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_Resumo

A mucosa intestinal é a primeira barreira bioldgica encontrada pelas mico-
toxinas presentes nos alimentos, sendo a patulina, uma micotoxina produ-
zida por fungos do género Penicillium spp., uma preocupagao particular
atendendo a que a exposigao humana a esta micotoxina pode conduzir a
efeitos imunologicos, neuroldgicos e gastrointestinais. Considerando estes
efeitos para a saude, o presente estudo tem como objetivos a avaliagdo do
efeito toxico da exposicéo intestinal a patulina, bem como a determinagéo
do potencial efeito protetor da coadministragdo de patulina e cisteina na
membrana intestinal, utilizando para o efeito células Caco-2. A integridade
da membrana intestinal foi determinada pela medigao da resisténcia elétri-
ca transepitelial (TEER). Os resultados evidenciaram um decréscimo acen-
tuado nos valores de TEER apds 24 horas de exposi¢ao celular a 95 uM de
patulina. Para as concentragoes mais reduzidas verificou-se uma redugao
maxima inferior a 25% apo6s 24 horas de exposi¢do. A coadministracéo de
patulina (95 puM) e cisteina (40 pM) revelou um decréscimo nos valores de
TEER. O tratamento com cisteina em concentragdes superiores (400 uM)
revelou efeito protetor da membrana intestinal, tendo em conta os valores
de TEER. Estes resultados contribuem para uma avaliagao do risco mais
precisa associada a exposicao a contaminantes alimentares.

_Abstract

The intestinal mucosa is the first biological barrier encountered by my-
cotoxins potentially present in foods. Patulin, a mycotoxin produced by
fungi of genera Penicillium, constitutes an especial concern consider-
ing the immunological, neurological and gastrointestinal effects resulting
from human exposure. The present work aims to evaluate the intestinal
membrane toxic effects occurring after exposure to patulin and the po-
tential protective effects of co-administration of cysteine, using Caco-2
cells. The membrane integrity was determined by evaluation of transep-
ithelial electrical resistance (TEER). Results showed a marked decrease
of TEER values after 24 hours of exposure to 95 uM of patulin. For lower
concentrations, a TEER reduction below 25% after 24 hours of exposure
was verified. Co-administration of patulin (95 uM) and cysteine (40 uM)
revealed a TEER decrease. For higher cysteine concentrations (2400 uM),
a protective effect of the intestinal membrane was verified. These results
contribute to a more accurate food contaminants risk assessment.

_Introdugéo

O trato gastrointestinal constitui uma importante barreira que
separa o interior do corpo humano do ambiente externo, es-
tando diretamente envolvido no metabolismo e transporte de
substancias endégenas e exdgenas (). A mucosa intestinal é a
primeira barreira bioldgica encontrada pelas toxinas presentes
na dieta, podendo assim ser exposta a teores elevados destes
contaminantes presentes nos alimentos, nomeadamente, as
micotoxinas (2:3). As micotoxinas sdo metabolitos secunda-
rios toxicos de baixo peso molecular produzidos por fungos
e representam uma preocupacgao crescente no dominio da
saude publica. Esta preocupacao deve-se essencialmente a
toxicidade crénica associada a estes compostos (4). O trato
gastrointestinal € a via mais frequente para a exposi¢ao a con-
taminantes alimentares, sendo que os efeitos das micotoxinas
na integridade da barreira intestinal dever@o ser bem conhe-
cidos e caraterizados. Apesar das centenas de compostos ja
identificados, as micotoxinas que se consideram de maior im-
portancia para a salde publica sdo as aflatoxinas, ocratoxina
A, patulina, fumonisinas, zearalenona e o grupo dos tricotece-
nos (5),

A patulina, uma micotoxina produzida por fungos do género
Penicillium spp. durante o processo de deterioracdo da fruta,
representa uma preocupacgao particular uma vez que a expo-
sicdo humana a esta micotoxina pode resultar em toxicidade
aguda ou cronica, descrevendo-se como potenciais efeitos de
exposicao os efeitos imunoldgicos, neurologicos e gastrointes-
tinais (). Considerando estes efeitos para a satde, afigura-
se de maior importancia um completo entendimento do efeito
desta micotoxina na estrutura e fungcéo da mucosa intestinal.
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A utilizac@o de metodologias in vitro que permitam uma melhor
compreensao do comportamento dos contaminantes alimenta-
res no trato gastrointestinal tem despertado um interesse cres-
cente nos ultimos anos. Neste sentido, a utilizagéo de culturas
de células, nomeadamente células Caco-2, permite uma aproxi-
macgao ao ambiente do epitélio intestinal humano, constituindo
uma ferramenta importante para o estudo dos efeitos da expo-
sicao intestinal a micotoxinas, nomeadamente a patulina (6),

A prevengao e/ou redugao dos efeitos adversos causados
pelas micotoxinas quer nos animais quer para o Homem re-
presenta também um assunto de importancia crucial, dado
0 potencial impacte que podera representar para a protecao
da salde humana.

_Objetivos

O presente estudo tem como objetivos a avaliagao do efeito
toxico da exposicao intestinal a patulina, bem como a determi-
nacdo do potencial efeito protetor da coadministracdo de
patulina e cisteina na membrana intestinal.

_Material e métodos

Os efeitos da exposicdo a patulina e os potenciais efeitos prote-
tores da coadministracdo de patulina e cisteina foram aferidos
pela caraterizagdo dos seus efeitos in vitro na integridade da
membrana intestinal, utilizando para o efeito células Caco-2,
uma linha celular que constitui um dos modelos celulares in vitro
mais utilizados para o estudo dos efeitos intestinais de contami-
nantes quimicos. Estas células foram adquiridas a American
Tissue Culture Collection (ATCC) e mantidas em crescimento
em atmosfera de 5% diéxido de carbono a 37°C. As condi¢des
para diferenciagdo das células, desenvolvimento da monoca-
mada de células intestinais Caco-2 e ensaio da integridade
da membrana foram realizados de acordo com as condigcdes
descritas por Brand e colaboradores, 2010 (7). Por forma a
obter uma monocamada de células intestinais diferenciadas
(apresentando polos apical e basolateral) as células foram culti-
vadas em placas de 12 pocos de policarbonato com inserts
(Costar, Corning®) com 0,4 um de poro. Os ensaios para deter-
minacgado da integridade da membrana intestinal foram efetuados
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apo6s 18 a 21 dias de cultura, por forma a garantir a correta dife-
renciacdo das células e a obtengdo de monocamada.

A integridade da membrana apds exposicéo a patulina foi de-
terminada pela medigao da resisténcia elétrica transepitelial
(TEER) utilizando para o efeito o equipamento Millicell® ERS
Voltohmmeter e testando trés concentragdes crescentes de
patulina diferentes: 25 nM (concentragé@o proxima da exposicao
real humana através da ingestao de alimentos consumidos na
Europa, segundo Majerus e Kapp, 2002) (8), 40 uM e 95 uM. A
TEER foi avaliada as 0, 1, 2, 3, 6 e 24 horas exposi¢cdo. Nos en-
saios de coadministracao, adicionaram-se trés concentragdes
de cisteina (VWR, Portugal) (40, 400 e 4000 puM) para a mais
elevada concentragao de patulina testada (95 pM).

_Resultados e discussédo

Os resultados evidenciaram um decréscimo acentuado (80%)
nos valores de TEER ap6s 24 horas de exposi¢cao celular a
95 uM de patulina, sendo que este decréscimo se iniciou apds
1 hora de exposicdo. Para as concentrac6es mais reduzidas
(25 nM e 40 uM) verificou-se uma reducdo méaxima inferior
a 25% apos 24 horas de exposicdo, conforme expressa a
grafico 1. Estes resultados revelam-se concordantes com
0s estudos realizados por alguns autores, sugerindo que a
patulina altera a fungao da barreira do epitélio intestinal, no-
meadamente através da alteragao das tigh junctions, apesar
deste fenémeno néo estar ainda totalmente esclarecido (9-11).

A coadministracdo de patulina (95 pM) e cisteina (40 pM)
revelou um decréscimo nos valores de TEER, contrastando
de forma estatisticamente significativa, com os resultados ob-
tidos aguando do tratamento com cisteina em concentragéo
igual ou superior a 400 uM, nos quais ndo se observaram alte-
racdes nos valores de TEER (grafico 2). Melo e colaboradores,
2012 (12) gstudaram in vivo os potenciais efeitos protetores da
N-acetilcisteina na degradacdo do ADN dos 6rgaos de rato
apés exposicao intraperitoneal a patulina, tendo verificado um
efeito protetor dos danos oxidativos motivados por esta toxina,
e concordantes com o que foi obtido no presente estudo.
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Gréfico 1: [ Efeito da exposigdo da monocamada de células Caco-2 a diferentes concentragdes de patulina ao longo de

24 horas: 25 nM (n =2), 40 uyM (n = 3) e 95 pM (n = 4).
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Os resultados representam a variagdo na resisténcia elétrica transepitelial (TEER) relativamente ao controlo (patulina, 0 uM) apés 24 horas de exposi¢do

e correspondem a média das percentagens de TEER + DP (desvio padréo).

Gréfico 2: [ Efeito da coadministragé@o de patulina (95 pM) e cisteina na resisténcia elétrica transepitelial (TEER) da
monocamada de células Caco-2 a diferentes concentragdes de cisteina ao longo de 24 horas: 40 pM (n = 2),

400 pM (n = 2) e 4000 uM (n = 2).

1200
1000 —
80,0 —
o —
w o
NN}
e
S5
kel |
° S 600 ——
@ O
6 e
s -
40,0 —
—=
200
0,0

0 1 2 3 6 24

Tempo de exposicao (h)

Os valores representam a variagdo na TEER relativamente ao controlo (patulina, 0 uM) apds 24 horas de exposigao.
Os resultados apresentam a média dos valores de percentagem (do controlo) de TEER + DP (desvio padréo).
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A significancia estatistica foi avaliada pelo teste Wilcoxon signed rank test, comparando os resultados das diferentes concentragdes de cisteina

e evidenciando p <0,05 para as concentragdes de 400 uM e 4000 uM.
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_Conclusoes

O presente estudo sugere que a exposi¢ao das células Caco-2
a patulina reduz a integridade da barreira da monocamada
epitelial do intestino, o que podera ser minimizado com a
co-administracdo de 400 ou 4000 pM de cisteina.

A utilizacdo de células Caco-2 revela-se assim muito util na
avaliagao dos possiveis efeitos da exposicéo a patulina, nomea-
damente no estudo dos mecanismos de agdo decorrentes da
exposi¢ao do intestino a contaminantes alimentares. Estes re-
sultados disponibilizam uma abordagem preliminar ao processo
de absorc¢ao e transporte que ocorre apds o processo de diges-
tado de alimentos contaminados com micotoxinas, contribuindo
para uma avaliagdo do risco mais precisa associada a exposi-
¢ao a contaminantes alimentares.
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