (1,
2.5, 5,10 y 15 pM), mostré que causo efectos citotoxicos
sobre la proliferacion de las células HepG2. En las Figuras
4A'y 4B, se evidencidé que ZEA promueve la inhibicion de la
proliferacion celular, de manera dependiente de la
concentracion a las 48 y 72 horas de exposicién, por lo tanto,
se observd un efecto significativo a partir de 5 uM (60,88%
DE+3,89 y 66,02% DE+4,13) en comparacion con el control
(97,78% DE+0,27 y 98,57% DE+ 0,57), respectivamente
(p<0,0001).

Asi mismo, a mayor tiempo de exposicién con ZEA (72 h),
mayor fue el efecto de la concentracién (15 puM), sobre el
porcentaje de proliferacion celular, el cual fue reducido
significativamente (22,22% DE+ 2.63), comparado con el
porcentaje obtenido a las 48 horas (28,25%) (p<0,0001).

Estudios citotoxicos de ZEA a concentraciones entre 20 y
220 uM durante una exposicion de 24 horas en células
HepG2 indican reduccién de la proliferacion celular hasta un



55% de manera dependiente de la dosis [30]. Otros estudios
indican que esta micotoxina provoca una marcada
disminucion de la viabilidad celular en funcion de la dosis
(100 uM) y el tiempo (hasta 60 horas) en células HepG2 [31].
También se reporta que ZEA y sus metabolitos inhibieron el
crecimiento celular de células HepG2 de manera dependiente
de la dosis y el tiempo [32], asi como en las lineas celulares
de intestino humano HCT116 y rifion HEK293 indujo una
marcada disminucion de la viabilidad celular de manera
dependiente de la dosis (25 a 200 uM) [33]. Ademas, la
viabilidad de las células TM4 disminuyé de manera
dependiente de la dosis después del tratamiento con 1 hasta
100 uM ZEA durante 24 h en comparacién con el grupo
control. Estos datos revelaron que ZEA podria inhibir el
crecimiento de las células TM4 [12].

®

Figura 3. Evaluacion de la actividad metabélica en las células HepG2 por
reduccion de MTT. A) Células HepG2 sin tratar. B) Células HepG2
expuestas a 15 uM de ZEA durante 48 horas. Aumento:400. C= Cristales
de Formazén, Ac= Agrupacion celular.
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Figura 4. Proliferacion de las células HepG2 tratadas con diferentes
concentraciones de ZEA (1, 2.5, 5,10y 15 pM).

Del mismo modo, induce citotoxicidad en células hepaticas
humanas CCL13 al inhibir la proliferacion celular (> 50%)
de manera dependiente de la dosis (10 a 150 uM) y tiempo
de 12 y 24 horas de exposicién a concentraciones de ZEA de
hasta 200 uM [34]. Asi mismo, ZEA disminuyd la viabilidad
celular (36%) en leucocitos humanos con un efecto citotoxico
dependiente de la concentracion a un tiempo de exposicion
corto (1 hora) [35]. También, ZEA posee una accion
inhibidora en la proliferacion ce células MTEC1 (linea
celular epitelial timica 1). lgualmente, en linfocitos T
activados, con tratamiento por 24 horas de ZEA a
concentraciones entre 10 a 40 uM, se observé que, disminuy6
la viabilidad celular [36] y a 40 pM inhibio
significativamente la proliferacion de IPEC-J2 (linea celular
epitelial intestinal de cerdo) [37]. De esta manera, células de
la granulosa porcina se expusieron a concentraciones entre
10 y 30 uM de ZEA durante 24 horas, evidenciandose una
reduccion en la proliferacion de manera dependiente de la
dosis [38]. Finalmente, ZEA a concentraciones hasta 200 uM
y a 36 horas exposicion, redujo la proliferacion de células de
Sertoli de rata de manera dependiente de la dosis [39].

Ademas, los resultados revelaron que la concentracion
inhibitoria (Clsp) obtenida después de las 48 y 72 horas del
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tratamiento celular con ZEA, indujo una reduccién en la
proliferacion celular en funcién de la dosis y el tiempo de
exposicion puesto que, a las 48 horas, el valor de Clso 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 de HepG2. Teniendo en cuenta estos resultados, se
observo que, el efecto citotoxico sobre las células HepG2 es
mayor a medida que aumenta la concentracion de ZEA,
indicando que la exposicién a esta micotoxina afecta la
viabilidad celular y por ende genera pérdida de la actividad
metabdlica evidenciandose efecto antiproliferativo de esta
micotoxina sobre las células HepG2.

Se reporta una Clsp desde 100 pM hasta 268 uM de ZEA para
diferentes células, por ejemplo, para HepG2 [11, 10, 40] y
CCL13 después del tratamiento por 24 horas [34]. Estos
resultados muestran que ZEA es citotoxica, ademas, en
células como los neutréfilos polimorfonucleares (PMN),
también tienen efecto citotéxico y en células HepG2 y CHO-
K1 causa estrés oxidativo [32, 40]. Por otro lado, para las
células HCT116 y HEK293 después del tratamiento con ZEA
por 24 horas los valores de la Clso fueron de 100 y 75 pM,
respectivamente [33]. La citotoxicidad que causa ZEA en las
células HepG2 se relaciona con el estrés oxidativo y dafio en
el ADN [12]. En células de Sertoli de rata la Clso fue de 150
MM después 24 horas de tratamiento con ZEA [39].

No obstante, 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 exposicidn y las caracteristicas
del patrén utilizado, lo que permiti6 evidenciar que el efecto
citotdxico de ZEA sobre las células HepG2, es mayor a
medida que aumenta la concentracién y el tiempo. De tal
modo, se puede inferir que la exposicion a ZEA genera
disminucion en la proliferacion celular, pérdida de la
actividad metabdlica y causa la muerte en diferentes tipos de
células [8].

Cambios morfoldgicos en células HepG2 causados por
ZEA

Mediante microscopia electrénica de transmisién se
observaron los cambios morfoldgicos de HepG2 después del
tratamiento con 10pM de ZEA durante 48 horas. En la figura
5A las células HepG2 del grupo control, se observd células
con el nicleo de forma redondeada con zonas electrodensas
donde se ubica la cromatina y uno o varios nucléolos en
comparacion con las zonas electrodensas que representan el
nucleoplasma y el citoplasma, ademas, la membrana
plasmaética y nuclear se mantienen intacta con uniones célula
a célula en la monocapa, conservando la morfologia epitelial
(Figura 5).

En las células HepG2 tratadas con 10 pM de ZEA se
evidenciaron los siguientes cambios morfol6gicos como son
contraccion celular, reduccién del volumen celular (picnosis)

pérdida del contacto célula a célula, cromatina dispersa y
condensada, fragmentacion nuclear (cariorrexis), formacion
de vesiculas en la membrana plasmatica, pero manteniendo
intacta la membrana plasmatica, y finalmente la
fragmentacion celular y formacion de los cuerpos apoptéticos
(Figura 5B). Estos cambios morfol6gicos pueden estar
relacionados con un proceso apoptotico en la célula HepG2
inducido por la micotoxina ZEA.

Figura 5. Microscopia electrénica de transmisién de las células HepG2
expuestas a 10 pM de ZEA durante 48 horas. A) Control negativo. B)
C¢lulas tratadas con 10 pM de ZEA. Aumento: 4.000X. Mp= Membrana
Plasmética, C= Citoplasma, N= Nucleo, n= nucléolo, Mn= Membrana
nuclear, Cm= Cromatina, Flecha con doble punta= Contacto célula a
célula, Nf= Nucleo fragmentado, Cd= Cromatina dispersa, Ca= Cuerpos
apoptaticos, Fc= Fragmentacion celular, Cc= Célula contraida.

En estudios por microscopia electronica indican que las
células TM4 mostraron cambios morfoldgicos, incluidos la
fragmentacion nuclear, la condensacion de la cromatina y la
distribucion desigual de la cromatina nuclear. Las
alteraciones significativas de las mitocondrias fueron en las
crestas mitocondriales y la matriz. Las membranas de las
crestas mitocondriales se rompieron y deformaron y se
volvieron borrosas e incluso desaparecieron. La matriz
mitocondrial también se volvi6 invisible. Estos datos



sugirieron que ZEA puede inducir la muerte celular y la
apoptosis [41].

También se reporta cambios en el ndcleo inducidos por ZEA
en células MTEC1, donde se encontrd condensacion de la
cromatina y ndcleos mas grande [42], asi como en linfocitos
T activados, ZEA a concentracion de 20 pM durante 48 horas
de tratamiento provocéd dafios en la ultraestructura
intracelular en las que se detectaron: perforacion de la
membrana celular, aumento de la heterocromatina nuclear,
vascularizacién de las mitocondrias y citoplasma [36].
Igualmente, al tratar con ZEA las células de Leydig de los
testiculos de rata por 12 horas, estas mostraron cambios
morfolégicos de la apoptosis como son condensacién de la
cromatina, fragmentacion nuclear y formacién de cuerpos
apoptaticos [43].

4. Conclusiones

Partiendo de los resultados obtenidos dentro de la
investigacion, se pudo concluir que en el 20 % (3 de 15) de
las muestras de arroz de cultivo tomadas de los municipios
de Cucuta, Los Patios, El Zulia, y Puerto Santander, se
cuantifico y evidencio la presencia de ZEA. Estos resultados
indican que puede existir 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 razdn, surge la necesidad de
establecer medidas preventivas por parte de los organismos
de control y de esta manera, fijar valores limites maximos
permitidos en alimentos como el arroz.

A partir de las muestras que se detect y cuantificé ZEA, se
aislé e identific6 morfolégicamente el hongo toxigénico
Fusarium spp., a partir de la descripcién macroscopica y
microscdpica., por lo anterior, es de gran importancia realizar
detecciones consecutivas, tanto de las micotoxinas como del
hongo, en atencion a los efectos adversos para la salud.

Las caracteristicas observadas con el ensayo MTT y por
microscopia electrénica -~ de transmision  permitieron
evidenciar que ZEA ejercié un efecto citotdxico sobre las
células HepG2, disminuyendo la actividad metabdlica, y,
como consecuencia de ello, causando un efecto
antiproliferativo de manera dependiente a la concentracion y
al tiempo de exposicién; induciendo cambios morfoldgicos
relacionados con la muerte celular por apoptosis, como la
reduccion del volumen celular, pérdida del contacto célula-
célula, condensacidon y dispersion de la cromatina, formacion
de vesiculas, fragmentacion nuclear y celular, y formacion de
cuerpos apoptéticos.
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