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Resumen

La ocratoxina A (OTA) es un metabolito secundario producido por
hongos de los géneros Aspergillus y Penicillum, con efecto toxico
para diversos seres vivos. OTA se encuentra en una gran
diversidad de alimentos y piensos para animales, por esta razén
radica la importancia de estimar los efectos toxicos de la OTA en
la linea celular HepG2 mediante la inhibicién de la proliferacion
celular, ademas, determinar los cambios morfoldgicos en las
células y su correlacion con la apoptosis. La linea celular HepG2
se expuso durante 48 y 72 horas a concentraciones de 1,0; 2,5; 10
y 15 pM de OTA liofilizada; a continuacion, la actividad
antiproliferativa de la micotoxina se calcul6 aplicando el método
colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio). Posteriormente, en células HepG2 tratadas con
10pM de OTA por 48 horas se analizaron los cambios
morfoldgicos relacionados con la muerte celular apoptdtica por
microscopia electronica de transmision. La propagacion de las
células HepG2 se afecta desde la concentracion de 2,5uM de OTA,
en contraste con el control. Después, se realiz6 la medicién de la
concentracion inhibitoria media (Clso) de OTA sobre las células
HepG2, esta fue de 9,19uM DE+0,68 y de 9,98uM DE+0,4, a las
48 y 72 horas, respectivamente. Se evidenciaron alteraciones
morfoldgicas relacionadas con la muerte celular por apoptosis en
las células HepG2, como la fragmentacion del ntcleo (cariorrexis),
fragmentacion celular y formacion de los cuerpos apoptoticos.
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Abstract

Ochratoxin A (OTA) is a secondary metabolite produced by fungi
of the Aspergillus and Penicillum genera, with a toxic effect on
various living beings. OTA is found in a wide variety of foods and
animal feed, for this reason lies the importance of estimating the
toxic effects of OTA on the HepG2 cell line by inhibiting cell
proliferation, in addition, determining the morphological changes
in the cells. and its correlation with apoptosis. The HepG2 cell line
was exposed for 48 and 72 hours at concentrations of 1.0; 2.5; 10
and 15 pM lyophilized OTA,; Next, the antiproliferative activity of
the mycotoxin was calculated using the MTT colorimetric method
(3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).
Subsequently, in HepG2 cells treated with 10uM OTA for 48
hours, the morphological changes related to apoptotic cell death
were analyzed by transmission electron microscopy. The
propagation of HepG2 cells is affected from the concentration of
2.5 uM of OTA, in contrast to the control. Then, the measurement
of the mean inhibitory concentration (ICso) of OTA on HepG2
cells was carried out, this was 9.19uM SD=+0.68 and 9.98uM
SD+0.4, at 48 and 72 hours, respectively. Morphological
alterations related to cell death by apoptosis in HepG2 cells were
evidenced, such as fragmentation of the nucleus (karyorrhexis),
cell fragmentation and formation of apoptotic bodies.
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1. Introduccion

La ocratoxina A (OTA), es una toxina sintetizada por
diversos hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus y
Penicillium, es nociva y estd extendida en la naturaleza, con
efecto toxico para los seres vivos, y esta distribuida desde
alimentos cultivados y procesados hasta en organismos que los
consumen. La OTA es un metabolito secundario, formada por
una molécula que posee un anillo de 3,4-dehidro-metil-
isocumarina unido por medio del grupo carboxilo y un enlace

tipo amida a una molécula de fenilalanina, con formula molecular
C20H1sCINOgy peso molecular de 403,813g/mol, también, es un
solido cristalino blanco, inodoro, termoestable, con escasa
solubilidad en agua (Figura 1) [ 1, 2, 3]. Se describen cinco tipos
de ocratoxinas: A, B, C, a, 3, siendo la mas toxica la ocratoxina
AT4].

Debido a la ubicuidad de los hongos ocratoxigénicos, se informa
que la OTA es uno de los contaminantes mas comunes de los
alimentos, como cereales, granos, frutas, verduras, huevos, vino,
cerveza, asi como productos derivados de la carne, lacteos y
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cereales; igualmente se encuentra en piensos, entre otros. La
distribucion generalizada en la cadena alimenticia de OTA
favorece la exposicion significativa para los seres humanos y
animales. Ademas, existen practicas agricolas y condiciones
medioambientales (humedad y temperatura) que durante el
almacenamiento y el transporte contribuyen a la presencia de esta
micotoxina en los alimentos [1, 2, 3, 5, 6, 7].
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Figura 1. Estructura quimica de OTA. (Tao, et al. 2018)

La presencia de micotoxinas como la OTA en los alimentos
y piensos tiene efectos adversos tanto en la salud humana
como animal, ya que pueden estar expuestos por inhalacién,
ingestion o contacto con la piel. La OTA fue clasificada como
posible carcindgeno humano en el grupo 2B por la Agencia
Internacional para la investigacion del Cancer, ademas, es
nefrotdxica, hepatotoxica, neurotdxica, —mutagénica,
teratogénica, embriotoxica e inmunotoxica [7, 8, 9,10, 11, 12,
13]. El higado es el principal 6rgano responsable de la
biotransformacion de OTA donde se pueden formar
metabolitos toxicos, lo que provoca la hepatotoxicidad. La
OTA demostré que es hepatotdxica, por esta razén, en varios
estudios se utilizan las células HepG2 que derivan del
carcinoma hepatocelular humano [9, 13].

Estudios tanto in vitro como in vivo, sugieren que la toxicidad
de la OTA puede estar relacionada con la estimulacion del
estrés oxidativo. Los dafios oxidativos mediados por OTA a
nivel celular, se relacionan con la peroxidacion lipidica, dafio
a las proteinas, también dafio al ADN, que incluye
principalmente roturas de las cadenas simple y doble,
lesiones en las bases, como es la formacion de 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), asi como inhibicion de la
sintesis de RNA y proteinas [2, 12, 13]. La inhibicidn de la
sintesis de proteinas provoca una disminucién de la
proliferacion celular y apoptosis. Investigaciones sobre el
mecanismo de apoptosis sugieren que OTA ingresa a las
células a través de transportadores OAT1 y OAT3 y que
puede desencadenar la apoptosis por via mitocondrial y
reticulo endoplasmaético [2, 7, 10].

En relacién a estudios de la citotoxicidad de OTA in vitro, se
muestra el empleo de diferentes metodologias en las pruebas
citotdxicas, al igual que tiempos de exposicion de 24, 48 y 72
horas y rangos de concentraciones de OTA, que van desde
0;0,1; 2,5; 5; 10; 20; 40; 50; 64 uM hasta 128 uM, asi como
la utilizacion de diversas lineas celulares como HepG2,
NRK-52E (células del tibulo proximal renal de rata), Vero-
E6 (células de rifidn del mono verde), hPBMC (células
mononucleares de sangre periférica, GCs (células granulosas
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de ovario porcino), GC-2 (células germinales masculinas),
SH-SY5Y (células del neuroblastoma humano), Caco-2
(células de colon humano), evidencidndose en las lineas
celulares probadas una disminucién de la viabilidad celular
menor del 50 % a mayor concentracién OTA en comparacion
con el control [2, 11, 12, 13, 15, 16, 17].

Asi mismo, se reportan concentraciones inhibitorias (Clsp) de
OTA para HepG2 de 52,62 UM 0,04 a las 48 horas y de 36
MM 0,09 a las 72 horas de tratamiento; en otros estudios se
registran Clso de 21,16 uM y de 25 uM durante 24 horas de
tratamiento para esta linea celular, mientras que para otras
lineas celulares como Caco-2 la Clso fue de 7,63 pM con 72
horas de tratamiento [10, 11, 18]. Por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo fue estimar los efectos toxicos de la OTA en
la linea celular HepG2 mediante la inhibicion de la
proliferacion celular y determinar los cambios morfolégicos
en las células y su correlacién con la apoptosis.

2. Métodos y Materiales

Micotoxina. A partir del estdndar de la Ocratoxina A
suspendida en metanol (HPLC-OTA), Micotox Ltda,
Colombia, se procedid a la liofilizacién por 24 horas. En
sintesis, consistié en la dialisis de la micotoxina OTA en
tampdn Tris a 25 mM por 24 horas, a continuacion, el
contenido se trasfirié a un tubo Falcon, se congeld por 4 horas
y se finaliz6 con la liofilizacion.

Células HepG2. A partir de viales congelados de la linea
celular HepG2 (carcinoma de hepatoblastoma humano), se
realizaron cultivos hasta alcanzar una confluencia del 80%.
Seguidamente, se disociaron los cultivos con tripsina 0,25%
y se sembraron en placas a una concentracion de 20.000
células/100 pl por pozo de RPMI-1640 complementado con
suero fetal bovino al 10 % y con una solucion de antibiético
al 0,05 %, las placas se incubaron por 24 horas para la
adhesion celular; finalizado este tiempo se agrego la
micotoxina OTA diluida DMSO (dimetilsulféxido) a
concentraciones de 1; 2,5; 5,0; 10 y 15 uM [19].

Propagacion de las células HepG2. La citotoxicidad de la
micotoxina OTA, se calculé por el método colorimétrico
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio) para determinar la viabilidad celular.
Después de intervalos de 48 y 72 horas de tratamiento con
OTA, se afiadié 100 pl de MTT (0,5 mg/ml) y se incubé por
4 horas con las siguientes condiciones de cultivo: 37 °C, 5 %
CO2 y 95 % de humedad. A continuacién, los cultivos se
lavaron con tampon fosfato salino (PBS), y seguidamente, se
agregaron 100 pl de isopropanol acido en agitacion suave por
5 minutos para solubilizar los cristales de Formazan durante
15 minutos. Por altimo, se procedié a medir la densidad
oOptica a 570 nm (espectrofotometro Tecan Spectra classic) de
la solucién solubilizada [20] y se determiné el porcentaje de
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viabilidad celular. La citotoxicidad de OTA sobre las células
HepG2, se trabajé como porcentaje de inhibicién [19].

Para calcular la concentracién inhibitoria (Clso), se
analizaron las curvas de inhibicion de porcentaje y de
concentracion, es decir, la concentracion de OTA necesaria
para inhibir el 50% del crecimiento en las células de HepG2.
Usando el método de regresion no lineal tomando como
variable de respuesta la dosis inhibitoria y como variable de
regresion la concentracion de OTA [21].

Microscopia electrénica de transmision. Se inicié con un
cultivo a una concentracién de 3x10° células HepG2 por 24
horas para permitir la adhesion celular, se tratdé 10 uM de
OTA por un periodo 48 horas. Transcurrido el tiempo de
tratamiento, el monocapa celular se disocié con tripsina al
0,25%, inmediatamente se lavd la suspension celular con
PBS y se centrifugd por 10 minutos a 2.000rpm. A
continuacién, en una mezcla 3:3 de glutaraldehido-
formaldehido al 3% en tampén cacodilato 0,1M y pH 6,3, se
fijo el precipitado celular por un periodo méximo de 2 horas,
después, se centrifugd a 2.000 rpm por 10 minutos y se lavé
con tampén cacodilato y se postfijé por un intervalo de
tiempo de 3 a 12 horas en una solucion de tetraxido de osmio
al 1% en tampon cacodilato. Terminado el lapso, nuevamente
se lavd con solucién tampén y se deshidratd en
concentraciones ascendentes de alcohol etilico finalizando
con oxido de propileno; en seguida, se infiltré e incluy6 en
resina epoxidica. De las células incluidas se realizaron cortes
de secciones ultrafinas de 90 nm de espesor, las cuales fueron
contrastadas con citrato de plomo y acetato de uranilo para la
observacion de las caracteristicas morfologicas de la
apoptosis en el microscopio electrénico de transmisién (H-
7000, Hitachi) [19].

Anélisis estadistico. Se efectué empleando el programa
GraphPad Prism, los datos se analizaron con analisis de
varianza (ANOVA) de una via y utilizando el método de
Dunnett’s. Esto con el fin de comparar las diferencias
significativas entre el control y los grupos de células HepG2
tratada con las distintas concentraciones de OTA a las 48 y
72 horas. Se realizaron 3 ensayos independientes, cada
concentracion de OTA y su respectivo control se trabajaron
por triplicado.

3. Resultados y Discusion

Citotoxicidad de OTA sobre la propagacién de las células
HepG2. Para estimar la inhibicion de la proliferacion en las
células HepG2 por parte de la OTA, las células HepG2 fueron
tratadas a diferentes concentraciones de 1; 2,5; 5,0; 10 y 15
UM de OTA, a dos intervalos de tiempo de 48 y 72 horas.
Con el tratamiento por 48 horas, se evidencid disminucion de
la proliferacion celular en las células HepG2 desde la
concentracion de 2,5 uM hasta los 15 M. La disminucion de
la proliferacion celular estuvo marcada por una dependencia
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de la concentracion, por lo que, al aumentar la concentracion
de OTA, la proliferacion celular se redujo significativamente
desde un 89,74 % DE+1,7 hasta 31,99 % DE+0,0, en
contraste con el control (97,88 % DE+0,4), con un valor p
<0,0001. Asi mismo, en las concentraciones de 10 y 15 uM
de OTA la proliferacién de las células HepG2 se registré por
debajo del 50 % (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la OTA sobre proliferacion celular en las células HepG2.
La proliferacion se evalud por el método de reduccion de MTT, con distintas
concentraciones de OTA (1; 2,5; 5,0; 10 y 15 uM) por 48 horas, Cada barra
representa la media DE+ (n=3) ****p <0,0001 versus el control usando
ANOVA.

De forma similar, se observo una disminucién significativa
en la proliferacién celular de HepG2 con el tratamiento con
OTA por 72 horas a partir de la concentracion de 2,5 pM
hasta los 15 uM de OTA (Figura 3). La proliferacion celular
se redujo significativamente con dependencia de la
concentracion desde un 90,42 % DE+2,6 hasta 24,23 %
DE+0,1 a diferencia del control (97,07 % DE+1,87),
respectivamente (p <0,001). Lo mismo que en el intervalo de
48 horas, se hallo que la proliferacion celular disminuyd por
debajo del 50 % a las concentraciones de 10 y 15 pM de
OTA. Por otro lado, se encontré que la citotoxicidad de OTA
también es dependiente del tiempo de exposicion. La Clsp a
las 48 horas de exposicion a OTA mostrd un resultado de 9,19
MM DE+0,68 y a las 72 horas de exposicion a OTA la Clsg
fue de 9,98 UM DE=+0,43. Por lo tanto, la concentracion
minima para inhibir el 50 % de las células HepG2 a las 72
horas fue mayor que la de 48 horas de tratamiento con OTA.

Teniendo en cuenta los resultados de citotoxicidad anteriores,
se evidencié que disminuye la propagacion de las células
HepG2 de hasta el 31,99 % DE=+0,0 y hasta 24,23 % DE+0,1
a la concentracion de 15 uM de OTA a las 48 y 72 horas de
tratamiento, respectivamente. Este reporte coincide con
estudios en que se observo una dependencia del tiempo y de
la concentracion de OTA en un rango de 0,1 a 10 uM [13]
también se registrd reduccion de la viabilidad de estas células
en comparacion con el control a concentraciones de 25, 30,
50y 75 UM OTA durante 24 horas [9,16,18]. Otros estudios
que utilizaron un rango de concentracion de OTA desde los
5 UM hasta los 100 uM para evaluar el estrés oxidativo,
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encontraron un aumento de las especies reactivas de oxigeno
en las células HepG2 de una manera dependiente del tiempo
[2,13].
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Figura 3. Efecto de la OTA sobre proliferacion celular en las células HepG2,
con distintas concentraciones de OTA (1; 2,5; 5,0; 10 y 15 uM) por 72 horas.
Cada barra representa la media DE+(n=3) ****p <0,0001 versus el control
usando ANOVA.

En cuanto a la inhibicién del 50 % de la poblacién celular,
los valores de la Clsp de 9,19 uM DE+0,68 y 9,98 uM
DE+0,43 a las 48 y 72 horas de exposicion de las células
HepG2, indican que son dependientes del tiempo. Estos
resultados difieren de investigaciones donde la Clsg es de
21,16 UM hasta 210 uM para células HepG2 con un tiempo
de 72 y 24 horas de tratamiento con OTA, respetivamente
[8,10]. Asi mismo, otras investigaciones obtienen una Clsp de
52,62 UM y 36 uM de OTA sobre células HepG2 a las 48 y
72 horas [11] y de 25 UM a las 24 horas de tratamiento de
estas células con OTA [18].

En estudios anteriores, se demostr6 que la propagacion de las
células HepG2 se redujo con el tratamiento de la OTA con
dependencia del tiempo de exposicion y de la concentracion
de OTA, coincidiendo con los resultados obtenidos en este
trabajo. Como también se describe que es posible que laOTA
interfiera significativamente con el metabolismo energético
de las células, puesto que el ensayo colorimétrico MTT mide
la funcién de enzimas mitocondriales que participan en la
produccion del ATP; conforme a esto, estudios en otras
células como del epitelio gastrico humano (GES-1) reveld
aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno,
pérdida del potencial de membrana en las mitocondrias y
decrecimiento en la concentracion de ATP, y su posible
activacion de la apoptosis [22]. Finalmente, cabe anotar que
los estudios sobre la toxicidad de la OTA en lineas celulares
pueden presentar diferencias en los valores de proliferacion
celular y Clsp por los procedimientos experimentales, el
metabolismo celular que esta asociado a la naturaleza de la
célula y los tiempos de exposicion de las células a la OTA;
es claro que la OTA genera disminucion de la proliferacion
celular como lo muestran los resultados obtenidos, por lo
tanto, se requiere realizar estudios que analicen otras
caracteristicas mas especificas de las células que conlleven
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a esclarecer los mecanismos que alteran la proliferacion y
viabilidad celular.

Cambios morfoldgicos de las células HepG2. Al analizar
por microscopia electrénica de transmisidn las caracteristicas
morfolégicas propias del proceso de apoptosis en las células
HepG2 tratadas con 10 pM de OTA por 48 horas, se
observaron cambios morfolégicos en estas células en
comparacion con el control (Figura 4A y B). En las células
HepG2 sometidas al tratamiento con OTA se presentd
alteracion en la morfologia celular, ademas fragmentacion
nuclear, celular y formacion de cuerpos apoptéticos
caracteristicas de la apoptosis (Figura 4B), mientras que en
las células HepG2 sin tratamiento, se distinguen células con
morfologia epitelial delimitada por su membrana plasmatica
en contacto con otras células, con el nicleo redondeado
delimitado por su membrana nuclear y la presencia de
nucléolos (Figura 4A). Estos resultados mostraron que la
citotoxicidad de OTA sobre las células HepG2, se puede
relacionar con la muerte celular apoptética. Ademas, estas
evidencias concuerdan con estudios donde la OTA induce
apoptosis con los respectivos cambios morfoldgicos que
ocurren en las células. Asi, la investigacion sobre células de
rifion porcino PK-15 arrojé un aumento significativo de las
células apoptdticas con una dependencia de las dosis de OTA
en un rango de concentracion de 2 a 8 uM de OTA durante
48 horas [23]. Otros estudios en células HepG2 y linea celular
de epitelio de rifion canino MDCK reportan que al aumentar
la concentracién hasta 50 uM de OTA durante 24 horas, el
nimero de células disminuydé y se mostré una
desorganizacion de las estructuras intracelulares que sugieren
el inicio del proceso apoptético en MDCK [24]. Asi mismo,
en células GC-2, linea celular similar a un espermatocito, se
observaron cambios morfoldgicos relacionados con la
apoptosis y que el nimero de células apoptéticas incrementd
con el aumento de la concentraciéon de OTA [14]. Ademaés,
diversos estudios sobre los efectos de OTA exhibieron un
aumento de células HepG2 apoptoéticas [25].
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Figura 4. Microscopia electrénica de transmision de las células HepG2,
expuestas por 48 horas a 10 uM de OTA. A. control negativo, B. Células
expuestas a 10 uM de OTA. Aumento 4.000X. *: Membrana plasmatica, c:
Contenido celular, N: Nucleo, n: nucléolo, Ca: Cuerpos apoptéticos, flecha:
membrana nuclear.

21



4. Conclusiones

En este estudio, se observaron efectos tdxicos de la
micotoxina OTA en la proliferacién de la linea celular
HepG2, incluso a concentraciones inferiores a 15 uM. Los
resultados revelan una inhibicion de la proliferacién celular
del 50% a una concentracidn inhibitoria de 9.58 uM de OTA,
acompafada de notables cambios en la morfologia celular.
Estos cambios morfoldgicos, que incluyen la fragmentacion
tanto nuclear como celular, culminan en la formacién de
cuerpos apoptaticos, sugiriendo un proceso de muerte celular
por apoptosis inducido por OTA.

Es importante destacar que en los estudios de toxicidad de la
micotoxina OTA en lineas celulares, es comun observar
variaciones en los valores de proliferacion celular y Clsg
debido a las diferencias en los procedimientos
experimentales, el metabolismo celular asociado a la
naturaleza de las células y los tiempos de exposicion a la
OTA. Los resultados obtenidos claramente indican que la
OTA provoca una disminucion significativa en la
proliferacion celular.

Sin  embargo, para comprender completamente los
mecanismos que subyacen a esta alteracion en la
proliferacion y viabilidad celular, es necesario llevar a cabo
investigaciones adicionales que analicen aspectos especificos
de las células. Estos estudios futuros pueden arrojar luz sobre
los detalles fundamentales de cdmo la OTA afecta a las
células, lo que en JUltima instancia contribuird a una
comprension mas completa de su impacto en la modificacion
de la fisiologia celular.
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