Trabajos de Investigacion

PENETRACION DE FOSFOMICINA EN
EXPLANTES INTESTINALES

MARTINEZ G2, PEREZ DS'?, SORACI AL'?, TAPIA MO!?

! Laboratorio de Toxicologia, Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN)
2 CONICET, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

RESUMEN: Fosfomicina (FOS) es un antibiético utilizado en produccién porcina para el trata-
miento y prevencién de infecciones causadas por bacterias resistentes durante el post destete.
En la dieta de los animales es frecuente encontrar antibiéticos y concentraciones subtéxicas de
micotoxinas como el deoxinivalenol (DON). Estos compuestos pueden establecer interacciones
en el tracto intestinal afectando y/o modificando la penetracién de FOS a los enterocitos. El
objetivo de este trabajo fue desarrollar un cultivo de explantes de intestino procedentes de
yeyuno de cerdos y aplicar este modelo para estudiar la penetracién intracelular de FOS en
presencia o ausencia de DON. El uso de explantes intestinales disminuye el sacrificio de ani-
males por experimento y preservan la estructura histolégica intestinal normal en condiciones
in vitro. Los resultados mostraron que no existieron diferencias estadisticamente significativas
en la concentracién intracelular de FOS entre los explantes incubados con 580 ppm FOS y los
explantes incubados con 580 ppm FOS y 1 ppm DON. Se obtuvoun C__ de 12ppmyt de
2 h. Nuestro estudio demostro que solo el 2% del antibiético se acumula intracelularmente y
que la concentracién intracelular de FOS no es afectada por la presencia de concentraciones
subtoxicas de DON.
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PENETRATION OF FOSFOMYCIN IN INTESTINAL
CULTURE EXPLANTS

ABSTRACT: Fosfomycin (FOS) is an antibiotic used in pig farms for treatment and prevention
of infections caused by resistant bacteria during post-weaning period. Antibiotics and non-toxic
concentrations of such mycotoxins as deoxynivalenol (DON) are frequently found in the diet
of animals. These compounds can establish interactions in the intestinal tract which affect
and/or modify the penetration of FOS to enterocytes. The aim of this study was to culture
intestinal explants from jejuna of pigs and to apply this model to the study of intracellular
penetration of FOS in presence or absence of DON. The use of intestinal explants reduces
the number of animals sacrificed per experiment and preserves normal intestinal histological
structure in vitro. The results showed that there was no statistically significant difference in
the intracellular concentration of FOS between explants incubated with 580 ppm FOS and
explants incubated with 580 ppm FOS and 1 ppm DON. The C_was 12 ppm and the t
was 2 h. Our study proved that only the 2% of the antibiotic is intracellularly accumulated
and that the intracellular concentration of FOS is not affected by the presence of non-toxic
concentrations of DON.
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INTRODUCCION

Fosfomicina (FOS) es un antibi6tico bac-
tericida de amplio espectro utilizado en produc-
cion porcina para el tratamiento y prevencion de
infecciones causadas por bacterias resistentes
durante el post destete, periodo critico del lechén.
Presenta una estructura quimica particular,
no relacionada con otras clases de agentes
antimicrobianos (1). Su mecanismo de accion
consiste en inhibir la sintesis de la pared celu-
lar bacteriana al interferir con la primera etapa
de producciéon de peptidoglicano (2, 3). Cuando
es comparada con otros antibiéticos, FOS tiene
un mayor espectro de accién que penicilinas y
cefalosporinas semi-sintéticas (1), y no se ha
reportado resistencia cruzada con otros antimi-
crobianos (4). FOS es empleada tanto en animales
como en humanos debido a que posee una baja
toxicidad y potencial eficacia (5). Su uso en pro-
duccién animal se debe al rapido efecto, buena
tolerancia y ausencia de efectos secundarios
(6, 7). Se encuentra disponible como sales por
poseer una naturaleza acida. La sal calcica de
FOS es utilizada para la via oral, mientras que
la sal disédica al ser mas hidrosoluble puede ser
empleada por via endovenosa. FOS — trometamol
es altamente hidrosoluble y ofrece una buena
biodisponibilidad al ser utilizado por via oral
(3, 8,9, 10). Se ha demostrado que ademas de
presentar un efecto bactericida, FOS ofrece otras
propiedades tales como impedir la adhesiéon bac-
teriana a células epiteliales, penetrar bien en las
biopeliculas de los exopolisacaridos y promover
la fagocitosis. Ademas ejerce protecciéon frente a
la nefrotoxicidad causada por algunos farmacos
como polimixinas, anfotericina B, aminoglucési-
dos, ciclosporina, vancominica, teicoplanina y
cisplatino (11).

Como previamente se ha indicado, el des-
tete es considerado un periodo critico para el
lechén debido a que los animales se exponen a
multiples factores estresantes tales como nutri-
cionales, fisiologicos, microbiologicos, ambien-
tales e inmunolégicos (12, 13). En esta etapa se
desarrolla una reduccion transitoria de la ingesta
de alimentos y ésto se produce en parte por el
pasaje de una dieta liquida a base de leche a
una dieta solida, existiendo asi cambios en la
composiciéon nutricional en lo que se refiere a las
propiedades fisicas y quimicas de la dieta (14).
Sumado a este importante cambio, la presencia
de componentes antinutricionales en la dieta,
como son las micotoxinas, afecta de manera
negativa la performance productiva. En cuanto
a las micotoxinas, el deoxinivalenol (DON) es un
tricoteceno producido por Fusarium sp., hongos
patogenos de diversas plantas y con mayor fre-
cuencia afectan los cultivos de maiz, trigo, avena
y cebaba. El mecanismo de acciéon de DON es
inhibir la sintesis proteica en las células y ejer-

cer una actividad citotoxica en tejidos de rapido
crecimiento. Contaminaciones en la dieta con
altas concentraciones de DON (10 ppm) producen
evidentes signos clinicos en los cerdos tales como
disminucion en la ingesta de alimentos, rechazo
al alimento, vomitos, inmunosupresion y hemo-
rragias (15, 16). Por el contrario, concentraciones
tan bajas de DON como 1 ppm generan reduccion
de la ingesta de alimentos y de la ganancia de
peso (17). Es frecuente encontrar en el alimento
la presencia conjunta de aditivos que favorecen
el rendimiento porcino tales como antibiéticos y
concentraciones subtoxicas de compuestos anti-
nutricionales como son las micotoxinas. Tras ser
ingeridos, el intestino puede quedar expuesto a
la interaccion de ambos compuestos. A su vez,
el resultado de esta interaccion podria afectar
negativamente la efectividad de los antibiéticos al
interferir con la penetracion del antibiotico a los
enterocitos o influir en su absorcién intestinal.
Bajo este contexto y para reducir el namero de
animales a utilizar por experimento, los explantes
intestinales representan un potente modelo debi-
do a que preservan la estructura histolégica in-
testinal normal en condiciones in vitro. Se pueden
preparar una gran cantidad de explantes a partir
de un solo animal, reduciendo asi el nimero de
animales necesarios para llevar a cabo el estudio
(18, 19). El objetivo de este trabajo fue desarrollar
el cultivo de explantes intestinales procedentes
de yeyuno de cerdos y aplicar este modelo para
estudiar la penetracion intracelular de FOS en
presencia o ausencia de DON.

MATERIALES Y METODOS
1. CULTIVO DE EXPLANTES
INTESTINALES

Cuatro lechones de destete de 25-28 dias de
edad (10 £ 1.5 kg PV) y clinicamente sanos fueron
utilizados en nuestro ensayo. Por cada animal
utilizado, se obtuvieron tres grupos de explantes.
Uno de ellos fue incubado con FOS, el segundo
grupo fue incubado con FOS y DON y el tercer
grupo control incubado con solucion fisiologica.
El estudio se desarrollo de acuerdo a las normas
de aprobacion ética otorgadas por el comité de
bienestar animal de la facultad de Ciencias Vete-
rinarias, UNICEN, Tandil, Argentina. Después de
que los animales fueran sacrificados, el intestino
delgado fue extraido en forma inmediata y el
contenido intestinal fue removido con solucién
fisiologica. Las muestras fueron transportadas en
forma refrigerada (2-4°C) al laboratorio de Toxi-
cologia de la UNCPBA. El modelo utilizado para
producir cultivos de explantes intestinales fue
una adaptacién del método de Nietfeld y cols. en
1991 (18), como lo describe Zhu y cols. en 1995
(20) con algunas modificaciones. Las muestras
de yeyuno fueron cortadas en fragmentos de 3
cm de longitud y abiertas a lo largo del borde
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mesentérico. El tejido se colocé en placas de petri
de 60 mm y fue lavado dos veces con solucién
fisiolégica por agitaciéon durante un periodo de
10 min cada uno, con el fin de eliminar el mucus
y el contenido intestinal remanente. La mucosa
fue cortada en piezas circulares de 1.3 cm? (0.1
g), las cuales fueron denominadas explantes y
fijadas con las vellosidades hacia arriba sobre
esponjas. En cada pocillo de una placa de cultivo
de seis pocillos se introdujo una esponja con su
respectivo explante. En el centro del pocillo de
la placa de cultivo se adicioné 1 ml de DMEM
con GlutaMAX™-] (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium - High Glucose, Gibco®) y 1 ml de F-12
Nutrient Mixture (Gibco®). Por accion capilar, el
medio cubri6 las vellosidades y mantuvo viable
el tejido. A cada explante se le adicion6 20 ul de
FOS o la combinacién FOS y DON. Las placas
fueron mantenidas en agitador (seis ciclos/min)
a una temperatura constante de 37 °C durante
un periodo de 6 h. Todas estas operaciones se
llevaron a cabo en menos de una hora luego de
que los animales fueran sacrificados.

2. TRATAMIENTO DE LOS EXPLANTES
INTESTINALES

Los explantes procedentes de lechones
de destete fueron expuestos a 580 ppm (ug/ml)
de FOS calcica (98,9 % de pureza; Laboratorio
Bedson, Pilar, Buenos Aires, Argentina). Esta
concentraciéon fue estimada tras considerar que
in vivo la FOS calcica se administra a razon de
30 mg/kg PV en lechones post destete, el 80 %
de la droga permanece en el intestino (10) y el
volumen intestinal de un lechén de 15 kg es de
622 ml (21). Por otro lado, otro grupo de explantes
fue expuesto a 1 ppm (ug/ml) de DON (Sigma-
Aldrich®) con 580 ppm de FOS calcica. La concen-
tracion de la micotoxina fue determinada a partir
de una concentracion subtéxica de DON (menos
de 3 ppm DON en la dieta) (15), asumiendo que
un lech6n de 15 kg consume 800 g de alimento/
dia y tiene un volumen intestinal de 622 ml.

Las concentraciones de antibiético y mico-
toxina fueron diluidas en solucién fisiolégica e
incorporadas sobre los explantes. El grupo con-
trol fue incubado con 20 pl de solucién fisiologica.
Los explantes intestinales fueron mantenidos a
37 °C en agitacién a tiempos preestablecidos (30
miny 1,2, 3,4y 6h).

3. HISTOPATOLOGIA

La histopatologia se realizé con el fin de
verificar la integridad de la mucosa intestinal. Los
explantes incubados con FOS, con FOS y DON, y
el grupo control fueron examinados al microsco-
pio optico. Para ello, los explantes de cada grupo
incubados durante 6 h fueron fijados en medio
Bouin. Después de ser embebidos en parafina,
los explantes fueron seccionados en cortes de 4

Fosfomicina en explantes intestinales

um paralelos al eje de las vellosidades. Posterior-
mente los cortes fueron tefiidos con hematoxilina
y eosina (H&E) y observadas al microscopio 6ptico
con objetivo de 100 X.

4. EXTRACCION DE FOSFOMICINA

Culminada la incubacion, los explantes fue-
ron lavados con solucion fisiolégica para remover
el antibiotico extracelular (el antibi6ético que no
ingreso a los enterocitos). Los explantes lavados
fueron colocados en tubos de polipropileno junto
con 1 ml de metanol HPLC para precipitar las
proteinas. Estos tubos fueron sonicados durante
30 min con el objetivo de producir la lisis celular y
liberar el antibiotico intracelular. Posteriormente,
los tubos se centrifugaron durante 6 min a 4 °C
y 10.000 rpm. El sobrenadante de cada muestra
fue evaporado a seco a 60 °C. El extracto seco
fue disuelto en 200 pl de agua HPLC y se incor-
por6 1 ml de hexano-etanol 1:0.2 (reactivo Folch)
para la eliminacion de los lipidos presentes. Las
muestras fueron colocadas en agitador rotativo
durante 20 min y centrifugadas nuevamente
para el posterior descarte de la fase de hexano.
De cada muestra se tomaron 40 ul y se llevaron
a 800 ul con agua HPLC. Posteriormente, las
muestras fueron filtradas con filtros de jeringa
(13 mm x 0,22 um nylon, 100 pK Restek, Restek
U.S., 110 Benner Circle, Bellefonte, PA 16,823),
incorporadas en viales y analizados por croma-
tografia liquida de alta performance masa-masa
(HPLC MS/MS) segtin el método determinado por
Soraciy cols. en 2011 (10).

Por otro lado, el volumen de agua intracelu-
lar fue determinado por un método gravimétrico
(22). Para ello, los explantes fueron pesados,
incorporados en crisoles y secados en estufa a
100°C hasta peso constante. El agua intracelu-
lar fue determinada por diferencia entre el peso
inicial y el peso final. El volumen intracelular de
los explantes fue de 200 ul y este valor fue con-
siderado en la determinacién de concentracion
de FOS intracelular.

5. ANALISIS ESTADISTICO

El estudio se llevo a cabo con cuatro repe-
ticiones y cada una de ellas por duplicado. Las
diferencias entre explantes incubados con FOSy
explantes incubados con FOS y DON fueron eva-
luadas por los promedios y los desvios estandares
de las medias. Los resultados fueron analizados
por una prueba t de Student y los valores p fue-
ron calculados para determinar si existieron o no
diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos.

RESULTADOS

La histopatologia de los explantes incuba-
dos con FOS y con FOS y DON durante 6 h no

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

AnaLeEcta VET 2012; 32 (2): 11-16 13



G. Martinez y col.

mostré cambios morfolégicos comparados con el
grupo control (foto I). Los explantes permanecie-
ron viables durante todo el tiempo de incubacion.
No se observo degeneracioén, necrosis, fusién de
las vellosidades ni cambios morfolégicos en las
criptas de Lieberktihn.

Foto I. Morfologia de explantes intestinales.
— Vellosidad intestinal, -=-> cripta de Lieberktihn.

La tabla I indica la concentracion intra-
celular de FOS en los dos grupos de explantes
durante los distintos tiempos de incubacion.
La concentracion de antibi6tico intracelular en
los explantes incubados con 580 ppm FOS se
mantuvo en un rango entre 5,84 y 12,99 ug/
ml en los diferentes tiempos de incubacién. La

concentracion maxima (C__ ) fue de 12,99 ug/
ml a un tiempo (t__ ) de 2 h. Se puede observar
que solo el 2 % del antibi6tico incubado en los
explantes intestinales logré ingresar en los ente-
rocitos y la mayor concentracién del antibi6tico
permanecié en el espacio extracelular. Por otro
lado, los explantes incubados con 580 ppm FOS
y 1 ppm DON mostraron una concentracion in-
tracelular de FOS que oscilo entre 9,14 y 12,72
ug/ml. Este grupo presenté un comportamiento
similar a lo observado en los explantes yeyunales
incubados sin micotoxina en lo que respecta al
C_..yt . deFOS. Asi,elC__ de FOS intracelular
fue de 12,72 ppm conun t___de 2 h. No existie-
ron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) en el ingreso de FOS a los enterocitos
entre ambos grupos (grafico I). Es importante
destacar la variabilidad individual observada en
los animales con pesos similares y clinicamente
saludables que fueron la fuente de la produccion
de los explantes.

DISCUSION

El presente trabajo demostré que los ex-
plantes de yeyuno procedentes de cerdos son
un modelo util para estudiar la concentracién de
antibiético intracelular en condiciones in vitro.
A su vez, la utilizacién de los explantes reduce
el namero de animales a utilizar por tiempo de
muestreo y esto es de gran importancia cuando
se trabaja con téxicos como son las micotoxinas.
La morfologia observada en los explantes hasta
las 6 h sugiere que la arquitectura tisular se en-
cuentra bien preservada. Trabajos previos (23,
24) demostraron que los explantes se mantienen
en cultivo por periodos de hasta 8 h sin presentar
modificaciones histolégicas. Luego de 12y 24 h
de cultivo del 6rgano comienzan a surgir cambios
histolégicos tales como degeneracion, particular-
mente en las células epiteliales de las criptas y
en algunos enterocitos, donde se observa que la
posicién del ntcleo se modifica desde su posicion

Tabla I. Concentracién intracelular de fosfomicina en explantes incubados
con 580 ppm FOS y explantes incubados con 580 ppm FOS y 1 ppm DON.
Estas concentraciones fueron determinadas como se describe en la seccién
de materiales y métodos. Cada valor es el promedio de cuatro ensayos por
duplicado. Los valores SD se presentan entre paréntesis.

Concentracién intracelular de fosfomicina (ug/ml)

Tiempo Explantes incubados con Explantes incubados con

(h) antibiético antibiético y micotoxina
0,5 9,31 (£1,33) 9,14 (£2,17)
1 5,84 (¥1,72) 9,30 (+4,69)
2 12,99 (+4,61) 12,72 (+4,74)
3 11,96 (£4,05) 12,62 (+4,98)
4 10,85 (£6,70) 12,14 (+6,14)
6 11,06 (£5,26) 12,51 (+4,56)
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Grafico I, Concentracion intracelular de fosfomicina en explantes incubados con
580 ppm FOS y explantes incubados con 580 ppm FOS y 1 ppm DON.

normal y basal a una localizacion apical de la
célula. En adiciéon, Kolf-Clauw y cols. en 2009
(19) observaron que los explantes procedentes de
yeyuno de animales jovenes (lechones de destete)
preservaron su estructura normal dentro de las
8 h de cultivo.

Nuestro estudio indicé que una baja con-
centracion de antibiético ingresa a los entero-
citos. Ello podria ser atribuido a la naturaleza
hidrosoluble de FOS (4) que interfiere con el
pasaje de difusion pasiva de la molécula a tra-
vés de la membrana celular. Existen trabajos
que determinan la acumulacién de FOS en la
bacteria por un sistema de transporte activo L-a
-glicerol-3-fosfato. Bajo ciertas condiciones, el
sistema D-glucosa-6-fosfato, que puede ser in-
ducido externamente, representa en consecuen-
cia un segundo mecanismo de transporte que
utiliza FOS (2, 3, 4, 25). En el presente estudio
se demostro la presencia de FOS en el interior
de los enterocitos y ello podria deberse a la co-
participacion de mecanismo de difusion y algiin
mecanismo de transporte activo similar al des-
cripto para las bacterias. Debido a que no exis-
tieron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos, la concentracién subtoxica
de DON no interfirioé con la entrada de FOS a los
enterocitos y ello se debe a que DON no afecto6 el
mecanismo de transporte activo utilizado por el
antibiético. Cabe remarcar, la importancia de la
acumulacion del antibidtico en células intesti-
nales porque puede ejercer actividad bactericida
contra microorganismos intracelulares como
Lawsonia intracellularis.

Por otro lado, la concentracién de 1 ppm
(1 ug/ml) DON no genero toxicidad sobre la muco-
sa intestinal. Esto coincide con lo observado por
Kolf- Clauw y cols. en 2009 (19), donde concen-
traciones de 10 pmol/L DON producen necrosis
dentro de las 4 h de incubacién. En cambio, bajas
concentraciones de DON como 5 pmol/L (1.5

ug/ml) generan lesiones histolégicas después de
las 4 h de incubacion. Este punto es importante
porque al trabajar con bajas concentraciones
de DON se puede mantener la integridad de la
barrera epitelial intestinal y no interferir con la
absorcion de los antibiéticos.

Es conocido que DON afecta la sintesis de
proteinas y funcion epitelial (25, 26). Es por ello
que DON interfiere con proteinas de transporte
como la proteina transportadora glucosa/galacto-
sa dependiente de sodio SGLT1, transportadores
facilitadores de aztucares GLUT y transporta-
dores de aminoacidos (27). Maresca y cols. en
2002 (28) reportaron que bajas concentraciones
(<10 uymol/L) de DON en células epiteliales del
intestino humano modulan selectivamente las
actividades de transportadores intestinales es-
pecificos, incluyendo SGLT-1. Estos transpor-
tadores podrian ser utilizados por FOS como un
mecanismo de transporte activo a los enterocitos
y afectarse cuando se trabaja con concentracio-
nes potencialmente téxicas de DON.
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