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Resumen  La coexistencia de la aflatoxina (AFB) y la fumonisina (FB) es ampliamente
conocida en muchas partes del mundo; sin embargo existen pocos estudios
que describan el efecto sinérgico de ambas micotoxinas in vivo o in vitro. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la citotoxicidad y el efecto de AFB y FB
sobre la morfologia, la capacidad proliferativa celular y la sintesis de
interleucina 8 (IL-8) en una linea celular de epitelio intestinal porcino (IPEC-1).
Respecto a la morfologia celular, ésta se vio afectada Unicamente en las
concentraciones mas altas de AFB (50 pM) y FB (500 pM). Sin embargo la
proliferacion celular, el dafio celular y la sintesis de IL-8 se vieron afectadas
con la combinacién AFB/FB (1,3/3,7; 2/3,7 y 5/10 uM, respectivamente), al
compararlas con el efecto individual de estas micotoxinas a las mismas
concentraciones (p < 0,05). Nuestros datos indican que la combinacion
AFB/FB en concentraciones bajas muestra un efecto sinérgico, alterando la
morfofisiologia de las células utilizadas, lo que puede implicar, in vivo, la
entrada de otras toxinas o agentes biolégicos al estar alterada la barrera
intestinal, impactando negativamente en la salud humana o animal.
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Evaluation of the cytotoxicity of AFB:, FB: and
AFB//FB: in intestinal cell

Summary  The coexistence of the aflatoxin (AFB) and fumonisin (FB) has been widely
documented in many parts of the world. However, few studies describing the
synergy effect of both mycotoxins in vivo and/or in vitro are available. The
objective of this study consisted on evaluating the effect of AFB and FB on
the morphology, the capacity of cellular proliferation, cytotoxicity and
interleukina-8 (IL-8) synthesis in a porcine intestinal epithelial cell line (IPEC-1).
Concerning to the cellular morphology it was only affected in the
concentrations higher of AFB (50 pM) and FB (500 pM). However, the cellular
proliferation, the cellular damage and synthesis of IL-8 they were affected
when present in combination the AFB/FB (1.3/3.7; 2/3.7 and 5/10 uM
respectively) with that showed by the individual effect of similar concentrations
of these mycotoxins (p < 0.05). Our data indicate that the combination of
AFB/FB in low concentrations showed a synergy effect, altering the cellular
morfophisiology, which can imply in vivo the entrance of other toxins or
biological agents for alteration of the intestinal barrier impacting negatively in
the human or animal health.
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Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos hetero-
ciclicos sintetizados por hongos, principalmente Aspergi-
llus flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare [10]. Se
conocen aproximadamente 18 tipos de aflatoxinas, de las
cuales sdlo las aflatoxinas (AF) B, B2, Gi y G: son produ-
cidas directamente por el hongo [33]. Se ha observado que
los niveles de colesterol, triglicéridos, calcio, fésforo, asi
como la actividad enzimdtica de la aspartato aminotransfe-
rasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT), lactato deshi-
drogenasa (LDH) y glutamil aminotranspeptidasa (GGT)
se ven afectados al administrar dosis de 0,5; 2,5 y 5 ppm
de AFB: [2,9,11,18]. La actividad de los leucocitos y la
respuesta inmune también son alteradas por la presencia de
aflatoxinas; el efecto negativo sobre el complemento,
interferén, proteinas séricas, interleucinas y actividad leu-
cocitaria son, presumiblemente, resultado del dafio hepa-
tico y de la inhibicién de la sintesis de proteinas, asi como
de la lesion directa a las células del sistema inmune [26].

Las fumonisinas, una familia de micotoxinas con
capacidad carcinégena y citotéxica, son producidas por
Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg (Fusarium
moniliforme Sheldon), uno de los hongos mds comin-
mente encontrados en el maiz y otros cereales. La conta-
minacién del maiz con fumonisina B: (FB:) provoca en los
animales diversos padecimientos: en equinos causa leuco-
encefalomalacia, siendo nefrotdxica en ratas, conejos y
borregos, y hepatotéxica en todas las especies examina-
das [3,5,40]. En cerdos es causa de edema pulmonar, fallo
hepdtico y toxicidad cardiovascular [15]. Esta toxina tam-
bién ha sido descrita como carcindégena en roedores [12] y
un factor que contribuye al desarrollo de cancer esofdgico
en el ser humano [30]. Se sabe que la FB: es téxica para
diferentes lineas celulares en cultivo, incluyendo células
epiteliales. Recientes estudios in vivo e in vitro soportan la
hipétesis de que el mecanismo biolégico de accién es por
alteracién en el metabolismo de los esfingolipidos, los
cuales participan en el crecimiento y diferenciacién celu-
lar [7,23,36,41].

El aparato digestivo, y especialmente el epitelio
intestinal, es la primera barrera para la entrada de agentes
extrafios [27]. Algunos autores mencionan que la biodispo-
nibilidad de FB: en cerdos después de una administracion
intragastrica es solo del 4%, siendo una de las primeras
funciones de las células epiteliales intestinales (CsEI) la
actuar como una barrera fisica [29]. Un segundo meca-
nismo de proteccién es un proceso interactivo entre las
CsEl y las células que participan en la respuesta inflama-
toria e inmune ubicadas en la submucosa (sintesis de
inmunoglobulinas y citocinas pro-inflamatorias) [25].

La co-contaminacién de alimentos con AFB: y FB
es ampliamente conocida en muchas partes del mundo, y
ha sido implicada en el desarrollo de carcinomas hepatoce-
lulares en humanos y animales [8,38,39]. El efecto indivi-
dual de AFB: y FB: ha sido motivo de varios estudios; sin
embargo, existen pocos trabajos que caractericen el efecto
sinérgico de la presencia de AFB: y FB: in vivo e in vitro.
Se ha sugerido que en China la presencia de cancer hepa-
tico primario se asocia a AFB: y FBi, presentes en el ali-
mento [38]. En un trabajo realizado en ratas tratadas con
AFB: y FBy, la administracion continuada de estas toxinas
incrementaba significativamente el potencial cancerigeno
de FB: [13]. Del mismo modo se observé un efecto sinér-
gico en pavos al ser alimentados con alimento que conte-
nia AFB: y FB: [17].

El objetivo de este trabajo es observar la respuesta
de células intestinales porcinas al estar en contacto con dos
micotoxinas diferentes, de forma individual o combinadas,
asi como poder utilizar el intestino porcino como modelo
de extrapolacion al humano [22].

Citotoxicidad de aflatoxina y fumonisina
Del Rio Garcia JC, et al.

Material y métodos

Cultivo celular y toxinas. Se utilizé la linea celular
denominada IPEC-1, correspondiente a células de epitelio
intestinal provenientes de intestino delgado de cerdo re-
cién nacido, libre de calostro. La linea celular utilizada se
obtuvo del Instituto Nacional de Investigacion Agrond-
mica INRA, Unidad de Farmacologia-Toxicologia, Tou-
louse, Francia, lugar en el que se realiz6 el trabajo de in-
vestigacion.

Las células fueron mantenidas en botellas Falcon
para cultivo celular de 75 cm’ en una incubadora humidi-
ficada a 37 °C, con 5% de CO.. Se utiliz6 medio minimo
esencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM;
Eurobio, Francia), suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS; Perbio Sciences, Francia), antibidticos (peni-
cilina 50 pg/ml y estreptomicina 4 pg/ml), L-glutamina
2 mM, HEPES 15 mM (Eurobio, Francia), factor de cre-
cimiento epidérmico (5 pg/ml; Becton Dickinson Lab.
Francia) e ITS Premezcla (insulina 5 pg/ml, transferrina
5 pg/ml y selenio 5 ng/ml SIGMA, Francia). Cuando se
observo confluencia del monoestrato, las células fueron
tripsinizadas; la accién de la tripsina se detuvo agregando
medio de cultivo sin suero (DMEM s/SFB) [6]. El
siguiente paso fue centrifugar a 1.500 rpm durante 10 min
a4 °C. Se eliminé el sobrenadante y se agregaron 3 ml de
DMEM s/SFB, se homogeneizé y se mezclaron 10 pl de la
suspension de células con 90 pl de colorante azul tripan
para realizar el conteo celular en una cdmara de Neubauer.

La AFB, purificada se obtuvo de Alexis Biochemi-
cal (San Diego, EE.UU.), presentacion de 5 mg, con un
peso molecular de 312,3 g/mol (Ci7H12Os). Se utilizé etanol
para preparar la solucién madre a una concentraciéon de
10 mM, diluyendo posteriormente en medio de cultivo a las
concentraciones requeridas (0; 1,3; 2; 5; 10; 50 y 100 pM).
La FB: purificada fue obtenida de Promec (South Afri-
ca), presentacion de 10,9 mg, con un peso molecular de
721,8 g/mol (Cs:HsNO:is), fue diluida en agua destilada
para preparar la soluciéon de almacenamiento y, posterior-
mente, diluida en el medio de cultivo a las concentraciones
requeridas (0; 3,7; 5; 10; 20; 50; 100 y 500 pM). La com-
binaciéon AFB:/FB: se diluy6 en medio de cultivo a las
concentraciones requeridas (0/0; 1,3/3,7; 2/3,7 y 5/10 pM).

Morfologia celular. Las células obtenidas de la trip-
sinizacién se sembraron en placas de 24 pocillos (2 cm?
por pozo) a razén de 3 x 10°células por pocillo. Una vez
que se observé unién a la placa (a las 48 h), se afiadid
AFB,, FBi, y la combinaciéon AFBi/FBi, en las concentra-
ciones previamente mencionadas. Los cultivos celulares
fueron observados y fotografiados a las 24 y 48 h.

Proliferacion y viabilidad celular. Se evalud la pro-
liferacién y viabilidad celular a través de un método colo-
rimétrico, usando el Kit CellTiter 96® AQueous Non-
Radiactive Cell Proliferation Assay (Promega, EE.UU.).
Para esta prueba se colocaron las células IPEC-1 en placas
para cultivo celular de 96 pocillos (Polylabo-Nunc, Fran-
cia) a una concentracion de 1 x10* células por pocillo en
100 pl de DMEM, agregandose tras 24 h de incubacién
diferentes concentraciones de AFB:, FB: y de la combina-
cién AFBi/FB:. Después de 48 h de exposicién a las mico-
toxinas se afiadieron 20 pl de solucién de MTS/PMS
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium/fenazin metosulfato) por po-
cillo, incubando de 2 a 4 h. La cantidad de formazan solu-
ble producido por las células después de la reduccion del
MTS fue medida en un lector de ELISA (Tecan, Francia)
a 490 nm.

Prueba de citotoxicidad. El efecto de la citotoxici-
dad de AFB: y FB: sobre células IPEC-1 fue evaluado a
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través de la determinaciéon de LDH en el medio de cultivo.
Para este fin fue usado el kit comercial Cytotox 96%, Non-
Radiaoactive Cytotoxicity Assay (Promega). Se utilizaron
placas de 24 pocillos (2 cm® por pocillo) con 0,35 x 10°
células por pozo en 1 ml de medio de cultivo. Después
de 48 h a una temperatura de 37 °C, el medio de culti-
vo fue reemplazado por otro medio conteniendo las con-
centraciones descritas anteriormente de AFB:, FB: y
AFB//FB.. La actividad LDH fue medida 48 h después de
la adicién de las micotoxinas. Los resultados fueron expre-
sados como porcentaje de citotoxicidad (LDH en medio de
cultivo/[LDH en medio de cultivo + LDH de células lisa-
das] x 100).

Evaluacién de la sintesis de interleucina-8. Para la
evaluacion de la concentracion de IL-8 se utilizo el kit
comercial Porcine IL-8 (Laboratorio R&D System, Inc,
EE.UU.). En placas para cultivo celular de 96 pocillos
(Polylabo-Nunc) se colocaron 1 x 10* células por pocillo
en 100ul de medio DMEM completo. Tras 24 h, se agre-
garon diferentes concentraciones de AFBi, FB: y la com-
binacién de ambas. El sobrenadante se recogi6 a las 24 y
48 h para determinar la concentracién de IL-8 por la téc-
nica de ELISA. La absorbancia fue medida en un lector de
ELISA (Tecan) a una longitud de onda de 490 nm.

Analisis estadistico. Se utilizé un disefio completa-
mente al azar. Los datos fueron evaluados con un analisis
de la varianza (ANOVA), y la comparacién de medias se
realizé segun la prueba de Tukey, utilizando el paquete
estadistico Statgraphics plus 5.0. El valor de significancia
fue del 95% (o = 0,05) para distinguir la diferencia entre
los tratamientos.

Resultados

Morfopatologia. Los cambios morfolégicos obser-
vados en las células tratadas con AFB: denotan necrosis ce-
lular a partir de la concentracién de 5 pM, siendo mds grave
la lesion en las concentraciones mds altas (50 y 100 uM).
Este efecto se observé desde las 24 h posteriores al con-
tacto con AFB: (Figura 1). No se apreciaron cambios mor-
foldgicos en las células tratadas con FBi. Lo mas relevante
a la inspeccidén visual fue un aumento en la cantidad de
detritos celulares en el medio de cultivo a las 24 h del con-
tacto y en la concentracién mds alta de FB: (500 uM). Del
mismo modo, al utilizar la combinacién AFBi/FB: no se
apreciaron cambios morfolégicos importantes en ninguna
de las concentraciones utilizadas en los diferentes tiempos
de exposicion (Figura 2).

Proliferacion y viabilidad celular. El mayor grado
de lesion celular segin esta técnica se observé en las con-
centraciones de 50 y 100 uM de AFB:, y el menor dafio en
las células expuestas a AFB: 1,3 y 2 uM, y FB: 3,7 pM.
Las células que fueron expuestas a AFB: 5, 10 y 50 uM,
FB: 50, 100 y 500 uM, y a la combinacién 5 uM AFB//
10 pM FB: se afectaron significativamente (p < 0,05) en
comparacion con el grupo control. Es importante desta-
car que la exposicion de las células a las combinaciones
1,3 uM AFB:/3,7 pM FB1 y 2 pM AFB,/3,7 uM FB. afect6
la viabilidad celular, en comparacién con el grupo control,
y a las mismas concentraciones con AFB: y FB: cuando se
manipulan de manera individual (Figura 3).

Citotoxicidad. La evaluacidn de la presencia de
LDH se realizé a las 48 h de contacto de las células con
las micotoxinas, observdndose que la concentraciéon de
LDH tuvo un incremento lineal (dosis-respuesta) en los
tratamientos en los cuales se utiliz6 AFB: y la combina-
cién AFBi/FB.. Respecto a la respuesta de las células
expuestas a FBi el incremento fue menor, ya que las con-

Figura 1. Microfotografia de células IPEC-1 tras 24 h de incubacién con
50 pM de AFB:.

Figura 2. Microfotografia de células IPEC-1 tras 48 h de incubacién con
2 uM de AFB: y 3,7 pM de FB:.
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Figura 3. Viabilidad celular de IPEC-1 en contacto con AFB:, FB:y
AFB:/FB: a través de la prueba de MTS.

Indicador 1: Grupo control (0 uM), AFB: (1,3 uM), FB: (3,7 uM) y AFB:/FB:
(1,3/3,7 pM).

Indicador 2: AFB: (2 uM), FBs (3,7 uM) y AFB+/FB: (2/3,7 uM).

Indicador 3: AFB: (5 pM), FB: (10 pM) y AFB:/FB: (5/10 pM).

Los valores son expresados como la media +/- la desviacién estandar de
tres experimentos independientes. Los valores con letras diferentes en
cada indicador muestran una diferencia estadisticamente significativa

(p < 0,05).



centraciones de 20, 50 y 100 pM mostraron concentracio-
nes similares de LDH en el sobrenadante (p > 0,05).
Cuando las células fueron expuestas a 500 pM de FB: la
cantidad de LDH observada se increment6 tres veces res-
pecto al grupo control (p < 0,05).

Sin embargo, cuando las células fueron expuestas
a la combinacién 1,3 pM AFB./3,7 uyM FB: y 2 uM AFB//
3,7 uM FB,, la LDH se elevé de manera significativa
(p < 0,05) al compararla con el grupo control y al trata-
miento con AFB: (1,3 y 2 uM) y FB: (3,7 uM) de manera
individual, observandose un efecto sinérgico al estar pre-
sentes las dos micotoxinas (Figura 4).

Sintesis de IL-8. La mayor produccién de IL-8 se
observ6 al utilizar 1,3 y 2 pM de AFB,, con resultados
similares a las 24 y 48 h de la exposicién (p < 0,05). La
menor produccién de IL-8 se observé a las 24 y 48 h del
tratamiento con AFB: a una concentracién de 100 pM,
siendo mas importante el descenso a las 24 h (p < 0,05).
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Figura 4. Citotoxicidad en células IPEC-1 expuestas a AFB+, FB: y
AFB:/FB: a través de la prueba de LDH.

Indicador 1: Grupo control (0 pM), AFB: (1,3 pM), FB: (3,7 uM) y AFB:/FB1
(1,3/3,7 uM).

Indicador 2: AFB: (2 pM), FB: (3,7 pM) y AFBi/FBs (2/3,7 uM).

Indicador 3: AFB: (5 uM), FB+ (10 pM) y AFB:/FB+ (5/10 uM).

Los valores son expresados como la media +/- la desviacién estandar de
tres experimentos independientes. Los valores con letras diferentes en
cada indicador muestran una diferencia estadisticamente significativa

(p < 0,05).
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Figura 5. Sintesis de IL-8 por células IPEC-1 en contacto con AFB: tras
24 h de incubacion.

Los valores son expresados como la media +/- la desviacién estandar de
tres experimentos independientes. Los valores con una diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo control se muestran con
*(p < 0,05).
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Figura 6. Sintesis de IL-8 por células IPEC-1 en contacto con FB: tras 24
h de incubacién.

Los valores son expresados como la media +/- la desviacién estandar de
tres experimentos independientes. Los valores con una diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo control se muestran con
* (p<0,05).
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Con las concentraciones de 0, 5, 10 y 50 pM de AFB: las
células sintetizaron cantidades similares de IL-8 a las 24 y
48 h (p > 0,05) (Figura 5).

En las células con FB: se observd que la mayor pro-
duccién de IL-8 se presentaba en las concentraciones de
3, 7uM (24 y 48 h) y 5 pM (24 h), mostrando una diferen-
cia significativa (p < 0,05) en relacién a las demds concen-
traciones utilizadas y al tratamiento control. La menor pro-
duccién de IL-8 se observé a las 48 h de contacto con FB:
en las concentraciones de 20, 50, 100 y 500 puM, mos-
trando diferencia (p < 0,05) con las concentraciones de
0,3,7,5y 10 pM de FB: a las 24 y 48 h (Figuras 6 y 7).

La combinacién de 1,3 pyM AFB:/3,7 uyM FB: y
2 uM AFB./3,7 pM FB: favoreci6 la sintesis de IL-8, en
los dos periodos de tiempo evaluados, con un ligero des-
censo a las 48 h. La sintesis de IL-8 se afecté de manera
importante con la combinacién 5 pM AFB:/10 pM FB:
(p < 0,05) (Figura 8).

Discusion

En el presente estudio es posible observar el efecto
in vitro individual y combinado de AFB: y FB: sobre célu-
las epiteliales intestinales a distintas concentraciones,
siendo de especial interés el efecto que causa la combina-
cién de AFB: y FBi en concentraciones de 1,3 pM/3,7 uM,
2 uM/3,7 uyM y 5 ptM/10 pM, respectivamente.

Las células epiteliales intestinales porcinas en pro-
liferacién y diferenciadas mostraron ser susceptibles a
concentraciones de 3,7 pM o superiores de FBi, observan-
dose este mismo efecto, pero con concentraciones de
10 pM FBi: o superiores, en dos lineas celulares de epitelio
intestinal porcino (IPEC-1 y LLC-PK1) [6]. Se observé un
efecto similar al utilizar concentraciones de 10 pM o supe-
riores de FB:1 y FB: en células provenientes de hematoma
de rata (HATG) y células de rifién de perro (MDCK) [32].
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Figura 7. Sintesis de IL-8 por células IPEC-1 expuestas a FB: tras 48 h
de incubacion.

Los valores son expresados como la media +/- la desviacién estandar de
tres experimentos independientes. Los valores con una diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo control se muestran con
* (p < 0,05).
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Figura 8. Sintesis de IL-8 por células IPEC-1 expuestas a AFB:/FB: tras
24 h de incubacién.

Los valores son expresados como la media +/- la desviacién estandar de
tres experimentos independientes. Los valores con una diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo control se muestran con
*(p < 0,05).
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La micotoxina AFB: en concentraciones de 1,3 y
2 pM sobre las células IPEC-1 afectd su capacidad proli-
ferativa, siendo el dafio mds grave a concentraciones igua-
les o superiores a 5 pM. Estos hallazgos concuerdan con
los de otros investigadores, utilizando células HepG2
(células de hematoma humano) expuestas a periodos simi-
lares de 24 h. Ademads, observaron que esta linea celular
es menos sensible a FB1 y que concentraciones menores a
10 pM de FB: favorecian la proliferacion celular [19].

Al utilizar la combinaciéon AFBi/FB: la prolifera-
cién y la viabilidad celular se vieron afectadas de forma
mas marcada que en aquellas células que recibieron una
sola micotoxina. Esto también concuerda con lo observado
por otros investigadores [19,30] al utilizar la combinacién
AFB//FBy, incluso a concentraciones mayores respecto a la
fumonisina (44,4 uM de FB:) en células HepG2 y BEAS-
2B (células de epitelio bronquial humano). Por otra parte,
se ha publicado que existen numerosas lineas celulares de
mamiferos sensibles a FB: en un rango de 2,8 a 69,3 uM,
lo que concuerda con el presente trabajo al utilizar una
concentraciéon de 3,7 uM de FB: [14]. Otros autores men-
cionan que el efecto de FB: y el mecanismo de accién de
esta micotoxina son muy complejos, y es posible que la
respuesta celular dependa en gran medida del tipo especi-
fico de célula [35].

Se observo que la integridad de las células epite-
liales intestinales porcinas fue susceptible a la accién de
AFB: y a la combinacién AFB1/FBi; no fue asi para la FB:,
ya que se necesitaron concentraciones de 500 pM para
incrementar significativamente los niveles de LDH en el
sobrenadante. El efecto mencionado también se observé en
ratas tratadas con AFB: y FB:, mostrando mayor suscepti-
bilidad a AFB: y solo en concentraciones altas a FB: [28].
Esto no concuerda con otros estudios, en los que sefialan
un incremento en la concentracién de LDH a partir de
valores de 50 uM de FB: [6,31].

La AFB: fue la toxina que causé mayor lesion celu-
lar desde la concentracién de 5 uM. Esto concuerda con lo
descrito por un grupo de investigadores que observaron
lesion celular (necrosis y apoptosis) y aumento de LDH al
utilizar concentraciones de AFB: que iban desde 5 hasta
80 pM sobre células HepG2 [37]. Otros investigadores
observaron resultados similares al trabajar in vivo (pollos
de engorda y ratas), utilizando 1 ppm (1,3 pM = 1,6 ppm)
de AFB., incrementandose la LDH sérica, asi como la
aspartato aminotransferasa (AST) [1].

Respecto a las interleucinas se sabe que son citoci-
nas que participan en la respuesta inflamatoria e inmune, y
que las citocinas pueden ser secretadas por células del sis-
tema inmune, como los macréfagos y los linfocitos. Sin
embargo, también las CsEI pueden sintetizarla. De hecho
las CsEI pueden sintetizar citocinas y quimiocinas, crucia-
les para el reclutamiento de c€lulas y activacién del siste-
ma inmune [34]. Otras citocinas, como IL-1, IL-6 e IL-8,
son producidas por células epiteliales como respuesta a
infecciones bacterianas [16]. Sin embargo, diversos inves-
tigadores mencionan que las micotoxinas son capaces de
modular la produccién de citocinas en 6rganos o tipos
celulares diferentes [4,5,24]. También es cierto que son
pocos los trabajos de investigacién encaminados a obser-
var el efecto de las micotoxinas, de forma individual o en
combinacion, sobre la modulacién de la expresion de cito-
cinas por células intestinales. Esto ayudaria a comprender
mejor el efecto directo de las micotoxinas o bien cémo
ellas predisponen o incrementan la susceptibilidad del sis-
tema digestivo hacia otros agentes infecciosos y no infec-
ciosos al alterar los mecanismos de permeabilidad, de res-
puesta inflamatoria o inmune.

En el presente trabajo se puede observar que la sin-
tesis de IL-8 aument6 al utilizar concentraciones bajas de
AFB: (1,3 uM), FB: (3,7 y 5 pM) y de la combinacién
AFBi/FB: (1,3/3,7 pM y 2/3,7 uM). Por el contrario, el
porcentaje de IL-8 disminuyé a concentraciones mayores
de AFB: y AFB:/FB;, relaciondndose con el dafo celular
observado en la prueba de MTS. Este importante dafio
celular (células degeneradas, en necrosis o apoptosis)
impediria responder al estimulo de las micotoxinas, inhi-
biéndose, por tanto, la sintesis de IL-8.

Con respecto a la FBi, la expresion de IL-8 solo se
ve afectada en concentraciones de 100 y 500 pM. Esto
concuerda con lo descrito por diversos autores, quienes
mencionan que el consumo humano o animal de alimentos
contaminados con fumonisina, afecta la capacidad de célu-
las primarias y lineas celulares expuestas in vitro para sin-
tetizar citocinas y otros metabolitos [6]. La disminucién de
IL-8 puede impedir el reclutamiento adecuado de células
inflamatorias en el intestino durante una infeccién, aumen-
tando la susceptibilidad intestinal a la invasion de agentes
infecciosos [16,24]. La disminucion en la sintesis de IL-8
por accién de FB: podria deberse al hecho de que FB: pre-
senta una estructura andloga a la de los esfingolipidos, lo
que interferiria con la sintesis de todo el complejo [21].
Investigaciones recientes indican que FB: tiene accién
sobre globdsidos y ganglidsidos, se sabe que estos Ultimos
modulan la produccién de inmunoglobulinas y la sintesis
de citocinas [20].

Los resultados indican un efecto téxico sinérgico
sobre células diferenciadas y no diferenciadas a concentra-
ciones de 1,3 pM AFB/3,7 pyM FB: y 2 pM AFB//3,7 uyM
FBi, en comparacién con las mismas concentraciones al
administrar una sola micotoxina. Estas concentraciones
estimulan la sintesis de IL-8 y de otros mediadores que
participan en la respuesta inflamatoria [4,24], ademds de
incrementar la permeabilidad y lesién celular, manifestan-
dose como disminucién de la viabilidad celular e incre-
mento en la liberaciéon de LDH. Seria conveniente en
investigaciones futuras la evaluacién de otras enzimas
celulares (AST, ALT, GGT, etc.) como una variable mas en
la valoracién del dafio celular y las vias metabdlicas afec-
tadas, ademds de evaluar el grado de necrosis o apoptosis
presentes. Las herramientas utilizadas en este estudio para
la evaluacion de la viabilidad (MTS) y lesién celular
(LDH e IL-8) son métodos no radiactivos, proporcionando
a técnicos e investigadores la seguridad laboral necesaria,
y facilitando la eliminacién adecuada de los desechos
generados en el laboratorio [14].
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