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_Resumo

As micotoxinas sdo toxinas naturais presentes maioritariamente nos
alimentos sendo produzidas por varios géneros de fungos (Aspergillus,
Fusarium e Penicillium). A aflatoxina B; (AFB+) ¢ um dos carcinégenos mais
potentes, conhecido devido a sua elevada hepatotoxicidade em mamiferos,
sendo classificada pela Agéncia Internacional de Investigagdo do Cancro
(IARC) no Grupo 1 (compostos carcinogénicos para humanos). A exposi¢ao
a AFB; ocorre, sobretudo, através da ingestao de alimentos contaminados,
existindo um interesse crescente em avaliar 0s seus efeitos nocivos no trato
gastrointestinal (TGl), dado que as células do epitélio intestinal constituem
a principal linha de defesa do organismo humano. Existem, no entanto,
poucos dados disponiveis sobre o efeito da AFB; no intestino na presenga
de muco, uma importante barreira de protecao intestinal.

O objetivo deste trabalho consistiu na avaliagao dos efeitos da exposicédo
de células intestinais a micotoxina AFB;, nomeadamente, na integridade
e morfologia das células intestinais e o papel do muco enquanto barreira
protetora, em culturas de células Caco-2 e coculturas de células Caco-2
e HT29-MTX-E12 (produtoras de muco).

Para o desenvolvimento de uma monocamada epitelial e coculturas diferen-
ciadas, foram utilizadas metodologias de cultura de células in vitro sendo
posteriormente efetuada a monitorizagdo da sua polarizagao através da de-
terminagdo da resisténcia elétrica transepitelial (TEER). Apds a exposicao
das culturas Caco-2, individuais e em cocultura, a AFBs, durante 24 h, foi
avaliada a integridade epitelial e a morfologia das células expostas por
microscopia de imunofluorescéncia confocal.

Os ensaios revelaram que a AFB; afetou a integridade epitelial das monoca-
madas, e causou alteracdes na morfologia das células Caco-2 expostas,
quer em monocultura quer em cocultura com HT29-MTX-E12. E de salientar
que no caso das coculturas de células Caco-2/HT29-MTX-E12, o decrésci-
mo na TEER foi menos pronunciado, o que poderé ser atribuido ao papel
protetor do muco.

Serdo necessarios estudos futuros para avaliar o impacto da exposicéo
a AFB; e os efeitos protetores do muco no intestino e a sua contribuicédo
para o estado de saude e doenga do individuo.

_Abstract

Mycotoxins are natural toxins mostly occurring in food and are produced by
several genera of fungi (Aspergillus, Fusarium and Penicillium). Aflatoxin By
(AFB) is one of the most potent liver carcinogens and is classified by the
International Agency for Research on Cancer (IARC) in Group 1 (carcinogenic
substances to humans). Exposure to AFB; occurs mainly through ingestion
of contaminated foodstuffs therefore there is a growing concern related to
its effects on the gastrointestinal tract (GIT), given that intestinal epithelial
cells constitute the first line of defense of the human organism.There are few
data available on the effect of AFB; in the presence of mucus, an important
intestinal protective barrier. Thus, it is essential to investigate the effects of
this mycotoxin on cultures of intestinal mucus-producing cells, which has not
been done so far.

This work aimed to assess the epithelial integrity and morphology of individual
epithelial Caco-2 cells and its co-culture with HT29-MTX- E12 (mucus produ-
cing), after exposure to AFBs, in order to access the potential protective role
of mucus at the GIT.

In vitro methodologies were used to establish a monolayer of epithelial and
differentiate cell cultures and its epithelial barrier integrity was monitored,
through the measurement of transepithelial electrical resistance (TEER).
After exposure of individual Caco-2 cells and its co-cultures to AFB;) for 24h,
the epithelial integrity was monitored as well as cell morphology by confocal
immunofluorescence microscopy.

Results showed that AFB; affected the epithelial integrity of polarized Caco-2
monolayers and produced modifications in the morphology of both monocultu-
res and co-cultures of Caco-2 cells exposed to AFB;. Caco-2/HT29-MTX-E12
co-cultures, however, exhibited a less pronounced decrease in TEER sugges-
ting a protective role from mucus barrier.

Future studies are needed to assess the impact of exposure to AFB; and the
protective effects of mucus in the intestine and its relevance for health and
illness.
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_Introdugéo

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por
algumas espécies de fungos filamentosos, nomeadamente
dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Estes com-
postos quimicos apresentam toxicidade para humanos e ani-
mais podendo provocar doengas graves ou levar & morte (1:2).
A exposicdo a estes contaminantes quimicos ocorre, sobre-
tudo, através da ingestao de alimentos contaminados, pelo
que foram estabelecidos limites maximos para a sua ocorrén-
cia em géneros alimenticios, na Unido Europeia (3). Afetam,
ainda, a homeostase intestinal através do comprometimento
da integridade da barreira epitelial intestinal por interferéncia
com as proteinas que constituem as jungoes de oclusao (clau-
dina-3, claudina-4 e ZO-1) provocando danos nas juncoes
entre as células, e tornando o organismo mais suscetivel ao
desenvolvimento de doencas inflamatérias intestinais e aler-
gias alimentares, particularmente em populacdes vulneraveis
como os idosos, gravidas e criangas (4-6). A aflatoxina B;
(AFB) é o carcinégeno mais potente conhecido devido a sua
elevada hepatoxicidade em mamiferos, estando por isso in-
cluida no grupo 1 (compostos com efeito carcinogénico para
humanos), segundo a classificagao da Agéncia Internacional
para a Investigacdo do Cancro (7). Esta micotoxina apresen-
ta também propriedades mutagénicas, teratogénicas e imu-
nossupressoras sendo o figado, o principal érgao alvo (1.8),
Ensaios de toxicidade efetuados em ratos expostos a AFB; re-
velaram inibi¢cao do crescimento, danos no figado e rins assim
como alteragdes na microbiota intestinal, podendo produzir
também efeitos imunotéxicos (8). Embora no esteja descrita
uma associagao direta, tem sido sugerida uma possivel interli-
gagao entre a exposigao crénica a micotoxinas e a ocorréncia
de varias doencas inflamatérias intestinais crénicas como a
doenca Crohn, colite ulcerosa, doenca celiaca e sindrome do
intestino irritavel (4-6),

Em Portugal, a exposicédo a AFB; através do consumo de
cereais é considerada uma preocupacao acrescida para a
salde das criancas até aos 3 anos, em particular, as que
consomem elevadas quantidades deste grupo de alimentos
(9,10), Também, a AFB; tem a capacidade de atravessar a pla-
centa e de ser transferida para o feto durante a gestacéo, tor-
nando-o suscetivel aos potenciais efeitos decorrentes desta

exposicao (11.12). No ambito do projeto earlyMYCO foi recente-
mente demonstrado, em ratos, que a exposicao a AFB;, duran-
te a gravidez, promoveu alteragdes no sistema imunitério e na
microbiota intestinal aumentando a suscetibilidade de infecéao
da descendéncia (19),

Face ao seu impacto na saude e perspetivando-se um aumen-
to de exposi¢ao humana a esta micotoxina, devido a subida da
temperatura decorrente das alteragdes climaticas que favore-
cem o desenvolvimento de fungos toxigénicos (14.9), torna-se
importante estudar o processo de absor¢ao e transporte desta
micotoxina, contribuindo para esclarecer possiveis fatores que
possam estar envolvidos neste processo.

Como referido acima, a disrup¢éo da integridade da barreira
intestinal pode estar associada a uma maior suscetibilidade
para multiplas doencas. Existem ainda poucos estudos utilizan-
do estes modelos in vitro para avaliar os efeitos decorrentes
da exposicdo a AFBs, nos vérios niveis da barreira intestinal,
nomeadamente no muco e epitélio, como revisto por Serrenho
et al (12). Assim, neste estudo, utilizou-se o modelo de culturas
de células Caco-2 e 0 modelo de coculturas com as células
HT29-MTX-E12 (produtoras de muco), por forma a mimetizar,
de forma mais eficiente, os resultados in vivo. As células Caco-2
apresentam algumas limitagdes como é 0 caso da expressao
excessiva de jungbes de oclusdo em células polarizadas, o
que provoca um aumento dos valores de resisténcia elétrica
transepitelial (TEER) face ao que se verifica no intestino humano
(15,16) A cocultura de células Caco-2/HT29-MTX-E12 apresen-
ta valores de TEER mais baixos e possuem a capacidade de
produzir muco (16). O muco corresponde ao segundo nivel de
protecao da barreira intestinal, é constituido por mucinas (MUC)
e péptidos antimicrobianos (AMPs), produzidos pelas células
caliciformes e pelas células de Paneth, respetivamente, cuja
funcéo consiste em impedir que as bactérias luminais estabele-
cam um contacto direto com o epitélio (6:12),

A monitorizacdo das propriedades da barreira epitelial das cul-
turas in vitro pode ser feita quer através da medicao da TEER
das monocamadas polarizadas, quer através da avaliacdo da
morfologia celular por microscopia. Neste Ultimo caso, a obten-
¢éo de imagens de alta resolugao de microscopia confocal de
fluorescéncia é geralmente o método mais informativo. Esta
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técnica remove a maior parte do ruido 6tico do plano focal per-
mitindo a aquisicao sequencial de secdes dticas em amostras
de varios micron de espessura, como as monocamadas de célu-
las polarizadas (19). Estas podem ser posteriormente agrupadas,
permitindo a reconstrucao tridimensional da topografia da mono-
camada epitelial, bem como da integridade das estruturas marca-
das com fluorescéncia (20). Neste sentido, esta metodologia tem
sido usada na avaliagdo de alteracdes estruturais e quantificacao
do transporte de componentes biolégicos através do epitélio in-
testinal (21). No caso dos estudos que incidem sobre a exposicao
de células intestinais a micotoxinas, esta técnica permite compa-
rar a expressao das juncdes oclusivas, assim como a integridade
das células epiteliais em células expostas e ndo expostas (22-24),

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi-
cao de células intestinais a micotoxina AFB,, nomeadamente,
na integridade e morfologia das células intestinais e o papel
do muco enquanto barreira protetora, em culturas de células
Caco-2 e coculturas de células Caco-HT29-MTX-E12.

_Materiais e métodos

Linhas celulares e condicbdes de cultura: Foram utilizadas as
linhas celulares de cancro de colon humano, Caco-2 (ATCC
HTB-37) e HT29-MTX-E12 (ATCC 12040401), gentilmente cedi-
das pelo Departamento de Genética do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge. Estas foram mantidas em cultura
separadamente nas condicoes descritas por Diaz, et al. (25).

Desenvolvimento da monocamada e integridade da barreira
intestinal: As culturas de células Caco-2 e coculturas Caco-
-2/HT29-MTX-E12, foram semeadas individualmente e na
proporcao 9:1, respetivamente, em placas de transwell numa
concentracéao final de 1x10° células/cm?. As células permane-
ceram em cultura durante 21 dias, sendo o desenvolvimento
da monocamada celular e a integridade da barreira epitelial
intestinal avaliadas através de leituras regulares dos valores
de TEER (que deveriam ser superiores a 500 Q*cm?, de forma
a garantir a polarizagao das células e a formacao de uma bar-
reira epitelial integra) (25).

Ensaios de exposicdo a AFB;: As culturas de células Caco-2,
individuais e em cocultura com HT29-MTX-E12 (21 dias), foram

expostas em placas de transwell a 1,6 uM de AFB;, concentra-
¢éo préxima do valor de IC10 (concentracéo inibitéria em que
ocorre 10% de mortalidade celular) (25), durante cinco tempos
de incubagdo: 1 h,2h, 3h, 6 he?24h. Foram registados os va-
lores de resisténcia elétrica transepitelial (TEER) ao longo do
tempo. Os ensaios foram efetuados em duplicado e determina-
dos os valores médios de TEER.

Microscopia de Imunofluorescéncia Confocal: As monocama-
das de células polarizadas em membranas de policarbonato
(PC) foram lavadas em PBS, imediatamente fixadas com for-
maldeido e permeabilizadas com Triton X-100. Posteriormen-
te foi efetuada uma etapa de incubacao com faloidina-TRITC,
sendo as células novamente lavadas em PBS. De seguida, as
células foram brevemente coradas com DAPI (diamidino-2-fe-
nilindol), lavadas novamente e fixadas com formaldeido. As
membranas foram posteriormente montadas em laminas de
vidro em VectaShield, cobertas com lamelas e seladas com
verniz. As linhas de laser de 405 nm e 532 nm de um micros-
copio confocal Leica TCS-SPE foram usadas para adquirir
secgoes XY de um Airy de espessura separadas por 250 nm
ao longo do eixo Z, por forma a formar uma pilha de imagens
que permitissem reconstruir as monocamadas de células po-
larizadas no volume XYZ. As imagens gravadas foram proces-
sadas com o software embutido Leica e montadas em figuras
com o software Adobe Photoshop (26).

_Resultados e discussédo

Desenvolvimento da monocamada e integridade da barreira
intestinal

O grafico1 representa a evoluc@o dos valores de resisténcia
elétrica transepitelial (TEER), das culturas Caco-2, individuais
e em cocultura, ao longo do desenvolvimento da monocama-
da celular. Foram registados valores superiores a 500 Q*cm?
entre os 15 e 21 dias de crescimento, para ambas as culturas,
0 que corresponde a uma membrana polarizada (22:27-30)  As
diferencas entre valores de TEER para as culturas ensaiadas
foram significativas para os 4, 6, 13 e 21 dias de crescimento,
sendo os valores de TEER da cocultura superiores aos das
células individuais nos dois ultimos dias referidos e inferiores
para os restantes. Os dias 18 e 20, apresentam também valo-
res de TEER inferiores nas coculturas, mas nao significativos.
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Vérios autores descrevem que as coculturas de células Caco-
-2/HT29-MTX-E12, produtoras de muco apresentam um de-
créscimo dos valores de TEER, comparativamente as células
Caco-2 individuais, permitindo assim obter uma monocamada
mais permeével e com jungdes de oclusao mais proximas das
encontradas no intestino humano (27.28,31) 0O crescimento
ideal para efetuar ensaios de exposigao, parece assim, situar-
-se até aos 21 dias.

Ensaios de exposicdo a Aflatoxina B, (AFB;)

Os resultados expressos no grafico2 (a,b) revelam uma diminui-
céo dos valores de TEER para as células Caco-2, individuais
e em cocultura com HT29-MTX-E12, em funcé@o do tempo de
exposicao a AFB;, em relacdo aos controlos (ndo expostos a
micotoxina), apresentando diferencas significativas em todos
0s tempos de exposigao (1 h, 2 h, 3 h, 6 h e 24 h). No entanto,
salienta-se que, em termos absolutos, o decréscimo na TEER
foi claramente menor nas condi¢cdes de cocultura. De facto, o
valor de TEER para a monocultura de células Caco-2 desceu até
aos 282,3 0*cm? (as 6 h de exposicao), enquanto no caso da co-
cultura Caco-2/HT29-MTX-E12 o valor de TEER n&o baixou dos
498,5 Q*cm?, (que foi registado as 3 h de exposicao). Curiosa-
mente, em ambos 0s casos, observou-se uma ligeira recupera-
¢éo do valor de TEER as 24 h. Estes resultados (com excecéo da
subida dos valores de TEER registada as 24 h) estao de acordo
com os resultados descritos na bibliografia, visto que também

Gréfico 1:

se verificou uma redugdo dos valores de TEER nos trabalhos
consultados (29:30,32) Gratz, S. et al. (2007) (29) & Romero, A.
et al. (2016) (32) demonstraram que ao expor as células Caco-2
a concentragOes entre 100 e 150 uM de AFB; ocorria uma des-
cida significativa dos valores de TEER, situada entre 0s 9% e
31,1%, durante 24 h de exposigao (27:29). Sobral, M.M.C. et al.
(2019) (30) também realizaram estudos de transporte com célu-
las Caco-2 e AFB4, usando a mesma concentragao deste estudo
(1,6 uM), no entanto, nao foram encontradas diferencas significa-
tivas nos valores da TEER apds 3 h de exposicao para esta con-
centracao de AFB;. Apesar de néo existir bibliografia disponivel
sobre o efeito da AFB; em coculturas de células Caco- 2/HT29-
-MTX, existem dois estudos de Huang, X. et al. (2019) (33) e Wu,
C.Q. et al (2020) (34) sobre os efeitos do metabolito da AFB;,
aflatoxina M; (AFM;) nestas coculturas. Verificou-se que ao expor
as culturas de células Caco-2 e as coculturas Caco-2/HT29-M-
TX-E12 a AFM; (0,16-12 uM), ocorria uma reducao significativa
dos valores de TEER apoés 48 h de exposicao, para as células
Caco-2, enquanto que para a cocultura se verificou uma reducao
ndo significativa desses valores (23.34) Isto é consistente com
a nossa observagao de que, independentemente do tempo de
exposicao aos 1,6 uM de AFB;, a redugao na TEER é claramente
menor nas condi¢cdes de cocultura, podendo o efeito estar asso-
ciado a presenca de muco que, como argumentam estes auto-
res (33.34) pode atuar como uma barreira protetora mantendo a
integridade da monocamada epitelial.

Valores de resisténcia elétrica transepitelial (TEER) relativos as culturas celulares Caco-2 e as

coculturas Caco-2/HT29-MTX-E12 ao longo dos 21 dias de crescimento da monocamada celular.
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Grafico 2: [ Integridade da monocamada celular exposta a AFB; (1,6 pM) durante 24 h.
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Representagao dos valores da resisténcia elétrica transepitelial (TEER) em fungéo do tempo (0 h-24 h) das culturas e coculturas expostas a 1,6 uM de AFBi.
a) comparacéo dos valores da TEER entre as células Caco-2 expostas a AFB1 e ndo expostas (controlo).

b) comparacéo dos valores da TEER entre as células Caco-2/HT29-MTX-E12 expostas a AFB1 e ndo expostas (controlo).

Os valores apresentados representam a média + desvio padrdo de pelo menos 3 ensaio independente (n=3, 2 réplicas).

p < 0.05 (*); p < 0.001 (**) e p < 0,0001; (***) representa uma diferenca significativa entre os valores do controlo e das células expostas.
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Microscopia de Imunofluorescéncia Confocal

A figura 1 representa os resultados obtidos no ensaio de
microscopia de imunofluorescéncia confocal antes e depois de
exposicao a micotoxina AFBs. A figura 1a e 1c, correspondem a
células Caco-2 e Caco-2/HT29-MTX-E12 ndo expostas a AFB;,
respetivamente. Estas apresentam anéis de actina cortical bem
definidos, marcados a vermelho com a faloidina ao longo de toda
a periferia das células. Os nucleos marcados a azul, com DAPI,
permitem identificar cada célula da monocamada. No caso das
coculturas, estdo presentes as duas populagdes de células
Caco-2 e HT29-MTX-E12, sendo que as Ultimas apresentam
uma maior dimensdo, e uma morfologia menos cuboide do
que as Caco-2 (aspetos evidenciados pelas vistas laterais que
documentam as monocamadas no plano XZ), com formagao
de regides de marcacao mais difusa indicativas da presenga de
muco (representadas mais claramente no corte XY da figura 1d.
Durante um periodo de 3 h de exposicdo a AFB,, verificou-se
que as células Caco-2 (figura 1b) e as Caco-2/HT29-MTX-E12
(figura 1d) apresentam diferencas na morfologia do anel cortical
de actina, sendo estas diferencas mais evidentes no caso das
monoculturas Caco-2. A principal diferenga que se observa é a
morfologia intermitente dos filamentos de actina. Observou-se
ainda a ocorréncia destes aspetos intermitentes ao longo
do anel cortical de ambas as populagdes celulares (Caco-2
e HT29-MTX-E12 - representado pelas setas brancas). Estas
falhas no anel cortical estdo geralmente associadas a perda das

Figura 1: &3 Efeitos da AFB, nas morfologias das células

Caco-2 individuais e em cocultura.

Fotografias obtidas através de microscopia de imunofluorescéncia confocal antes
e apo6s 3 h de exposi¢do a AFB::

a) células Caco-2 ndo expostas a AFB; (controlo);

b) células Caco-2 apds 3 h de exposicao a AFBy;

c) células Caco-2/HT29-MTX-E12 ndo expostas a AFBs (controlo);

d) células Caco-2/HT29-MTX-E12 apds 3 h de exposigao a AFB:.

Setas indicam as mudancas na morfologia das células expostas a 1,6 yM de AFB:.

Il Filamentos de actina marcados a vermelho (Faloidinia);
Il Nicleos das células marcados a azul (DAPI)

juncdes de oclusdo entre células polarizadas adjacentes '°°/, o

que ird4 provocar um aumento da permeabilidade epitelial que,
por sua vez, ira permitir que ocorra uma maior translocacao de
agentes patogénicos \*). Na bibliografia, ndo se identificaram
estudos sobre diferencas morfolégicas entre culturas de células
Caco-2 e coculturas de células Caco-2/HT29-MTX-E12, antes e
apods a exposicao a AFB;, no entanto, 0 mesmo foi descrito para
os efeitos de outras micotoxinas na parede da monocamada
. Gao, V. et al. (2018)

a sintese de alguns dos componentes das juncdes oclusivas

celular demonstraram que
(claudina-3, claudina-4 e ZO-1) foi severamente afetada nas
células expostas a concentracdes citotdxicas de AFM; e OTA
. Ja Pinton, P. et al. (2009)
que a micotoxina DON (Desoxinivalenol) tem a capacidade de

(Ocratoxina A) demonstraram
reduzir a intensidade da coloragdo para a claudina-4 nas células
Caco-2, sugerindo que estas foram removidas do complexo
das jungbes oclusivas das células expostas No caso
das coculturas, Huang, X. et al. (2019) verificaram que ao
expor as células a uma mistura de AFM1+OTA (Aflatoxina M; e
Ocratoxina A) (0,013 pM), as juncdes oclusivas apresentavam-se
significativamente danificadas e que o numero de células viaveis
diminuiu bastante, 0 que produziu uma reducdo no numero

de células produtoras de muco causando também alteracdes

na produgdo das mucinas (danos no epitélio e muco)
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_Conclusoes

Até ao momento, este é o primeiro estudo que aborda
os efeitos toxicos da AFB; em coculturas de células
Caco-2/HT29-MTX-E12.

A monitorizagdo do desenvolvimento da monocamada
celular e avaliacdo da integridade da barreira intestinal das
culturas de células Caco-2 ensaiadas individualmente e
Caco-2/HT29-MTX-E12, permitiu concluir que apds 21 dias,
ambas as culturas conseguem formar uma monocamada
de células polarizada, logo com as caracteristicas de
permeabilidade que ocorrem no intestino. A exposicéo
das culturas intestinais polarizadas a micotoxina AFB;,
confirmaram os seus efeitos lesivos na barreira intestinal
tanto a nivel da integridade da membrana como a nivel
morfolégico, mesmo em baixas concentragdes (1,6 pM),
registando-se um decréscimo dos valores de TEER ao longo
do tempo de incubacao (0-6 h).

Os ensaios comparativos de exposi¢céo a AFB,, com ambas
as culturas, revelaram valores de TEER superiores para
as coculturas de células Caco-2, sempre equivalentes ou
superiores ao valor esperado para monocamadas integras
de células polarizadas (500 Q*cm?). Este efeito é fortemente
sugestivo do papel do muco na protecdo do epitélio e
no reforgo da barreira epitelial. Sera necessario avaliar
posteriormente qual o efeito destas coculturas no transporte
da AFB; usando metodologias analiticas que possam avaliar
as toxinas nas amostras colhidas nas zonas apicais e
basolaterais e eventuais metabolitos.

Futuramente, sera importante avaliar a interacao da
micotoxina com o muco, tendo em consideracdo outros
indicadores como a composi¢cdo do muco - diferentes tipos
de mucinas e a sua abundancia, pois apesar de existir
informaca@o sobre o efeito das micotoxinas em ensaios in
vivo e em 0rgaos especificos como o figado e no sistema
imunitario, a bibliografia disponivel relacionada com os efeitos
das micotoxinas no trato gastrointestinal é ainda limitada nao
sendo claras as consequéncias que as alteragdes do muco
provocadas por micotoxinas podem trazer para a saude do

individuo e da microbiota intestinal.

Os resultados pormenorizados deste trabalho estao compilados
numa tese de mestrado desenvolvida no Departamento de
Alimentacdo e Nutricdo do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (36).
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