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RESUMEN: Fosfomicina (FOS) es un antimicrobiano utilizado en produccién porcina para pre-
vencion y tratamiento de bacterias resistentes durante el post destete. Su presentacién como
sal cdlcica permite incorporarse en el alimento o agua de bebida. Diversos estudios eviden-
cian la presencia del antibiético en tejidos y fluidos como pulmoén y secreciones bronquiales.
La linea celular HEp-2 (células laringeas) constituye un modelo para estudiar la penetracion
de FOS disponible sistémicamente. Deoxinivalenol (DON) es una micotoxina producida por
Fusarium sp. que contamina las materias primas e influye negativamente el rendimiento de
las piaras. El objetivo del trabajo fue estudiar la penetracién de FOS en lineas de cultivos
celulares y evaluar el potencial efecto interactivo de DON sobre la penetracién del antibiético
en lineas de cultivos celulares. Los resultados muestran que las concentraciones de antibié-
tico intracelular en células HEp-2 incubadas con 130 ppm de FOS cdlcica, oscilaron entre
0.4y 1.12ug/miconunt de 8 h. Cuando las células HEp-2 fueron incubadas con FOS y
DON, la penetracién celular del antibidtico no presenté variacién significativa, en relacion a
laC __(1.10ppm)yt (12 h). Se concluye que la presencia de la micotoxina no modificaria
la distribucién celular de FOS en cerdos.
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PENETRATION OF FOSFOMYCIN IN HEP-2 CELLS AND
ITS INTERACTION WITH DEOXYNIVALENOL

ABSTRACT: Fosfomycin (FOS) is an antibiotic used in swine production for the treatment
and prevention of resistant bacteria during the post weaning. The calcium salt form can be
used in food or drinking water. Several studies showed the presence of this antibiotic in
tissues and fluids such as lungs and bronchial secretions. The HEp-2 line cell is a model to
study the penetration of systemically available FOS. Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin
produced by Fusarium sp. that contaminates the raw materials and influences the perfor-
mance of pigs negatively. The aim of this work was to study the penetration of FOS in cell
culture lines and evaluate the interactive effect of DON on the penetration of the antibiotic
in cell culture lines. The results showed that intracellular antibiotic concentrations in HEp-2
cells incubated with 130 ppm of calcium FOS oscillated between 0.4 and 1.12 mg/ml with
at of 8 h. When HEp-2 cells were incubated with FOS and DON, a significant variation
was not observed on the cellular penetration of the antibiotic, as regard the C___(1.10 ppm)
andt (12 h). It is concluded that the presence of the mycotoxin would not alter the cellular
distribution of FOS in pigs.
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INTRODUCCION

En produccién animal intensiva con el fin
de obtener buenos rendimientos, se utilizan,
entre otros xenobioticos, a los antibidticos, ya
sea como aditivos promotores del crecimiento
(incorporados al alimento o agua de bebida a
dosis subterapéuticas) o como agentes terapéuti-
cos, metafilacticos y profilacticos (1, 2). La fosfo-
micina (FOS) es un antimicrobiano de naturaleza
hidrosoluble muy utilizado en las producciones
intensivas tal como ocurre en produccion porcina
donde es empleada como una alternativa clinica
para la prevencion y tratamiento de bacterias
resistentes durante el post destete, periodo pro-
ductivo critico del lechon.

FOS (C,H,PO,, PM 138.06 g/mol) es un an-
tibiotico natural no relacionado estructuralmente
con otros agentes antimicrobianos, descubierto
en 1961 (3, 4, 5). El uso de FOS en animales y
humanos es recomendado por presentar una
baja toxicidad y excelente eficiencia y espectro
antimicrobiano contra bacterias gram-positivas
y gram-negativas (6). Su actividad bactericida es
mediada por bloqueo de la biosintesis de la pared
celular en la primera etapa de la sintesis del pep-
tidoglicano (7). FOS no posee resistencia cruzada
con ningun otro antibi6tico o quimioterapico (8).
La molécula de FOS se encuentra disponible bajo
diferentes sales, adaptadas a la via enteral (FOS-
calcica y trometamol) y parenteral (FOS disédica)
(9). En animales, su presentacion en forma de sal
calcica permite ser utilizada facilmente al incor-
porarse al agua de bebida o al alimento. Una vez
que la droga es absorbida en intestino y alcanza
la circulacién sistémica, la unién de FOS a pro-
teinas es insignificante. Su distribucion dentro de
las células es pobre predominando en el espacio
extracelular. Algunos estudios han evidenciado la
presencia del antibidtico en distintos tejidos como
musculo, pulmoén y secreciones bronquiales, ojo,
hueso, liquido cefalorraquideo, tejido linfatico y
fluidos purulentos. Una proporcion pequena de
la molécula pasa por bilis, leche y calostro (10).
Si bien se conoce que la fosfomicina llega a dis-
tintos tejidos, existe escasa informacién sobre la
concentracion de droga biodisponible que ingresa
a las células de diferentes tejidos del organismo.
Teniendo en cuenta que la droga se detecta en
pulmon y secreciones bronquiales, la linea celular
HEp-2 (células laringeas) puede representar un
modelo adecuado para estudiar in vitro la pene-
tracion de fosfomicina biodisponible.

En cuanto a los factores asociados a la
alimentacién que pueden afectar la produccion
de una piara, la presencia de compuestos antinu-
tricionales en la dieta influye negativamente en el
rendimiento productivo. En esta regiéon del pais,
las micotoxinas producidas por Fusarium entre
ellas el deoxinivalenol (DON) son contaminantes
comunes de materias primas, particularmente del

maiz, principal componente de la dieta del cerdo.
Se ha reportado que concentraciones superiores
a 1 mg DON/kg alimento desarrollan efectos
depresivos sobre la performance en porcinos
(11). La enfermedad clinica por efectos de DON
en cerdos se caracteriza por menor consumo,
rechazo del alimento, vomitos, inmunosupresion
y hemorragias (12). DON actua sobre las células
inhibiendo la sintesis proteica y tiene accién
citotoxica sobre tejidos de rapido crecimiento y
recambio (13). Luego de ingresar por via oral,
DON se absorbe rapidamente en estémago y
primera porcion del duodeno (14, 15). Goyarts
y Dénicke (16) demostraron que mas del 50%
de la concentracion de DON presente en la dieta
se absorbe rapidamente y distribuye a distintos
tejidos donde pobremente es metabolizado. Lue-
go de 24 h. de la administraciéon oral de DON,
la toxina no se encuentra en plasma. Si bien ha
sido ampliamente estudiado el efecto de la toxina
sobre las células del organismo en intoxicaciones
agudas y croénicas, no se ha descripto las poten-
ciales interacciones que podria ocurrir cuando la
toxina se encuentra en bajas concentraciones (si-
tuaciones subclinicas) frente a otros xenobiéticos
de utilizacién frecuente en produccion porcina,
como lo son los antibi6ticos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar in
vitro, la penetracion del antibiético FOS en lineas
de cultivos celulares y evaluar el potencial efecto
interactivo de DON sobre la penetracion del anti-
biotico en lineas de cultivos celulares.

MATERIALES Y METODOS

2.1 CULTIVO DE CELULAS HEP-2

Para el cultivo, la linea celular HEp-2
(carcinoma laringeo humano) se incorpor6 en
botellas con 80% de Medio Esencial Minimo de
Eagle (MEM) y 20% suero fetal bovino (SFB). A
las 24 h. se cambio el medio para que continte
la multiplicacién celular con crecimiento en mo-
nocapa (MEM Y SFB 10%). Cuando estuvieron en
confluencia (ocupando el 100% de la superficie
de crecimiento), fueron consideradas aptas para
repicar (transferencia). En este punto se extrajo el
sobrenadante, se lavé con solucion salina de bu-
ffer fosfato (PBS) y se incorporo tripsina durante
10 min. a 37°C. Como consecuencia de la accion
enzimatica, se desprendieron las células de la su-
perficie y se rompieron las uniones intercelulares.
Posteriormente, las células se resuspendieron
en PBS y fueron centrifugadas durante 5 min. a
1500 rpm. El pellet obtenido se resuspendié en
MEM y SFB 10% y fue transferido a otras botellas.
Las células se sembraron en placas de cultivo de
6 pocillos y se mantuvieron en estufa a 37°Cy 5%
CO, Los cultivos celulares fueron regularmente
testeados. La confluencia de la monocapa celular
fue mayor al 80% correspondiendo a una densi-
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dad de 1.2 x 108 células por pocillo, momento en
el cual se consideraron aptas para ser empleadas
en los experimentos.

2.2 TRATAMIENTO DE LOS CULTIVOS
CELULARES

Concentraciones de DON utilizadas en cé-
lulas HEp-2: se obtuvieron distintas soluciones
de DON a partir de un estandar puro de 200 ppm
(Sigma-Aldrich®). Se trabajo con concentraciones
descendentes buscando el limite no toxico del
DON sobre las células. El limite no toxico deter-
minado fue de 1 ppm (1pg/ml), a dicha concentra-
cion no se observo citotoxicidad (desprendimiento
de la monocapa celular) transcurrida las 4 h de
incubacion.

Concentraciones de FOS utilizadas en cé-
lulas HEp-2: el antibi6tico empleado fue Fosbac®
(fosfomicina calcica) provisto por el laboratorio
Bedson S.A. La concentraciéon de FOS para el tra-
tamiento de los cultivos de células HEp-2 fue de
130 ppm. La misma fue estimada considerando
que in vivo, la fosfomicina célcica administrada a
razén de 30 mg/Kg de PV en lechones post des-
tete, se absorbe un 20 % (17) y que la volemia de
un lechén de 15 Kg es de 0,69 L (4,6 % PV).

2.3 PENETRACION INTRACELULAR DE
FOSFOMICINA

Se valid6é una metodologia adecuada para
estudiar la penetracion de fosfomicina en cultivos
celulares a partir de modificaciones de la técnica
reportada por Darouiche y Hamill en 1994 (18).

Los grupos experimentales fueron tres. Un
grupo control de cultivos de células HEp-2 sin
antibio6tico ni toxina; un segundo grupo de placas
de cultivos incubadas con FOS y un tercer grupo
incubado con FOS y DON. Las concentraciones
del antibiético y micotéxina fueron solubilizadas
en solucién fisiolégica y posteriormente incor-
poradas a los cultivos celulares. Las placas de
cultivo fueron incubadas en estufa (37°C) a dis-
tintos tiempos (0, 5, 10, 15, 30 min, 1, 2, 3, 4,
6, 8,12, 18 y 24 h).

2.4 EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS

Finalizada la incubacion, las placas del
cultivo fueron lavadas dos veces con 2 ml de agua
HPLC, con el fin de eliminar el antibiético que no
penetro6 a las células. El agua de cada lavado fue
recolectada en tubos de polipropileno, rotulados
como antibiético extracelular y centrifugadas a
3.500 rpm durante 6 minutos. Alicuotas de 30 ul
del sobrenadante fueron recolectadas en viales y
llevadas a 1 ml con agua HPLC (dilucion 1:100)
para ser analizados en HPLC masa/masa.

Por otro lado, para la determinacion del
antibi6tico intracelular, se incorporaron 2 ml de
agua HPLC a cada pocillo de las placas de cultivo.
Las mismas se sellaron y sonicaron durante 30

Penetracion de fosfomicina

minutos, con el fin de lisar las células y liberar
la FOS intracelular. Posteriormente se centrifu-
garon a 10.000 rpm, 4 °C durante 6 minutos; el
sobrenadante fue filtrado y 1 ml del mismo incor-
porado en viales para su posterior analisis.

2.5 ANALISIS

Las concentraciones intracelular y ex-
tracelular de fosfomicina fueron determinadas
por triplicado en cromatografia liquida de alta
performance masa-masa (HPLC MS/MS) segin
el método de Soraci et al (2010) (17). El volumen
celular en células HEp-2 fue calculado multipli-
cando el numero de células HEp-2 por pocillo
(1,2 x 10°/1 ml de agua HPLC) con el volumen
promedio de agua intracelular de células mono-
nucleares (3,75 x 10°ul) (19).

Los resultados correspondientes a los dis-
tintos grupos experimentales fueron analizados
estadisticamente bajo test t- student con el em-
pleo del programa SAS.

RESULTADOS

Las concentraciones de antibiético intra-
celular en las placas incubadas con 130 ppm de
FOS calcica, oscilaron entre 0,4y 1,12 ug/ml en
los distintos tiempos de incubaciéon. Se observo
que el antibiético ingresa y sale de las células
en forma continua, alcanzando la concentracion
maxima (Cmax) de 1,12 ppm a un tiempo (tmax)
de 8 h (figura 1). Bajo esta forma detectamos que
solo menos del 1 % del antibiético tratado logré
ingresar a las células; permaneciendo en mayor
proporcién en el espacio extracelular. La suma-
toria de las concentraciones obtenidas de FOS
intracelular y extracelular para cada tiempo de
incubacion, coincidié con la concentracion inicial
del antibiotico (130 ppm) que se incorporod a los
cultivos celulares (figura II).
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Figura 1. Comportamiento intracelular FOS en
HEp-2 correspondiente a placas de cultivo incu-
badas con 130 ppm FOS calcica.

Las placas de cultivo incubadas con 130
ppm FOS céalcica y 1 ppm DON, mostraron una
concentraciéon de FOS intracelular que fluctué
entre 0,3y 1,10 ppm (figuras 3 y 4). Se obtuvo un
comportamiento muy similar a las observadas en
las células HEp-2 incubadas sin toxina. En este
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Figura 2. Comportamiento intracelular y extrace-
lular FOS en HEp-2 correspondiente a placas de
cultivo incubadas con 130 ppm FOS calcica.

grupo experimental la Cmax de FOS intracelular
fue de 1.10 ppm vs. 1,12 ppm de FOS intrace-
lular de las placas incubadas Unicamente con
antibiético. La diferencia radic6 en que el pico de
Cmax (1,10 ppm) se present6 con un tmax de 12
h, significando 4 h posteriores al tmax obtenido
en células HEp-2 tratadas sin toxina. A pesar de
ello, el analisis estadistico indicé que no existen
diferencias significativas (p > 0,05), las diferen-
cias so6lo se deben al azar.
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Figura 3. Comportamiento intracelular FOS en
HEp-2 correspondiente a placas de cultivo incu-
badas con 130 ppm FOS céalcica y 1 ppm DON.
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Figura 4. Comportamiento intracelular y extra-
celular FOS en HEp-2 correspondiente a placas
de cultivo incubadas con 130 ppm FOS calcica
y 1 ppm DON.

DISCUSION

La concentracion de fosfomicina intracelu-
lar en células HEp-2 es baja permaneciendo en
alta proporcién como antibiotico extracelular. La
escasa concentracion de antibiotico dentro de las
células se deberia a la naturaleza hidrosoluble de
FOS (8) lo que dificultaria el pasaje por difusion

pasiva a través de la membrana celular. En base
a ello, su presencia en el interior de las células
podria ser explicada a partir de una difusiéon ac-
tiva de transmembrana. Kahan y cols. en 1974
(20) demostraron la existencia de mecanismos
activos de transporte para FOS que permiten su
entrada a las bacterias. Uno de ellos es el que
transporta el L-a-glicerol-fosfato y otro, inducible,
que lleva a la D-glucosa-6-fosfato al interior de la
célula bacteriana (8, 10). En nuestro estudio se
demostré la presencia FOS dentro de las células
HEp-2 y ello podria deberse a un mecanismo
de transporte similar al que se describe en las
bacterias. Ademas, la escasa proporcion de FOS
intracelular podria estar relacionada en forma
directa por el escaso numero de transportadores
de membrana en las células HEp-2. La presencia
de FOS dentro de las células también fue demos-
trada por Hoger et al. en 1985 (21) al trabajar con
células polimorfonucleares humanas.

Por otro lado, es conocido que DON afecta
la sintesis de proteinas (16, 22) y por ende inter-
fiere con proteinas transportadoras como GLUT,
SGLT-1 y transportadores de aminoacidos (23).
Si bien no existieron diferencias significativas
entre las placas de cultivo incubadas con FOS y
aquellas incubadas con FOS y DON, el compor-
tamiento de entrada celular activa del antibiético
podria verse comprometido cuando se acompana
con concentraciones potencialmente toxicas de
micotoxina.

El empleo de cultivos de células HEp-2
significé ser una herramienta util para evaluar la
proporcion de antibidtico que ingresaria a células
sistémicas a partir de la fosfomicina biodisponible
en plasma porcino.
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