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Resumen

Castellano

El impacto de las micotoxinas sobre la salud humana ha sido objeto de estudio en los Gltimos
afios, sin embargo, existe escasa informacion acerca de los efectos producidos por la presencia
simultdnea de micotoxinas reguladas y emergentes en los alimentos. En este trabajo se han
evaluado los efectos de la micotoxina regulada deoxinivalenol (DON) y de la micotoxina
emergente acido fusarico (AF) sobre la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Con
este objetivo, se ha analizado el efecto de ambas toxinas sobre la viabilidad celular de forma
individual y combinada utilizando el ensayo MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol), obteniendo asi sus concentraciones inhibitorias 50 (Clsg). Individualmente, el
DON tiene una Clsy de 0,93 pM, mientras que el AF presenta un valor de 75,02 uM. Al
combinar el DON y el AF en proporcion 2:1, las Cls, resultantes son 1,62 y 0,81 uM para la
micotoxina regulada y la emergente, respectivamente, por lo que muestran un efecto antagdnico.
Finalmente, se analizo el tipo de muerte producido por ambos compuestos por citometria de
flujo, observandose que el AF produce apoptosis, mientras que el DON no genera apoptosis ni
necrosis en esta linea celular. Debido al antagonismo observado, la co-contaminacion de los

alimentos con ambas micotoxinas podria producir en un efecto protector para el consumidor.

Palabras clave: micotoxinas, acido fuséarico, deoxinivalenol, citotoxicidad, antagonismo,
apoptosis, emergente

Galego

O impacto das micotoxinas na salde humana foi obxecto de estudo nos Gltimos anos, con todo,
hai pouca informacién sobre os efectos producidos pola presenza simultdnea de micotoxinas
reguladas e emerxentes nos alimentos. Neste traballo avaliaronse os efectos da micotoxina
regulada deoxinivalenol (DON) e da micotoxina emerxente &cido fusarico (AF) na lifia celular
de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Con este obxectivo, analizouse o efecto de ambas toxinas
sobre a viabilidade celular individualmente e en combinacién mediante a proba MTT (Bromuro
de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-difeniltetrazol), obtendo asi a sGa concentracion inhibitoria
50 (Clsp). Individualmente, o DON ten unha Clsy de 0,93 UM, mentres que o AF presenta un
valor de 75,02 uM. Ao combinar o DON e o AF nunha proporcion de 2:1, as Cls, resultantes
son 1,62 e 0,81 uM para a micotoxina regulada e a emerxente, respectivamente, polo que
mostran un efecto antagdnico. Finalmente, analizouse o tipo de morte producido por ambos
compostos por citometria de fluxo, observdndose que o AF produce apoptose, mentres que o

DON non xera apoptose nin necrose nesta lifia celular. Debido ao antagonismo observado, a co-



contaminacion dos alimentos con ambas micotoxinas poderia producir un efecto protector para

0 consumidor.

Palabras chave: micotoxinas, acido fusarico, deoxinivalenol, citotoxicidade, antagonismo,
apoptose, emerxente

English

The impact of mycotoxins on human health has been object of study in recent years. However,
there is little information about the effects produced by the simultaneous presence of regulated
and emerging mycotoxins in food. In this work, the effects of the regulated mycotoxin
deoxinivalenol (DON) and the emerging mycotoxin fusaric acid (AF) have been evaluated on
the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. With this objective, the individual and combined
effects of both toxins on cell viability have been analyzed using MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-
2-yD)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay, obtaining their half inhibitory concentrations
(Clsg). Individually, DON has a Cls, of 0,93 uM, while FA presents a value of 75,02 uM. By
combining DON and FA in a 2:1 ratio, the resulting Cls, are 1,62 and 0,81 uM for the regulated
and emerging mycotoxins, respectively, so they show an antagonistic effect. Finally, the type of
cell death produced by both compounds was analyzed by flow cytometry, observing that FA
induces apoptosis, while DON does not produce neither apoptosis nor necrosis on this cell line.
Due to the observed antagonism, food co-contamination with both mycotoxins could produce a

protective effect for the consumer.

Keywords: mycotoxins; fusaric acid; deoxinivalenol; cytotoxicity; antagonistic; apoptosis;
emerging
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Abreviaturas y acronimos

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AF: Acido Fusarico

ATGs: Genes relacionados con la autofagia, del inglés “autophagy-related genes”
ATP: Adenosin Trifosfato

BEA: Beauvericina

BHE: Barrera hemato-encefalica

CO,. Didxido de carbono

Clso: Concentracion inhibitoria 50

DBH: Dopamina B-hidroxilasa

DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco, del inglés “Dulbecco’s Modified Eagle’s

médium”
DON: Deoxinivalenol
DISC: sefial compleja de induccion de muerte, del inglés “Death Inducing Signaling Complex”

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, del inglés “European Food Safety
Authority”

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, del inglés

“Food and Agricultural Organization”

FB,. Fumonisina B,

FITC: Isotiocianato de fluoresceina, del inglés “Fluorescein Isotiocyanate”
HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfonico

IP: loduro de propidio

LDH: Lactato deshidrogenasa

mTOR: del inglés “mammalian Target of Rapamycin”

MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

NIV: Nivalenol



NADH: Nicotinamida Adenina Dinucle6tido
NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato

RIP: Proteina quinasa de interaccion con el receptor, del inglés “Receptor-interacting protein

kinase”
SDS: sodio dodecil sulfato

STS: Estaurosporina



1. Introduccién

1.1.Micotoxinas

Las micotoxinas son un grupo de metabolitos secundarios de bajo peso molecular
producidos por diferentes especies de hongos filamentosos. Estos compuestos producen efectos
toxicos en los seres vivos a través de la contaminacion de alimentos, piensos y otras materias
primas, por lo que su ingesta es un problema de interés para la salud publica. Los sindromes de
toxicidad resultantes de la ingesta de micotoxinas por parte del hombre y de los animales se
conocen como micotoxicosis (Adeyeye, 2016; Sainz et al., 2018). Entre los diferentes tipos de
hongos capaces de producir micotoxinas destacan el phylum Ascomycota, y dentro de él los
géneros Fusarium, Aspergillus (Figura 1) y Penicillium, de gran interés para la salud humana y
animal dado que tienen la capacidad de colonizar plantas de cultivo destinadas al consumo
(Gruber-Dorninger et al., 2017). Cabe destacar que el maiz es uno de los cereales mas
susceptibles de ser contaminado por micotoxinas, y que, junto al arroz y al trigo, supone el 94%

del consumo total de cereales en el mundo (Ranum et al., 2014).

Figura 1. (A) Cultivo de Fusarium sp y (B) Aspergillus sp. Fotografias cedidas por J.
Gonzélez Jartin

Se han identificado mas de 300 tipos de micotoxinas, pero solo alrededor de 20 pueden
estar presentes en cultivos y alimentos a una concentracion suficiente como para producir una
toxicidad relevante. Desde el punto de vista de la salud publica, las micotoxinas mas
importantes son: las aflatoxinas, la ocratoxina A, la patulina, los tricotecenos, la zearalenona y
las fumonisinas (Kifer et al., 2020; Sainz et al., 2018).

Basandonos en estos datos, no es de extrafiar que la contaminacién con micotoxinas

suponga una gran amenaza para la salud humana. Esto se debe en gran medida a su estabilidad



fisica y quimica, ya que resisten a procesos de molienda, secado o coccion, lo que impide que
puedan ser destruidas durante el tratamiento industrial. Otro factor importante es su capacidad
de colonizacion de los cultivos, que puede ocurrir durante su crecimiento en el campo, viéndose
favorecido por temperaturas extremas y alta humedad, o después de la cosecha, durante el
almacenamiento, transporte y procesamiento (Sainz et al., 2018). En este sentido, el cambio
climatico estd estrechamente relacionado con el aumento de la contaminacion de los cultivos
por micotoxinas. ElI aumento del CO,, de la temperatura, y del estrés por sequia en los campos
son elementos clave para el desarrollo de hongos micotoxigénicos, incluyendo las especies de
Fusarium, Aspergillus y Penicillium. El impacto del cambio climatico sobre los cultivos
europeos ha sido examinado por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
concluyendo que los efectos variaran dependiendo del area geogréafica y podran ser perjudiciales
o0 beneficiosos. Por ejemplo, se prevé que en el norte de Europa el aumento de las temperaturas
resulte beneficioso para los cultivos, mientras que en la cuenca mediterranea los cambios
extremos en las condiciones meteoroldgicas aumentaran gradualmente la contaminacion con
micotoxinas. El cambio climatico también influye en el desequilibrio entre la relacion
patégeno/plaga, planta huésped y medio ambiente (Figura 2). Estudios recientes sugieren gque
plagas invasoras de cultivos basicos migran a los polos a una velocidad de 3-5 km/afio,
aumentando asi el estrés ambiental al que se ven sometidas las plantas, y reduciendo su
resistencia al desarrollo de micotoxinas. Por lo tanto, el cambio climatico conllevard grandes
impactos en la seguridad alimentaria en los diferentes continentes (Medina et al., 2017).
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Figura 2. Esquema de las relaciones entre los diferentes factores que intervienen en el desarrollo de

las micotoxinas y su impacto en la salud humana y animal



En este contexto, la vigilancia de piensos y cereales para detectar la presencia de
micotoxinas ha sido objeto de extensas investigaciones en los Ultimos afios (Liu & Van der Fels-
Klerx, 2021; Sainz et al., 2018).

1.1.1. Toxicidad y regulacion de las micotoxinas

Los efectos toxicos asociados a la exposicion a las micotoxinas pueden ser agudos o
cronicos. Esto dependera del tipo de micotoxina, del nivel y duracion de la exposicion, y en el
caso de que afecte a animales de produccion, de su especie y edad. En concreto, la exposicion
cronica es especialmente relevante. Esta puede estar causada por la ingestion de cantidades
pequefias 0 moderadas de micotoxinas que se encuentren en cereales, y podria dar lugar al
desarrollo de céncer o inmunosupresion. Otros efectos que se han demostrado como
consecuencia de estas intoxicaciones por consumo de micotoxinas o micotoxicosis son
nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, problemas reproductivos, efectos gastrointestinales, problemas

dermatoldgicos, y desordenes del sistema nervioso central (Sainz et al., 2018).

Aunque la ingesta accidental de alimentos contaminados por micotoxinas es
probablemente la principal via de contacto tanto para el hombre como para los animales, no
debemos olvidar la existencia de otro tipo de vias. Estas incluyen el contacto directo con ciertos
compuestos tdxicos que traspasan la barrera de la piel, o el consumo de productos procedentes
de animales alimentados con cereales contaminados, tales como carne y leche. Aunque es
menos comun, también se ha demostrado la existencia de micotoxicosis producidas por via

inhalatoria (Seyedmousavi et al., 2018).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
estima que aproximadamente entre el 25% y 50% de todos los alimentos basicos producidos a
nivel mundial estan contaminados por micotoxinas, por lo que no es de extrafiar que en la
mayoria de los paises cuenten con una regulacién especifica sobre los limites maximos
permitidos de las micotoxinas que con mas frecuencia afectan al hombre. El fin de dicha
legislacion es prevenir y reducir los riesgos para el consumidor y minimizar el impacto
econdmico causado por la presencia de estas sustancias en los cultivos (Gruber-Dorninger et al.,
2017).

La EFSA clasifica a las micotoxinas en dos grandes grupos: micotoxinas reguladas y
micotoxinas no reguladas o emergentes. Las micotoxinas reguladas son aquellas que,
conociendo la concentracion a la que acttan, suponen un peligro para la salud publica, y cuyos
niveles maximos estan recogidos en la normativa europea mediante el Reglamento (CE)
n°1881/2006 de la Comision Europea del 19 de diciembre de 2006, por el que se fija el
contenido maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios. Por otro lado,

las micotoxinas no reguladas son aquellas cuyo consumo no se considera peligroso para la salud



publica, aunque en muchos casos su pertenencia a este grupo se basa en el desconocimiento y
falta de estudio de su accion, por lo que no podemos descartar que ninguna de ellas pueda
afectar a la salud humana y/o animal (EFSA, 2014; Juan-Garcia et al., 2019; MAPA, 2015).

1.1.1.1. Micotoxinas reguladas

Como se ha mencionado anteriormente, las micotoxinas reguladas son aquellas que,
conociendo su umbral de toxicidad, suponen un peligro para la salud publica y sus
concentraciones maximas en los alimentos quedan recogidas en el Reglamento (CE)
n°1881/2006. Dentro de este grupo encontramos las clases de micotoxinas mas importantes:
aflatoxinas, tricotecenos, fumonisinas, ocratoxinas y zearalenona (EFSA, 2014; Gruber-
Dorninger et al., 2017). A continuacion, se describiran las principales caracteristicas del

deoxinivalenol (DON), la micotoxina regulada utilizada en este trabajo.

1.1.1.1.1. Deoxinivalenol

ElI DON o vomitoxina (Figura 3) es una micotoxina perteneciente al grupo de los
tricotecenos tipo B, producida principalmente por hongos del género Fusarium. Se trata del
tricoteceno mas comun en los cereales, y se ha demostrado que la exposicion a esta toxina tiene
un efecto directo en las células del individuo, provocando la ruptura de la membrana celular,

dafiando su ADN, e inhibiendo la sintesis de proteinas (Pestka, 2010).

Figura 3. Estructura quimica del DON

El consumo de alimentos contaminados con DON induce micotoxicosis tanto en animales
de granja como en humanos. Los sintomas mas conocidos que produce el DON son diarreas,
vomitos, anorexia, reduccion en la ganancia de peso, alteraciones neuroendocrinas e
inmunoldgicas, leucocitosis, hemorragia y shock circulatorio. Sin embargo, solo la ingesta de
cantidades extremadamente altas de DON ha sido reportada como causa de muerte o de grave
dafio tisular, mientras que lo méas comun en una ingestion regular de dosis bajas de esta toxina

serd el rechazo hacia el alimento y la pérdida de peso que eso conlleva. Es la capacidad para



provocar el vémito en diferentes especies lo que ha hecho que esta micotoxina se conozca

comunmente como vomitoxina (Bonnet et al., 2012; Sainz et al., 2018; Zhang et al., 2020).

La intensidad de los sintomas depende de diferentes factores tales como la dosis, la
especie que lo consume, la duracion de la exposicién, la via de administracion o la pureza del
compuesto. Por ejemplo, la absorcién oral es baja en rumiantes y aves de corral, mientras que en
suidos y roedores se absorbe facilmente. En suidos, una dosis de 1 a 2 ppm de DON causa un
rechazo parcial al alimento, mientras que si la dosis asciende a 12 ppm se produce el rechazo
completo (Bonnet et al., 2012; Sainz et al., 2018). En humanos, los sintomas mas comunes de
esta micotoxicosis son vomitos, reduccion en la ingesta, dolor abdominal y diarrea, y aunque
estd demostrado que esta toxina es capaz de atravesar la barrera hematoencefélica y acumularse
en el cerebro, el mecanismo por el que causa neurotoxicidad es ain objeto de estudio (Bonnet et
al., 2012; Zhang et al., 2020).

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JEFSA), establecio
en 2010 la ingesta diaria maxima tolerable provisional de DON y sus derivados para exposicion
crénica en 1 pg/peso corporal en kg/dia, mientras que la dosis de referencia en una exposicion
aguda seria de 8 pg/peso corporal en kg/dia (AESAN, 2021). En la Union Europea, el
Reglamento (CE) n°1881/2006 de la Comision Europea, establece el limite maximo permitido
de DON para alimentacion humana entre 200 pug/g para alimentos procesados a base de cereales

y alimentacion infantil y 1750 pg/g para cereales sin procesar.

1.1.1.2. Micotoxinas no reguladas

Las micotoxinas no reguladas son aquellas cuya presencia en alimentos no se determina
rutinariamente y cuyos limites maximos no se encuentran recogidos en la legislacion actual. Sin
embargo, la incidencia de estas micotoxinas aumenta cada vez maés, recibiendo también el
nombre de micotoxinas emergentes (Arroyo-Manzanares et al., 2019; Gruber-Dorninger et al.,
2017). En el presente trabajo se ha analizado la micotoxina no regulada acido fusarico (AF), que

se describe en la siguiente seccion.

1.1.1.2.1. Acido Fusérico

El AF (Figura 4) es una micotoxina emergente y poco estudiada producida por varias
especies de hongos del género Fusarium. Como la mayoria de las micotoxinas producidas por
este género, es relevante por su impacto sobre la salud animal y del ganado, y ha demostrado
tener efectos citotoxicos e inhibitorios en el crecimiento de distintas lineas celulares, algunas de

ellas cancerigenas (Gruber-Dorninger et al., 2017; Mamur et al., 2020).
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Figura 4. Estructura quimica del AF

Aunque individualmente la toxicidad del AF se considera baja o moderada, la
importancia de esta micotoxina radica en las interacciones sinérgicas que produce con otras

micotoxinas en la naturaleza (Bacon et al., 1996).

Su efecto mas conocido es la hipotension que provoca debido a la inhibicién de la
dopamina B-hidroxilasa (DBH), la enzima encargada de convertir la dopamina en noradrenalina.
Apenas hay datos acerca de sus efectos en humanos, pero se ha demostrado que el AF es capaz
de producir estrés oxidativo y mitocondrial, necrosis y apoptosis en células de carcinoma
hepatico (Gruber-Dorninger et al., 2017). En animales, su efecto téxico se asocia con vémitos,
pérdida de apetito y letargia, y también se ha demostrado que altera la actividad mitocondrial,
inhibiendo la sintesis de ATP. El efecto de esta toxina sobre el cerebro no es conocido, aunque
si se ha demostrado que es neurolégicamente activa y que puede afectar negativamente al
envejecimiento cerebral, predisponiendo a desérdenes neurodegenerativos (Dhani et al., 2020;
Gruber-Dorninger et al., 2017).

1.2.Toxicidad combinada

En la naturaleza, la contaminacién con micotoxinas en especies vegetales suele
producirse de forma combinada. Los cereales pueden estar infestados a la vez por distintas
especies de hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus o Penicillium que producen varias
micotoxinas que, por tanto, co-contaminaran los alimentos. Este hecho queda avalado por
diferentes estudios, en los que también se concluye con la importancia de continuar estudiando
los efectos toxicos que produce la combinacién no solo de micotoxinas reguladas, sino también
de las emergentes (Arroyo-Manzanares et al., 2019; Romera et al., 2018; Streit et al., 2013). De
hecho, en Europa se estima que entre el 75 y el 100% de muestras destinadas a alimentacion

animal contienen mas de una micotoxina (Ashton, 2015; Streit et al., 2012).

Podemos explicar la gran frecuencia con la que se da esta combinacion de micotoxinas en

alimentos por tres motivos: un mismo hongo es capaz de producir distintos tipos de micotoxinas
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simultdneamente, un mismo producto o materia prima puede estar contaminado por varios
hongos, y el producto resultante puede haber sido creado a partir de distintas materias primas
contaminadas (Streit et al., 2012)

Por tanto, la presencia de varias micotoxinas en las materias primas destinadas a la
alimentacion, tanto humana como animal, podria suponer un peligro para la salud, ya que se
desconocen la mayoria de los efectos derivados de la combinacion de estos metabolitos. Es por
esto que es importante estudiar el tipo de efecto que conlleva la combinacion de distintas
micotoxinas, puesto que cabe la posibilidad de que una micotoxina combinada con otra sea méas

toxica que esa misma toxina individualmente (Speijers & Speijers, 2004).

La clasificacion de los posibles efectos combinados se basa en la comparacién entre el
efecto observado y el efecto esperado. Si el efecto observado es mayor que el esperado, ambos
compuestos presentaran efecto sinérgico; si el efecto observado es menor que el esperado, seran
antagonistas, y si el efecto esperado es igual al observado, diremos que tienen efecto aditivo
(Kifer et al., 2020). Existen varios métodos para evaluar el efecto que produce la combinacion
de varios compuestos y que nos permiten clasificar esta interaccion como efectos antagdnicos,
aditivos o sinérgicos. Evaluar el efecto de esta combinacion sera fundamental en lo relativo a la
seguridad alimentaria, ya que si la mezcla de varias micotoxinas produjese efectos sinérgicos

podrian dar lugar a toxicidad aun estando por debajo de los limites permitidos (Ashton, 2015).

En este estudio utilizaremos el indice de combinacion de Chou & Talalay para analizar el
efecto producido en la combinacién in vitro del DON y el AF, por lo que se describira a

continuacion.

1.2.1. Indice de combinacion de Chou & Talalay

El método de Chou & Talalay para la combinacion de farmacos se basa en una ecuacién
derivada del principio de la ley de masas, que establece que para una reaccién quimica
reversible y en equilibrio, debe existir una relacién constante entre concentraciones de reactivos
y productos. Establece asi una formula que unifica las ecuaciones de Michaelis-Menten, Hill,

Henderson-Hasselbach y Scatchard en bioquimica y biofisica (Chou & Talalay, 1984):

. a b
Indice d binaciéon = -+ =
ndice de combinacion aTE

donde a y b son las concentraciones inhibitorias 50 (Clsg) de los compuestos combinados, y Ay

B las Cls, de los compuestos individualmente.

Con el indice de combinacién resultante obtenemos una definiciéon cuantitativa del efecto
aditivo (si es igual a 1), sinérgico (si es menor que 1), o antagoénico (si es mayor que 1) (Chou,
2010; Chou & Talalay, 1984; Kifer et al., 2020).
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1.3.Tipos de muerte celular

A lo largo del ciclo vital de las células encontramos tres procesos: desarrollo,

diferenciacion, y muerte. Se asume gue en condiciones fisioldgicas este fendmeno esté regulado

bajo un complejo equilibrio entre la proliferacion de células nuevas y la muerte de células

dafadas o seniles, creando una homeostasis esencial para el correcto mantenimiento de los

tejidos. Cuando este equilibrio se altera, nos encontramos con patologias como el cancer

(aumento de la proliferacion celular) o enfermedades degenerativas (aumento de los procesos de

muerte celular) (Ramanpreet et al., 2021).

Atendiendo a las diferentes rutas y mecanismos implicados, en las células de los

mamiferos encontramos tres tipos de muerte: apoptosis (tipo 1), autofagia (tipo 2), y necrosis
(tipo 3) (Tabla 1) (Ouyang et al., 2012).

Tabla 1. Comparacion de caracteristicas citomorfoldgicas de los procesos de muerte celular apoptosis,

autofagia y necrosis (Martinez Salazar, 2009; Ramanpreet et al., 2021)

Parametro

Apoptosis 0 muerte

celular tipo 1

Autofagia 0 muerte
celular tipo 1l

Necrosis 0 muerte

celular tipo 111

Nucleo Reduccion de Poca alteracion, Dilatacion de la
volumen, dilatacion del membrana nuclear
fragmentacion del espacio perinuclear
nicleo
Cromatina Condensacion Media/moderada Fragmentacién
condensacion
Citoplasma Retenido en cuerpos Presencia de Liberado al espacio

apoptéticos

vacuolas autofagicas

extracelular

Membrana plasmatica

Membrana celular

intacta

Membrana celular

comprometida

Volumen celular

Encogimiento celular

Hinchamiento

celular, citolisis

Proceso de inflamacion

tisular

No hay presencia de

inflamacion

Posibilidad de

inflamacion

Inflamacion

usualmente presente

Activacion de las

caspasas

Involucradas

No involucradas

No involucradas

13




1.3.1. Apoptosis o muerte celular tipo 1

La apoptosis, 0 muerte celular programada tipo 1, es el tipo principal de muerte celular
gue ocurre cuando las alteraciones en el ADN de las células son irreparables. Los procesos
patoldgicos en los que esto ocurre son enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares,
inmunoldgicas, y procesos cancerigenos, aungue también esta descrita en procesos fisioldgicos.
Por ejemplo, en muchas especies, la apoptosis ocurre durante el proceso de desarrollo
embriolégico y fetal para eliminar células del sistema nervioso y permitir la diferenciacién. Este
tipo de muerte celular esta caracterizada por cambios morfoldgicos y bioguimicos especificos en
las células sobre las que actda, incluyendo la contraccién de las células, la condensacion y
fragmentacion del ndcleo, la aparicién de una ampolla en la membrana plasmatica, y la pérdida
de adhesion a células vecinas o a la matriz extracelular. Todos estos cambios son coordinados
por unas enzimas pertenecientes a la familia de las cistein-proteasas llamadas caspasas (Ouyang
etal., 2012; Ramanpreet et al., 2021).

Existen dos rutas principales que pueden intervenir en la activacion de la apoptosis,
pudiendo diferenciar entre ellas la via intrinseca o mitocondrial, o la via extrinseca o de receptor
de muerte (Figura 5). En ambas vias intervienen las caspasas y tienen como resultado en las

células los cambios morfoldgicos y bioquimicos anteriormente descritos.

. FADD
Apoptosoma

l Ruta
extrinseca

Caspasa -9

APAF1
Liberacion
Citocromo C /-‘
/Caspasa-B
Eaeey
i

Ruta
intrinseca

Figura 5. Esquema de la apoptosis por via extrinseca e intrinseca. Modificado de
(Alvarifio Romero, 2019)

La apoptosis extrinseca depende de la unién de un ligando a receptores de muerte
localizados en la membrana plasmatica. Los ligandos mas conocidos son los FasL/FasR y TNF-

o/TNRF1, y al unirse crean un complejo en la cara interna de la membrana plasmatica Ilamado
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DISC (del inglés “Death Inducing Signaling Complex™), que hace que la sefial de muerte se
transmita desde la superficie de la célula hasta el medio intracelular, lo que activa la caspasa 3 a
través de la caspasa 8 y se inicia el proceso apoptético.

Por otro lado, la apoptosis intrinseca se inicia a través de estimulos que no estan
mediados por receptores y que se transmiten al interior de la célula generando sefiales
intracelulares que llegan a las mitocondrias. Estas sefiales deben dar lugar a diversos estimulos
que inhiben la proteina anti-apoptdtica Bcl-2, permitiendo la apertura del poro mitocondrial.
Una vez abierto, comienza la liberacion de factores inductores de la apoptosis desde el interior
mitocondrial, entre los que se encuentran el citocromo c, la smac/DIABLO vy la endonucleasa G,
activando asi las caspasas 9 y 3, con las cuales comienza la cascada apoptética. Ademas, la
endonucleasa G y los factores inductores de apoptosis se dirigen al ntcleo celular, dando lugar a
la fragmentacion del ADN y la condensacién de la cromatina (Fernandez Araujo, 2015; Ouyang
etal., 2012; Ramanpreet et al., 2021).

1.3.2. Autofagocitosis o muerte celular tipo 2

La autofagia, aunque menos comin que la apoptosis, es un importante mecanismo de
muerte celular que se caracteriza por ser un proceso catabélico, independiente de las caspasas, y

altamente regulado por genes relacionados con la autofagia (ATGS).

La funcion principal de esta via es promover la supervivencia celular mediante el
reciclaje de componentes celulares, lo que le proporcionard a la célula la energia minima
necesaria para mantenerse. La autofagia se activa como mecanismo de supervivencia tras recibir
sefiales de estrés tanto intra como extracelulares, cuando, por ejemplo, la célula tiene déficit de
nutrientes. Otro ejemplo bien conocido de la activacién de la autofagia ocurre durante el
desarrollo animal, en concreto en el proceso de metamorfosis larva-pupa, en el que se requieren
una serie de ATGs para degradar el intestino medio larval. Sin embargo, la sobreactivacién de
este sistema puede resultar en una muerte celular dependiente de la autofagia (Denton & Kumar,
2019).

El principal responsable de la regulacion del proceso de autofagia que se activa cuando la
célula se encuentra con escasez de nutrientes es la proteina mTOR (del inglés “mammalian
target of rapamycin”). Esta proteina del grupo de las quinasas es ampliamente conocida por
integrar una gran cantidad de rutas relacionadas con el crecimiento celular. Su funcion
reguladora depende de sus dos subunidades: TORC1 y TORC2. En presencia de nutrientes y
sefiales de crecimiento, TORC1 previene la autofagia fosforilando e inhibiendo la actividad del
complejo Atgl/ULKZ1. Sin embargo, en situacion de inanicién, TORCL1 queda inactivo, lo que
permite la activacion del Atgl y con ello el inicio de la autofagia. La autofagia termina con la

fusion del autofagosoma y el lisosoma, formando un autolisosoma para la degradacion o
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reciclaje de componentes celulares (Figura 6) (Denton & Kumar, 2019; Fernandez Araujo,
2015; Murrow & Debnath, 2013; Ouyang et al., 2012).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de autofagia celular en situacidon de inanicion. Ante la
escasez de nutrientes, la proteina mTORCL queda inactivada, lo que permite la activacion del
Atgl y en consecuencia el inicio de la autofagia. Se diferencian las distintas fases: 1)
comienzo del aislamiento de la membrana o fagéforo; 2) formacion de la doble membrana
que forma el autofagosoma; 3) fusion del autofagosoma y lisosoma; 4) formacién del

autolisososoma; 5) degradacion y reciclaje del contenido celular

1.3.3. Necrosis 0 muerte celular tipo 3

La necrosis es un tipo de muerte celular no controlada caracterizada por una serie de
eventos que desencadenan la ruptura de la membrana plasmatica y la consecuente salida de
material intracelular, dando lugar a una reaccién inflamatoria en los tejidos circundantes. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que también puede iniciarse de forma controlada
mediante vias de sefializacion especificas entre las que intervienen principalmente las proteinas
RIP1 y RIP3 (del inglés “receptor-interacting protein kinase™), por lo que también juega un
importante papel en la eliminacion de células dafiadas (Ferndndez Araujo, 2015; John W
Baynes, 2019).

Los cambios celulares que encontramos en la necrosis y que nos pueden ayudar a
identificar este tipo de muerte celular mediante diversas tinciones son: aumento del volumen
celular, presencia de ADN fragmentado en el citosol, ruptura de la membrana plasmatica y
salida del material intracelular. Ademas, se esta comenzando a estudiar la forma de identificar la

necrosis controlada mediante las vias de sefializacidn anteriormente mencionadas.
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Hasta hace poco se pensaba que la apariciébn de necrosis en las células estaba
necesariamente ligada a la carencia de ATP. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha demostrado
que el agotamiento del ATP no es el tnico fendmeno critico capaz de iniciar este proceso, sino
que otras causas como el aumento del Ca*? intracelular, la oxidacion, o ciertas infecciones como
la inducida por Mycobacterium tuberculosis también son capaces de activar la necrosis celular
(Ramirez Agudelo & Rojas Lépez, 2010).

1.4.Tinciones para evaluar la viabilidad celular

La viabilidad celular se define como el nimero de células funcionales en una muestra.
Evaluar la viabilidad celular es de interés en numerosos ensayos celulares, sobre todo en
aquellos que se relacionan con la toxicidad. Los ensayos que evalGan la viabilidad celular
pueden diferenciarse en aquellos que analizan la poblacién celular en su totalidad, y aquellos
gue se centran en el andlisis de células individuales. Existen diferentes tinciones y métodos que
podemos utilizar para evaluar la viabilidad celular, y dependera de su coste, velocidad y

complejidad del equipamiento requerido el que elijamos uno u otro (Stoddart, 2011).

A continuacion, se describiran las tinciones para determinar la viabilidad celular que se

han utilizado en el presente trabajo.

1.41. MTT
El MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) es un compuesto

perteneciente a la familia de sales de tetrazolio utilizado para determinar la cantidad de células
viables en una muestra. Esta determinacion esta basada en un método colorimétrico, ya que el
MTT se transforma en cristales insolubles de formazan de color azulado tras el proceso de
reduccidn que es llevado a cabo por las deshidrogenasas mitocondriales (Figura 7). Los cristales
de formazan formados tras la reduccion del MTT se pueden solubilizar con distintos
disolventes, permitiendo la lectura de la absorbancia a longitudes de onda entre 540 y 595 nm, y
la sefial sera proporcional al nimero de células viables. Debido a que la actividad mitocondrial
esta relacionada con la viabilidad en la mayoria de los tipos celulares, este ensayo permite

evaluar la viabilidad basadndose en la actividad metabolica de la célula (Kupcsik, 2011).
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Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-40)-2,5-dfeniitetrazol {E,Z)-5(4,5-dmetiltiazol-2 yi)- 1, 3-difenitformazan
{MTT) (Formazan)

Figura 7. Reaccién de reduccion del MTT en las mitocondrias. Modificada de (Grant, 2014)

El ensayo MTT se ha convertido en un método de evaluacion de viabilidad celular
estandarizado, aplicado principalmente para testar la toxicidad de productos farmacéuticos o de
sus combinaciones, y de farmacos anticancerigenos a diferentes concentraciones. Por ejemplo,
este ensayo ha sido utilizado sobre células de leucemia linfoblastica aguda pediatrica, evaluando
la viabilidad celular de ciertos medicamentos para poder predecir su efecto in vivo. Otra de sus

aplicaciones es evaluar la resistencia a medicamentos (van Meerloo et al., 2011).

La capacidad de reduccion de la célula depende de la cantidad de NADH y NADPH que
contenga, que a su vez se ve comprometida por la cantidad de glucosa extracelular disponible.
Por tanto, un medio celular agotado tendra menor concentracion de estas sustancias, producira
una menor reduccidn, veremos un color poco azulado, y la lectura de su absorbancia de MTT
sera baja (Kupcsik, 2011).

1.4.2. Anexina V e loduro de propidio

La tincion con Anexina V e ioduro de propidio (IP) permite diferenciar las células en
necrosis y en apoptosis. Morfolégicamente existe una clara distincion entre las células que
sufren procesos de apoptosis Yy las que sufren necrosis. En las células en apoptosis se distingue
una disminucion del volumen celular, fragmentacién del ADN y formacion de cuerpos
apoptdticos, mientras la membrana celular queda intacta. En la necrosis observamos la lisis de la
membrana celular, la dilatacion del citoplasma y del nicleo, y la descomposicion de las

organelas (Pietkiewicz et al., 2015).

La Anexina V es una proteina que se une de forma especifica a residuos de fosfatidil-
serina, que se encuentran expuestos en la cara externa de la membrana plasmatica cuando se

desencadena la apoptosis. Esto la convierte en un biomarcador efectivo de células apoptéticas,
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en las cuales esta membrana celular sigue existiendo. La Anexina V no es fluorescente, por lo
que se conjuga con diferentes fluor6foros para poder identificar a las células en apoptosis, como
es el caso del isotiocianato de fluoresceina (FITC, del inglés “Fluorescein Isotiocyanate™). Para
diferenciar células apoptéticas de células necréticas, combinamos la Anexina V con un
marcador de ADN que no sea permeable a la membrana a menos que esta se encuentre dafiada,
como es el caso del marcador cationico IP. De esta forma, con la combinacion de ambas
tinciones podemos distinguir entre células en apoptosis, que seran positivas a la Anexina V, y
celulas necroticas, negativas a la Anexina V y positivas al IP (Figura 8). La fluorescencia
emitida por ambas moléculas se puede monitorizar por citometria de flujo (Martinez Salazar,
2009).

) ®

Apoptosis Apoptosis
Viva temprana A ] tardia : £ 4 Necrosis

Figura 8. Esquema del funcionamiento de las tinciones Anexina V-FITC (verde) y loduro de propidio
(rojo). La Anexina V actla como marcador de apoptosis uniéndose a los fosfolipidos de la cara externa de
la membrana que se externalizan cuando la célula entra en apoptosis, y el IP penetra en la célula en

necrosis cuando se pierde la integridad de la membrana, tifiendo el ADN
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2. ODbjetivos

La contaminacién de alimentos con micotoxinas supone un problema para la salud
publica que se est4d viendo agravado por el cambio climéatico, ya que el aumento de la
temperatura y la humedad favorecen la aparicién de hongos micotoxigénicos. Actualmente, el
mecanismo de accion de estas toxinas, asi como sus efectos en combinacion, son préacticamente

desconocidos. En este contexto, los objetivos de este Trabajo Fin de Grado son:

-Evaluar los efectos individuales de las micotoxinas DON y AF sobre la viabilidad de la

linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y

-Analizar el tipo de muerte producido por las micotoxinas DON y AF en las células SH-
SY5Y

-Estudiar los efectos in vitro sobre la viabilidad celular de la combinacién de DON y AF

en la proporcién encontrada en muestras naturalmente contaminadas
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3. Material y Métodos

3.1.Reactivos y materiales

Las micotoxinas DON y AF (pureza >98%), la estaurosporina (STS), la saponina y el
MTT se obtuvieron en Merck (Madrid, Espafia). Las células SH-SY5Y se obtuvieron en la
American Type Culture Collection (ntmero CRL2266). EI medio de cultivo Eagle Modificado
de Dulbecco (DMEM)/F12, el suero fetal bovino (FBS), la penicilina/estreptomicina y la
tripsins/EDTA se compraron en Thermo Fisher Scientific (Madrid, Espafia). La solucion
Detachin™ se obtuvo de Genlantis (San Diego, EE. UU.). El kit de deteccion de apoptosis
Anexina V-FITC/IP se compr6 en Inmunostep (Salamanca, Espafia). Las placas de cultivo de 96

y 12 pocillos, asi como los frascos de cultivo celular, se obtuvieron de Jet Biofil (China).

3.2.Soluciones y medios de cultivo

Para realizar los ensayos se han utilizado las siguientes soluciones stock, tampones

salinos y medios de cultivo:

e Soluciones de DON y AF: la solucion stock de las micotoxinas se prepard en
DMSO, y se mantuvieron almacenadas a -20 ° C en viales de vidrio xilenizado. Las
diluciones seriadas se realizaron en medio de cultivo.

e Medio de cultivo celular: DMEM/F12 en proporcion 1:1 que contiene 1% de
glutamax, 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina) y 10% de FBS (suero fetal
bovino). Ademas, incluye el indicador de pH rojo fenol.

e Solucion salina Locke’s, utilizada en el ensayo de MTT para disolver el indicador y
lavar el medio. Consta de los siguientes componentes expresados en mM: NaCl a
154; KCI a 5,6; NaHCO; a 3,6; CaCl, a 1,3; MgCl, a 1; HEPES (Acido 4-(2-
hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfénico) a 10; glucosaa 5 (pH 7,2-7,4).

o PBS (del inglés “phosphate buffered saline): solucién salina utilizada durante el
protocolo de deteccion de apoptosis mediante la tincion Anexina V-FITC/IP,
compuesta por: NaCl 137 mM; KCI 3,2 mM; Na,HPO, 8,2 mM y KH,P0O4 1,5 mM.
Su pH debe ser de 7,4.

e Tampdn de union de Anexina V-FITC al 1%, utilizada en el kit de deteccion de
apoptosis con esta tincion, constituido por Hepes 0,01 M, NaOH 0,01 M, NaCl 0,14
My CaCl, 2,5 mM (pH 7,4).

3.3.Cultivo celular

Se utilizo la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, cultivada en el medio

DMEN/F12 anteriormente descrito. Las células se mantuvieron en un incubador a 37°C, con una
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atmosfera humidificada, con un 95% de aire y un 5% de CO,, y se disociaron una vez a la
semana usando tripsina/EDTA a un 0,05%. Para el subcultivo celular, se realiz6 una dilucién
0,3:10 de las células disociadas, afiadiendo 0,3 mL de la suspension celular a 9,7 mL de medio

en frascos de cultivo de 25 mL.

Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos a una concentraciéon de 5 x 10°
células/pocillo para el ensayo de MTT, y en placas de 12 pocillos con 5 x 10° células/pocillo
para el ensayo de citometria de flujo.

3.4.Ensayo MTT

Como se ha explicado anteriormente, el efecto de las micotoxinas sobre la actividad
metabolica de las células fue evaluado mediante el ensayo MTT. Para llevarlo a cabo, se
cultivaron las células SH-SY5Y en placas de 96 pocillos de fondo plano a una concentracion de
5 x 10 células/pocillo, afiladiendo 200 L de suspension celular en cada pocillo. Las células se
incubaron a una temperatura de 37°C con una atmosfera humidificada al 5% de CO, y 95% de
aire durante 24 horas. Pasadas estas 24 horas, se trataron las células con las micotoxinas a
evaluar en un rango de concentraciones entre 0,1 y 10 uM para el DONy 0,1y 100 uM para el
AF, con el objetivo de determinar la Clsy de ambas. La saponina se utiliz6 como control de
muerte a 1 mg/mL, concentracidén que se determiné anteriormente realizando una curva dosis-

respuesta con este compuesto.

Para evaluar la toxicidad de ambas micotoxinas en combinacion se utilizé una proporcion
de concentraciones 2:1 de DON y AF, respectivamente. Dicha ratio se determiné en base a
estudios previos realizados en muestras naturales contaminadas de la Peninsula Ibérica
(Gonzélez-Jartin et al., manuscrito en preparacion). En los tratamientos con las toxinas

combinadas se usé la Clsy de ambos compuestos como control.

Tras 24 horas de incubacién con los compuestos, las células se lavaron tres veces con
tampon Locke’s y se afiadieron 200 ul/pocillo de MTT (500 pg/mL) disuelto en Locke’s. La
placa se incubé durante 1 hora a 37°C y 300 rpm, se aspird el exceso de MTT vy, finalmente, se
afladid sodio dodecil sulfato (SDS) al 5% para disolver los cristales de formazan. La
absorbancia del MTT se midi6 a 595 nm en un lector de placas Sinergy 4 (BioTek). La

absorbancia de la saponina a 1 mg/mL se utilizé como blanco y se rest6 del resto de medidas.

Para cada uno de estos experimentos se realizaron al menos tres réplicas independientes

por triplicado.

3.5.Citometria de flujo

Para comprobar qué tipo de muerte celular producen los compuestos, se utilizé el kit de

Deteccion de Apoptosis de Anexina V-FITC previamente descrito.
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Las células SH-SY5Y se cultivaron en placas de 12 pocillos a una concentracion de 5 x
10° células/pocillo durante 24 horas. Tras este tiempo, se trataron con las micotoxinas durante
24 horas a la Clsg calculada con el ensayo MTT. Como control inductor de apoptosis para este
experimento se utilizé la STS a una concentracion de 0,05 uM (Rouco et al., 2020). Para
disociar las células se utilizo Detachin™ como alternativa menos agresiva que la
tripsina/EDTA, y después se lavaron con PBS y se resuspendieron en el tamp6n de unién de
Anexina V-FITC. Se afadieron la Anexina V-FITC y el IP y se incubaron las células durante 15
minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo, volvieron a ser resuspendidas en PBS y después
filtradas. La fluorescencia de 10000 eventos se analizé mediante citometria de flujo a 488 nm de
excitacion y 520 y 620 nm de emision. Para la adquisicion de los datos se utilizé el equipo
ImageStreamMKII (Amnis Corporation, Luminex Corp, Austin, EE. UU.) y el software IDEAS

Application 6.0 (Amnis Corporation, Luminex Corp).

3.6.Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media £ SEM (error estandar de la media) de las réplicas
independientes realizadas. Se realiz6 una comparacion estadistica mediante la prueba de t de

Student para datos no pareados, considerandose como significativos los valores p < 0,05.

La Clsg de los compuestos individualmente y en combinacion se obtuvo ajustando los

datos con un modelo log(inhibidor) vs respuesta en el software Graph Pad Prism 8.

Los efectos sinérgicos, aditivos o antagonicos de los compuestos se evaluaron
cuantitativamente mediante el indice de combinacién de Chou & Talalay mediante la siguiente

férmula:

Indice de combinacién = — +

> Q
| =

donde a y b son las Cls, de los compuestos combinados, y Ay B las Clsg de los compuestos

individualmente.

4. Resultados

4.1.Evaluacion del efecto individual de las micotoxinas en la viabilidad
celular de la linea SH-SY5Y

En primer lugar, para poner a punto el experimento de MTT Yy estimar la densidad celular
necesaria, asi como el tiempo de incubacion, se comenzo realizando este ensayo de viabilidad
sobre la linea celular SH-SY5Y utilizando saponina. La saponina es un compuesto téxico que

produce micelas en las membranas celulares y ha sido ampliamente utilizado como inductor de
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muerte (Wu & Yang, 2004). Las células se trataron con saponina a concentraciones entre 0,001

y 1 mg/mL durante 24 horas y su efecto sobre la viabilidad celular se analiz6 con el ensayo
MTT (Figura 9).
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Figura 9. Curva dosis-respuesta del efecto de la saponina sobre la viabilidad de la linea SH-
SY5Y de neuroblastoma. Las células se trataron durante 24 horas con este compuesto a

concentraciones entre 0,001 y 1 mg/mL. Los datos se expresan en porcentaje de las células
control y representan la mediat SEM de tres experimentos independientes

En la grafica se observa que a partir de concentraciones préximas o superiores a 0,1
mg/mL, la supervivencia celular es nula. Al realizar el ajuste con el modelo log(inhibidor) vs
respuesta se obtuvo una Clsq de 0,012 mg/mL con un intervalo de confianza (IC) al 95 % entre
0,0057 y 0,026 mg/mL. En vista de estos resultados, se selecciond la concentraciéon de 1
mg/mL, que reduce totalmente la viabilidad celular, para utilizar como control de muerte en los
siguientes ensayos. Ademas, se confirmé que tanto la densidad de las células como el tiempo de

incubacion escogidos eran adecuados para analizar el efecto de los compuestos sobre la
viabilidad celular.

Tras la puesta a punto del ensayo con saponina, continuamos usando el MTT para
analizar el efecto de las toxinas DON y AF sobre la viabilidad de las células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. Para ello, las células se trataron durante 24 horas con ambos compuestos a
concentraciones entre 0,1y 10 uM para el DON y 0,1y 100 uM para el AF (Figura 10).
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Figura 10. Curvas dosis-respuesta del efecto del DON (A) y el AF (B) sobre la viabilidad celular de la
linea SH-SY5Y. Las células se trataron durante 24 horas con las micotoxinas y se analizé la viabilidad
mediante el ensayo MTT. Los datos estan expresados en porcentaje del control y representan la media

+SEM de tres réplicas independientes

Se observa que tratando las células con DON a una concentracion de 10 uM se consigue la
disminucién total de la viabilidad, mientras que el AF necesita una concentracién mucho mayor
para conseguir esa reduccion. De hecho, utilizando una concentracién de AF 100 uM se alcanzé

una disminucién del 70,1 + 2,9 % de la supervivencia celular, sin conseguir reducirla al 100%.

Con los datos obtenidos se calcul6 la Cls, para cada toxina, obteniendo los valores

recogidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Cls individual de las toxinas en la linea SH-SY5Y obtenidos mediante el ensayo MTT tras
24 horas de incubacion. Los datos se presentan con el IC al 95% y el coeficiente de determinacion

del ajuste (R?)

Toxina Clss(UM)  1C95% (uM) R?
DON 0,93 0,71-1,20 0,99
AF 75,02 60,09-94,91 0,78

Se obtuvo una Cls, de 0,93 uM para el DON frente a la Clsy de 75,02 del AF. Estos
resultados dejan clara la diferente toxicidad que generan estos compuestos por separado en esta

linea celular, siendo el DON unas 75 veces mas toxico que el AF.

Tras el célculo de la Clsy de ambos compuestos, el siguiente paso fue determinar el tipo
de muerte que producen las micotoxinas sobre la linea celular utilizada durante este estudio.
Para ello se utilizé la doble tincion con Anexina V-FITC y IP. Gracias a la citometria de flujo y
a estas tinciones podemos cuantificar el tipo de muerte que sufren las células tratadas con las

micotoxinas. En el citometro podemos observar que la Anexina V-FITC (marcador de
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apoptosis) emite fluorescencia a 520 nm (canal 2) y el IP (marcador de necrosis) emite a 620 nm
(canal 5) (Figura 11). Por tanto, esta tincion permite diferenciar el porcentaje de células vivas
(Figura 11A), células en apoptosis temprana y apoptosis tardia (Figura 11B-C) y células en

necrosis (Figura 11D).

Figura 11. Imagenes representativas de las células SH-SY5Y marcadas con AnexinaV-FITC
e IP, obtenidas mediante citometria de flujo. Las iméagenes corresponden a células tratadas
con el control de apoptosis, STS a 0,05 uM, durante 24 horas. En el canal 2 observamos la
fluorescencia verde (520 nm) de la Anexina V-FITC, marcador de apoptosis, y en el canal 5
la fluorescencia roja (620nm) del IP, marcador de necrosis. Distinguimos asi células vivas sin
ninguna tincion (A), células en apoptosis temprana, positivas en Anexina V-FITC y negativas
en IP (B), células en apoptosis tardia, positivas en Anexina V-FITC positivo e IP (C), y

células en necrosis, negativas en Anexina V-FITC y positivas en IP (D)

Para el analisis del tipo de muerte, las células se trataron con DON y AF a las Cls
obtenidas con el ensayo MTT. Para este ensayo se utiliz la STS a 0,05 uM como control de
muerte o inductor de apoptosis. Tras 24 horas de incubacién con los compuestos, se tifieron las
celulas con Anexina V-FITC y IP siguiendo las instrucciones del kit de deteccion de apoptosis
anteriormente descrito. Posteriormente, la fluorescencia de 10000 eventos fue analizada

mediante citometria de flujo (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis y cuantificacion del tipo de muerte celular producida por las micotoxinas
DON y AF sobre la linea celular SH-SY5Y mediante citometria de flujo. Las células fueron tratadas con
la Clso de las micotoxinas y cultivadas durante 24 horas para después afiadirles las tinciones de Anexina
V-FITC e IP. La STS se us6é como control de muerte y la fluorescencia obtenida fue analizada mediante
citometria de flujo. (A) Gréfico de dispersidn representativo para cada tratamiento. El eje Y representa la
fluorescencia producida por el IP y el eje X representa la fluorescencia de la Anexina V-FITC. (B)
Gréfico de barras del tipo de muerte celular inducido por las micotoxinas y el STS. Los datos estan
expresados como porcentaje del total de eventos analizados. Se calculé el porcentaje de células vivas
(Anexina V-FITC -/IP -), de células en apoptosis (Anexina V-FITC +/ IP + 0 -), y de células en necrosis
(Anexina V-FITC -/ IP +). Son la media +SEM de tres experimentos independientes, comparados con las
células del control de vida mediante la prueba t de Student. Se consideraron las diferencias

estadisticamente significativas cuando *p < 0,05 y **p< 0,01

Como era de esperar, la STS a una concentracion de 0,05 uM produjo una reduccion
significativa en el porcentaje de células vivas, con una supervivencia del 35,73 + 7,27 %,
(p<0,01) (Figura 12B). Este descenso se debe a un porcentaje de las células en apoptosis del
45,70 £ 6,95 %, asi como a un incremento del 16,55 *+ 2,94% en la necrosis, ambos resultados
significativos (p < 0,05) al compararlos con las células del control. Por otro lado, el DON no
produjo ningtn aumento significativo en la muerte de las células a la concentracion empleada en
comparacion al control. El tratamiento con esta micotoxina regulada genera un 14,09 + 1,81 %
de apoptosis y un porcentaje del 6,12 + 2,14 % de necrosis. En cambio, el AF, la micotoxina no
regulada, produce descenso significativo en las células vivas en comparaciéon con el control
(63,57 + 2,77 %, p<0,05). Al analizar el tipo de muerte producido por esta micotoxina, se

observa que genera un 23,71+ 1,03% de apoptosis, lo que resulta significativo frente al control
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(p<0,05), y un 11,33 + 3,33 % de necrosis, que no es estadisticamente significativo. Por tanto, la

disminucién en las células vivas producida por el AF se debe a la activacién de la apoptosis.

4.2 .Evaluacion del efecto combinado de las micotoxinas sobre la
viabilidad celular de la linea SH-SY5Y

Con el fin de simular la presencia en la naturaleza de estos compuestos comdnmente
encontrados juntos en los cereales, se combinaron ambas toxinas para evaluar su toxicidad
conjunta in vitro. Se utilizé una proporcién 2:1 de DON y AF dado que es la ratio que se
encuentra en las muestras naturales contaminadas (Gonzalez-Jartin et al., manuscrito en
preparacion). Las células se trataron durante 24 horas con DON en un rango de concentraciones
entre 0,1y 10 uM, y con AF entre 0,05y 5 uM (Figura 13).
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Figura 13. Curva dosis-respuesta resultante del efecto de la combinaciéon del DON y AF en
una proporciéon 2:1. Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y se trataron con las
toxinas en combinacion a concentraciones entre 0,1 y 10 uM para el DON y 0,05 y 5 uM para
el AF. Tras 24 horas de incubacion, se analizd su efecto sobre la viabilidad celular con el
ensayo MTT. Los datos son la media +SEM de tres réplicas independientes, expresados como
porcentaje de las células control

Se observa que el efecto sobre la viabilidad producido por ambas toxinas en proporcion
2:1 es muy similar al generado por el DON individualmente, con una disminucién en la
actividad metabolica de las células a partir de la dosis de 0,5 uM de DON y de 0,25 uM de AF.

A partir de la curva dosis-respuesta obtenida con los resultados del ensayo MTT, se

calcularon las Cls, de las micotoxinas combinadas (Tabla 3).
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Tabla 3. Clsy de las toxinas en combinacién a una proporcion 2:1 tras 24 horas de

incubacion. Los datos se presentan con el IC al 95% vy el coeficiente de determinacion del

ajuste (R?)
Toxina Clso (UM) IC 95% (uM) R?
DON 1,62 1,03-2,61 0,86
AF 0,81 0,52-1,30 0,86

Con estos resultados podemos prever que el efecto causado por la combinacion de las
toxinas es debido al DON casi en su totalidad, puesto que el valor de su Clsy, en combinacién
con el AF es muy similar al obtenido con la toxina sola, mientras que la Cls, del AF en

combinacion es mucho mas baja.

Con los datos de las Clsy de los compuestos por separado y combinados, se calcul6 el
indice de combinacion mediante el método de Chou & Talalay (Chou & Talalay, 1984).
Recordamos que, si este indice resulta mayor a 1, indica que ambos compuestos son
antagonistas entre si, si es igual a 1, indica su efecto aditivo, y si el valor resultante es menor a
1, indica que las micotoxinas tienen efecto sinérgico. Los resultados de este indice, asi como de

los datos de Clsq a partir de los cuales se ha calculado, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. indice de combinacién de las micotoxinas en proporcion 2:1 tras 24 horas de
incubacion. El indice de combinacion fue calculado mediante el método de Chou & Talalay
(Chou & Talalay, 1984)

Clspindividual

Clsymezcla 2:1

Toxina Indice de combinacion
(LM) (LM)
DON 0,93 1,62
1,75
AF 75,02 0,81

5. Discusion

La presencia de micotoxinas en los alimentos es una cuestion preocupante para la salud
humana y animal, puesto que se ha asociado a problemas tanto de toxicidad aguda como
cronica, con efectos carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos, y afecta a distintos 6rganos,

dando lugar a nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, etc (Kifer et al., 2020). Cuando una o mas
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micotoxinas aparecen conjuntamente contaminando a un alimento, estos efectos pueden verse
potenciados o disminuidos dependiendo de si los compuestos tienen accion aditiva, sinérgica o
antagonista entre si, lo que nos lleva a la importancia de este estudio (Speijers & Speijers,
2004).

Esta presencia de mas de una micotoxina en la naturaleza es algo que ocurre con
frecuencia debido a la capacidad de la mayoria de los hongos para producir simultineamente
diferentes micotoxinas. EI aumento de esta co-ocurrencia esta favorecido a su vez por factores
como el cambio climético, ya que el incremento de las temperaturas a nivel global crea las
condiciones propicias para el crecimiento de diferentes especies de hongos (Juan-Garcia et al.,
2019). Por tanto, no es de extrafiar que muchos alimentos, especialmente cereales, se encuentren
contaminados al mismo tiempo por DON y AF, ambas toxinas producidas por especies del

género Fusarium (Blandino et al., 2015; Weaver et al., 2021).

Sin embargo, a pesar del aumento en su ocurrencia y de las implicaciones en la salud
publica y animal, existen muy pocos estudios sobre la toxicidad generada por la contaminacion
conjunta de varias micotoxinas, y por tanto se desconocen los efectos de su presencia
simultdnea en la toxicidad de los alimentos. De hecho, en el caso de las micotoxinas
emergentes, no existen limites maximos legales debido a la falta de informacién sobre su
toxicidad (EFSA, 2014; Speijers & Speijers, 2004).

Con el fin de aportar mas datos sobre la toxicidad de las micotoxinas DON y AF, en este
estudio se ha trabajado sobre la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y para
comprobar los efectos neurotdxicos de estos compuestos. Es de especial interés el estudio de la
neurotoxicidad del AF, puesto que actualmente apenas hay trabajos publicados sobre esta toxina

no regulada y su efecto neurotdxico (Berthiller et al., 2013).

En primer lugar, se analizé el efecto individual de estas micotoxinas sobre la viabilidad
celular, con un ensayo que evalla el funcionamiento de las mitocondrias. Para ello, se calcul6 la
Clso de ambas toxinas, concluyéndose que la micotoxina regulada DON es la que produce un
mayor dafio celular, con una Clsy de 0,93 uM. Estos resultados coinciden con otros estudios
publicados previamente, en los que la Clsy de esta misma micotoxina tiene un valor similar (0,94

KUM) en la misma linea celular (Pérez-Fuentes et al., 2021).

Por otro lado, se obtuvo una Clso de 75,02 uM para el AF, micotoxina emergente y por
tanto no regulada, sobre la que encontramos mucha menos informacion acerca de su efecto
individual y combinado. A pesar de que este es el primer estudio que se realiza con esta
micotoxina sobre células neuronales, existen trabajos en los que se tratan con AF otro tipo de
células y con los que podemos contrastar cierta informacion. Por ejemplo, al igual que ocurre en

el presente trabajo, el AF también produce apoptosis sobre células humanas de carcinoma
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epitelial de eso6fago (Devnarain et al., 2017). Otras publicaciones que respaldan el efecto
apoptotico del AF se han realizado sobre la linea celular de hepatocitos humanos HepG2 y
células hepéticas de ratones (Ghazi et al., 2020; Sheik Abdul et al., 2016).

Con el fin de aumentar el conocimiento sobre el mecanismo de accién del AF, y dada la
escasa cantidad de estudios que han sido publicados sobre su toxicidad, seria interesante realizar
mas ensayos para evaluar su efecto tdxico sobre otro tipo de células, y ampliar estos trabajos
para demostrar si la apoptosis que produce esta micotoxina es extrinseca o intrinseca, mediante
el andlisis de su efecto sobre la actividad y la expresion de las caspasas, asi como de otras

proteinas implicadas en estas rutas intracelulares.

Con respecto al DON, cuando analizamos la integridad de la membrana plasmatica y el
tipo de muerte celular mediante citometria de flujo, encontramos que esta micotoxina no
muestra efectos citotoxicos sobre las células de neuroblastoma humano. Para entender estos
resultados debemos tener en cuenta que el ensayo MTT, mediante el cual hemos calculado la
Clso, se basa en el funcionamiento mitocondrial (Kupcsik, 2011), por lo que permite analizar el
metabolismo y la proliferacién celular. Por otro lado, con la tinciéon de Anexina V-FITC e IP
evaluamos la integridad de la membrana y permite discernir entre muerte celular por apoptosis o
necrosis (Crowley et al., 2016). Por tanto, en vista de los resultados obtenidos, la mitocondria
parece estar afectada por el DON, pero la integridad de la membrana plasmatica no se ve
comprometida a la concentracion usada. Estos resultados coinciden con otro estudio en el que se
evalud el potencial de membrana mitocondrial tras el tratamiento con DON, en el que se
observd que la cadena de transporte electronico de las células SH-SY5Y no funcionaba
correctamente, y por tanto las mitocondrias estaban dafiadas. Sin embargo, al analizar los
niveles de lactato deshidrogenasa, enzima citosélica que se libera al medio cuando se rompe la
membrana plasmatica de la célula, no se observé un aumento de la misma hasta concentraciones

de 10 uM, por lo que la membrana plasmatica sigue intacta (Pérez-Fuentes et al., 2021).

A pesar de que en la linea celular utilizada en el presente trabajo el DON no produce
apoptosis, diversos estudios avalan la capacidad de esta micotoxina de producir este tipo de
muerte en otras células, como en la linea de adenocarcinoma de colon humano HCT116/HT-29,
o en la linea de eritroleucemia humana K562. No obstante, encontramos claras diferencias entre
dichos estudios y el presente trabajo, pues ademas de tratarse de otros tipos celulares, se usé una
concentracion de DON mucho mayor que la utilizada en este trabajo (80 y 100 pM,

respectivamente) (Bensassi et al., 2012; Krishnaswamy et al., 2010; Minervini et al., 2004).

Una hipétesis que podria explicar nuestros resultados es que las células neuronales sufren
un proceso de mitofagia o autofagia mitocondrial al ser expuestas a esta micotoxina, ya que se
observa una disminucién de la actividad mitocondrial pero la integridad celular no esta afectada

(Zbhu et al., 2021). Esta teoria puede apoyarse con diversos estudios en los que se comprueba
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que el DON causa autofagia en diferentes lineas celulares (Guo et al., 2019; Liao et al., 2020;
Ren et al., 2020). La mitocondria tiene un papel fundamental en la fosforilacion oxidativa, la
oxidacion de &cidos grasos, y en la regulacion de la muerte celular. Sin embargo, también es la
principal responsable de producir especies reactivas de oxigeno, que producen dafio en el ADN
mitocondrial, proteinas y lipidos, lo que a su vez hace que estos organulos secreten méas
moléculas dafiinas. Para paliar este dafio oxidativo, las mitocondrias poseen un control
intrinseco sobre su propio funcionamiento, y cuando el estrés oxidativo supera la capacidad del
sistema de control mitocondrial, la llamada mitofagia degrada las mitocondrias dafiadas para

mantener la homeostasis celular (Hirota et al., 2012).

Concluimos el estudio calculando el indice de combinacion de ambas toxinas mediante el
método de Chou & Talalay, obteniéndose que la mezcla de estas micotoxinas produce un efecto
antagonista. Por tanto, los alimentos contaminados simultaneamente con DON y AF no tendran
una toxicidad superior a aquellos que estén contaminados con las toxinas individualmente. No
es de extrafiar el resultado antag6nico de esta combinacion, ya que por definicion, el efecto
antagonista entre dos compuestos suele darse entre moléculas con distintos mecanismos de
accion (Jaramillo, 2006). Asi, el AF produciendo apoptosis y el DON generando posiblemente
mitofagia, actlan mediante diferentes mecanismos de accion, lo que explicaria su efecto

antagonista.
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6. Conclusiones

1. El DON presenta una Cls, de 0,93 pM en la viabilidad celular de la linea de
neuroblastoma humano SH-SY5Y.

2. El AF solo produce efectos sobre la viabilidad de las células SH-SY5Y a
concentraciones superiores a 50 uM, mostrando una Clsy de 75,02 uM.

3. El AF induce apoptosis en la linea celular SH-SY5Y, mientras que el DON no genera
apoptosis ni necrosis en dichas células.

4. La combinacion 2:1 de DON y AF produce efectos antagénicos sobre las células SH-
SYS5Y, por lo que la contaminacion simultanea con estas micotoxinas no incrementa la

toxicidad.
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