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La aflatoxina B, (AFB,) y la fumonisina B, (FB,) son sintetizadas por algunas especies de Aspergillus y Fusarium, respectivamente. La co-
contaminacion natural con ambas micotoxinas en los cereales es frecuente, y se ha asociado con una alta incidencia de carcinoma hepatocelular
humano. Sin embargo, poco se conoce acerca de los mecanismos y efectos inducidos por mezclas de ambas toxinas. La toxicidad de AFB, estd
estrechamente relacionada con su biotransformacion a través del citocromo P450 (CYP) 1A, el cual es inducido por la activacién del receptor de aril
hidrocarburos (AhR). En estudios previos demostramos que AFB, sola y combinada con FB,, inducen la activacién de AhR en células mononucleares
de bazo (CMB) de ratones (1), y esto se correlacioné con un incremento en la toxicidad de las células CD4* (Il). peped
AhR modula la respuesta inmune, ya que regula la diferenciacion de células T virgenes a Th17 o células T reguladoras Treg o tipo 1 (Trl), segun el
tipo de ligando y la interaccidn con diferentes vias de sefializacion. Los linfocitos T reguladores intervienen en el control de la inmunotolerancia y la
inmunovigilancia tumoral, por lo que la activacién de AhR inducida por AFB, y FB,, individual y combinada, podria contribuir a sus efectos
inmunotdxicos e inmunosupresores, favoreciendo la hepatocarcinogénesis.
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Objetivo: Estudiar los efectos inmunomoduladores inducidos por AFB1 y FB1, individuales y combinadas, sobre la diferenciacion de las i

*Respecto al control. *CAFB, vs MIX. >FB, vs MIX. *Cepa WT vs.
Cepa ARS. (*#p<0.05, **85#p<0,01, ***£5#1p<0,001).

- células Treg, y la posible contribucion de la activacion del receptor AhR.

Ratones (, 6-8 semanas de edad) Cultivo Tratamientos Parametros analizados Métodos
Bazo CB Control (DMSO 0,18 %) Diferenciacion de Células Treg productoras de
a=0 AFB, (5 - 50 uM) IL10 o TGFP (CD4*, FOXP3*, CD25%, IL10*, TGFB*)
)
Placas sensibilizadas con Citometria
C578BL/6 (WT) anticuerpos anti-CD3/28 FB, (25 -250 uM) 72h Produccién de IL10 y TGFB por las Células Treg de flujo
Bazo CMB MiX En presencia o
AFB, (5 - 50 pM) + FB, (25 - 250 uM) ausencia de Expresion de CD25 en las Células Treg
4 - L) 1L2 (100 U/mL +
® . Medio RPMI 1640 (10 % SFB, 2 mM glutamina, TGFB (10 ng/mL)
B6.D2N-Ahrd/J (AhR) 50 ug/mlL gentamicina) a 37 °C, 5 % CO,. IL10 en los sobrenadantes de cultivo de las CMB ELISA

Las CMB se obtuvieron de ratones C57BL/6 (wild type, WT) y B6.D2N-Ahrd/J (AhR%: background C57BL/6, que porta una variante AhR mutante con baja afinidad por sus ligandos).
El andlisis estadistico fue realizado con ANOVA y las prueba post-hoc de comparaciones mdltiples con Bonferroni (p<0,05).
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Efectos de AFB, y FB, sobre la diferenciacion de las
E) 14 F) 12 G) 12 células Treg, y la expresién de IL10, TGFB y CD25 en
dichas células. Los graficos muestran el porcentaje relativo
2 1 de células Treg (CD4*, FOXP3*, CD25*) que expresan IL10,
é 1 . g E . s (A'y B) y TGFB (C), en ausencia (A) o presencia (B y C) de
= E 08 o1 s b ode citoquinas estimulantes de la diferenciacion de las células
E 08 . E [ i i Treg. En C, F y G, los graficos muestran la intensidad de
£ s t ot iy g 08 fluorescencia media (MIF) relativa de IL10, TGFB y CD25,
2 i N i S o4 respectivamente, en las células Treg. El grafico D presenta
§ 04 E E los niveles de IL10 relativos, medidos en los sobrenadantes
02 02 de cultivo por ELISA. Barras grises: CMB de ratones WT,
’ barras negras: CMB de ratones AhRY. "Diferencia respecto
0 0 0 al control. Letras mayUsculas y minusculas indican
B S 1 1111 S R diferencias entre las mezclas y AFB, y FB,
AFBM - - 5 25 50 - - - 5 25 50 AFBM - - 5 25 50 - - . 5 25 50 AFBjgM - - 5 25 50 - - - 5 25 50 respectivamente. *Diferencia entre cepas WT y AhRd.

FB,gM - - - - .25 125 250 25 125 250 FB,gM - - - - - 25 125 250 25 125 250 FB,gM - - - - - 25 125 250 25 125 250 (*A2a#p<0,05; **BbH#p<(0,01; ***Cot#p<0,001).

Conclusiones:

AFB, en baja dosis estimuld la diferenciacién de las células Treg productoras de IL10 y la secrecién de esta citoquina, solo en condiciones que estimulan el desarrollo de dichas células (TGFB + IL2), y de manera
dependiente a AhR. Similarmente, concentraciones bajas de FB, y su mezcla con AFB,, aumentaron el porcentaje de células Treg productoras de IL10, pero de manera independiente a AhR. Mientras que
ninguno de los tratamientos mencionados anteriormente modificé la diferenciacion de las células Treg productoras de TGFp. Por otra parte, las dosis intermedias y altas de FB, sola y sus mezclas con AFB,,
afectaron o estimularon la diferenciacion de las células Treg productoras de IL10 o TGFB, en presencia o ausencia de TGF + IL2, respectivamente, en las CMB de ambas cepas de ratones. De manera similar,
las concentraciones intermedias y altas de FB, individual y sus combinaciones con AFB,, afectaron la expresién de CD25 en las células Treg expuestas a condiciones estimulantes de su diferenciacion.

Por lo tanto, AhR estd involucrado en la inmunosupresién causada por dosis bajas de AFB,, pero no estd implicado en los efectos téxicos sobre las células Treg provocados por dosis altas de esta micotoxina, ni

en los efectos inmunomoduladores sobre la diferenciacién de dichas células, inducidos por FB, sola y combinada con AFB, .




