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_Resumo

A exposigdo humana a aflatoxina By (AFB;) através da ingestéo de ali-
mentos contaminados e 0 seu impacto no trato gastrointestinal (TGl)
constitui um dominio de crescente interesse cientifico. Para além do
conhecido potencial carcinogénico, os estudos experimentais em linhas
celulares, em animais e em populagdes humanas tém evidenciado um
relevante impacto desta micotoxina no TGl, incluindo no sistema imu-
nitario do intestino, 6rgao responséavel por cerca de 70% das defesas
do organismo. A AFBy tem a capacidade de provocar alteracdes na bar-
reira intestinal afetando o seu equilibrio e dinamica, o que pode induzir
0 aparecimento de inflamacdes intestinais cronicas, entre outras pato-
logias. Estas alteragdes podem afetar a populagdo em geral, contudo
podem constituir uma preocupacgao acrescida para populagées vulne-
raveis como gravidas e criangas, em virtude da transferéncia de AFB;
através da placenta. Assim, o presente trabalho tem como objetivo sen-
sibilizar a comunidade cientifica para o potencial impacto da micotoxina
AFB1 no intestino e contribuir para alertar e capacitar os profissionais
de salde com conhecimento cientifico, por forma a atuarem, da forma
mais adequada, face ao eventual aumento das patologias associadas
ao TGl, que poderdo ocorrer em virtude do maior nimero de ocorrén-
cias de contaminacgao alimentar por AFB;, expectavel como consequén-
cia das alteragdes climaticas.

_Abstract

Human exposure to aflatoxin B1 (AFB;) through contaminated food
ingestion and its impact on the gastrointestinal tract (GIT) is a field of
scientific growing interest. In addition to the recognized carcinogenic
potential, experimental studies on cell lines, animals and human popu-
lations have shown a relevant impact of this mycotoxin on GIT, includ-
ing on the innate immunity of the intestine, the organ responsible for
about 70% of the body's defenses. AFB; has the ability to disrupt the
intestinal barrier affecting its balance and dynamics, and could pro-
mote the development of chronic intestinal inflammation, among other
pathologies. These conditions may affect the general population and
could constitute a matter of increased concern for vulnerable popula-
tions, such as pregnant women and children, due to the AFB; transfer
across the placenta. Therefore, this study aims to sensitize the scien-
tific community for the potential impact of the mycotoxin AFB; in the
GIT and to contribute to alert and empower the health professionals to
act based on a deeper scientific knowledge, when faced with a possi-
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ble increase in the number of pathologies associated to the GIT, which
could occur as a result of the expected increase of food contamination
by AFB1 as a consequence of climate change.

_Introdugéo

O intestino ¢ um dos primeiros 6rgéos a contactar com os
alimentos, ap6s a sua ingestdo. A absorcao de contaminan-
tes presentes nos alimentos, como as micotoxinas (metaboli-
tos toxicos produzidos por fungos) ocorre principalmente no
intestino delgado (onde se efetua 90% da absorcao total do
que se ingere). E ainda neste 6rgéo que ocorrem os niveis de
exposicao de contaminantes mais elevados (1-6). O intestino
representa também a primeira linha de defesa contra possi-
veis infegdes intestinais formando uma barreira entre o lUmen
(meio externo) e a corrente sanguinea (meio interno) (4-11).
A barreira intestinal esta dividida em quatro niveis de prote-
cao conforme se representa na figura 1: 1) microbiota (bar-
reira biolégica), constituida por bactérias comensais pre-
sentes no lumen intestinal, com um papel fundamental na
homeostase da salude intestinal, 2) muco (barreira quimica)
constituido por mucinas (MUC) e peptideos antimicrobianos
(AMPs), produzidos pelas células caliciformes e pelas célu-
las de Paneth, respetivamente, impedindo que as bactérias
luminais estabelegam um contacto direto com o epitélio,
3) epitélio (barreira fisica) constituido por uma monocama-
da de células epiteliais semipermedveis (enterdcitos) que se
encontram ligadas por jungdes de oclusao (tight junctions)
constituidas por proteinas transmembranares, moléculas de
adesdo juncional (JAMs), claudinas e ocludinas, que regulam
seletivamente a passagem de nutrientes e agua e impedem
a passagem de moléculas nocivas, através da via paracelu-
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Figura 1: Representacédo esquematica da barreira intestinal numa situacdo de homeostase (normal) e
numa situagdo de exposicdo a micotoxina AFB, (adaptado de Gao, et al., 2020) (12),
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lar e transcelular no intestino, e 4) sistema imunitario intesti-
nal (barreira imunoldgica) constituido por células imunes (cé-
lulas dendriticas, macrofagos, linfocitos B e T) e mediadores
imunoldgicos (citocinas e imunoglobulina A secretora (slgA)),
que regulam as respostas inflamatéria e imune (4,7-10,12-16),

Uma barreira intestinal equilibrada e dindmica é essencial
para que exista uma protecdo eficiente. Ao afetar a barreira
intestinal, a AFB4 vai perturbar este equilibrio fazendo com
gue haja uma disrupcdo da barreira e tornando o organismo
mais suscetivel a inflamacdes intestinais cronicas, alteragoes
imunoldgicas e metabdlicas que levam ao aparecimento de
doencas inflamatorias, principalmente em individuos geneti-
camente predispostos, como é o caso da doenca celiaca e
de Crohn ou da colite ulcerosa (1:3,14,17-23),

Em virtude dos efeitos adversos para a salde, o grupo
das aflatoxinas (AFs) foi incluido no Regulamento (CE) n.°
1881/2006 que estabelece valores maximos de AFs em ali-
mentos, destinados a criangas e adultos (1-3:24), Estas séo
produzidas por diversas espécies de fungos do género
Aspergillus e incluem as aflatoxinas By (AFBy), B2 (AFB,),
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G1 (AFG,), G2 (AFG,) e M1 (AFM,), metabolito de AFB;
que pode ser encontrado no leite de mamiferos. A AFB, é o
mais potente carcinogéneo hepatico conhecido em mami-
feros, estando por isso incluida no grupo 1 (carcinogénico
para humanos), segundo a Agéncia Internacional de Pes-
quisa sobre o Cancro (IARC, na sigla em inglés), para além
disso, apresenta ainda propriedades mutagénicas, terato-

(11,13,16,25) Eqta micotoxina

génicas e imunossupressoras
esta presente numa grande variedade de alimentos como é
0 caso dos amendoins, frutos de casca rija, frutos secos,

cereais e ainda especiarias (25)

. Em Portugal a exposicéo a
AFB, atraves do consumo de cereais foi considerada uma
potencial preocupagao para a salde das criancas até aos
3 anos, em particular, as que consumiam elevadas quanti-

26.27) Face & evidéncia

dades deste grupo de alimentos (
de que a AFB, tem a capacidade de atravessar a placenta
e de ser transferida para o feto durante a gestacéo, tornan-
do-o suscetivel aos potenciais efeitos decorrentes desta
exposicao, sera importante conhecer o impacto da exposi-
¢ao precoce a esta micotoxina. Este objetivo integra-se no

ambito do projeto earlyMYCO, que visa avaliar a exposicao
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a micotoxinas de pares mae-filho(s) através da biomonitori-
zacao, avaliar o impacto das micotoxinas no sistema imuni-
tario intestinal e na microbiota intestinal através de estudos
in vivo e caracterizar o risco desta exposigao (28),

Os principais efeitos agudos decorrentes da ingestao de afla-
toxinas sdo as aflatoxicoses, que correspondem a hepatites
agudas associadas a vomitos, dores abdominais e edemas,
podendo, nos casos mais graves, levar a morte. Contudo
um dos maiores problemas associados a esta micotoxina,
¢ a exposicao cronica podendo contribuir para o apareci-
mento de cancro hepatico (13). Na Europa, e em particular
nos paises da regiao mediterranica como Portugal, prevé-se
um aumento de contaminacdo dos cereais (particularmente
no milho) por AFBy em virtude da subida de temperatura
decorrente das alteragdes climaticas, permitindo o desenvol-
vimento de espécies fungicas toxigénicas em temperaturas
préximas dos 33 °C, como é o caso da espécie Aspergillus
flavus, produtor de AFB; (29.30),

E por isso importante contribuir para disseminar o conheci-
mento cientifico relativo aos efeitos adversos da exposicao
a AFB4, em especial para o intestino, visto a principal via de
exposicao a esta micotoxina ser a ingestao de alimentos,
por forma a contribuir para a protegao da salude humana e,
em especial, das populagdes mais vulneraveis.

_Objetivo

Este trabalho tem como objetivo sensibilizar a comunidade
para o potencial impacto da micotoxina AFB; no intestino,
contribuindo para alertar e capacitar os profissionais de
salde com conhecimento cientifico neste dominio, por forma
a gerir, da forma mais adequada, um eventual aumento das
patologias associadas ao TGI. Estas poderao afetar, num fu-
turo proximo, a populagdo em geral, mas, em particular, as
populacdes vulneraveis como gravidas e criangas, em virtu-
de das alteracdes climaticas e do aumento da contaminacao
dos alimentos por AFBy, previstos para a Europa.

_Materiais e métodos

A pesquisa bibliografica para este estudo foi realizada em
2021, através das bases bibliograficas Web of Science e
PubMed, tendo sido efetuadas sete pesquisas individuais
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incluindo os termos “Aflatoxin By” (comum a todas as buscas)

noo«

e “Caco-2 cells”, “Intestinal integrity”, “Transport”, “Intestinal
immunity”, “Microbiota”, “Antimicrobial response”, “Proteins
expression and tight junctions”, para o periodo 2000-2020.
De um total de 265 referéncias encontradas, foram excluidas
208 (correspondendo a duplicados e estudos fora do con-

texto pretendido) e analisadas 57.

Resultados e discussdo

Face a importancia das potenciais consequéncias nefastas
para a saude humana, decorrentes da exposicdo a AFB;,
em particular do impacto no trato gastrointestinal (TGI), tém
sido realizados diversos estudos sobre a absorcéo e trans-
porte desta micotoxina no intestino, nomeadamente ao nivel
do muco e epitélio intestinal, aplicando metodologias in
vitro, como a cultura e cocultura de células epiteliais intesti-
nais humanas (5.16.31,32) Neste ambito sdo descritos dois
modelos de culturas celulares maioritariamente utilizados:
1) Células Caco-2, originalmente isoladas de um adenocar-
cinoma de célon humano e 2) coculturas de células Caco-2
e HT29-MTX, também isoladas de um carcinoma colorre-
tal. As células Caco-2 sdo reconhecidas como modelo de
referéncia pela Food and Drug Administration (FDA) mime-
tizando a camada epitelial do intestino delgado (enterdci-
tos) (4:6.10) As coculturas de células Caco-2/HT29-MTX,
representam um aperfeicoamento do modelo de células
Caco-2 visto que as células HT29 s&o capazes de produzir
muco através das células caliciformes simulando de forma
mais eficiente o intestino delgado nos estudos de absor-
céo, inflamacéo e toxicidade (5:6),

Ao nivel dos estudos da microbiota e do sistema imuni-
tario intestinal, realizaram-se na sua maioria, estudos in
vivo (19,20,34-36) ysando ratos, mas também outras espé-
cies, como os porcos, devido a semelhanca anatomica do
TGl com o dos humanos (6,23,33),

No quadro 1 encontra-se uma descricdo sumarizada dos
principais efeitos decorrentes da exposigdo a AFBy, nos
quatro niveis da barreira intestinal, observados em estudos
in vitro e in vivo, efetuados nas Ultimas duas décadas.
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Quadro 1:

Resumo dos principais efeitos da micotoxina AFB, na barreira intestinal (microbiota, muco, epitélio e

sistema imunitario intestinal) obtidos através de estudos in vitro e in vivo efetuados entre 2000-2020.

Nivel da barreira
intestinal

Microbiota

Muco
(feito em AFM,)

Epitélio

Sistema
imunitario
intestinal

Tipo de estudo/ espécie

In vivo - Ratos
(Rattus e Mus musculus)

In vivo - Galinhas
(Gallus gallus domesticus)

In vivo - Leitdes
(Sus scrofa domesticus)

In vitro - cocultura

Caco-2/HT29-MTX

In vitro - cocultura
Caco-2/HT29-MTX

In vitro - células Caco-2

In vitro - células Caco-2

In vitro - células Caco-2

In vivo - Galinhas
(Gallus gallus domesticus)

In vivo - Humanos
(Homo sapiens)

In vitro - Monocitos
humanos

In vivo - Peru doméstico
(Meleagris gallopavo)

In vivo — Aves de capoeira
(Gallus gallus domesticus)

In vivo - camarao
(L. vannamei)

Principais efeitos Referéncias

Reducgéo da diversidade microbiana no célon

Efeitos adversos na populagéo de bactérias acido-lacticas (21,22)
Proporcao de Firmicutes e Bacteroidetes inalterada
Aumento no numero total de bactérias gram-negativas (33)
Alteragdes nos padrées de fermentagdo de Saccharomyces cerevisiae
Aumento da abundancia relativa dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria (23)
Diminuicdo da abundéancia do filo Firmicutes
Modulag@o do mRNA e da producéo das proteinas MUC2, MUC5AC e MUC5B (38)
Reducédo dos niveis de transcricdo de MUC5B e MUC5AC
Alteragéo significativa da expressdo e producdo das mucinas e da abundancia
de proteinas
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Aumento significativo de proteinas MUC2 e MUCB5 seguido de uma regulagédo (39)
negativa das mucinas
Comprometimento da permeabilidade da barreira das células epiteliais intestinais
Diminuigéo da area de absorgéo (13,25)
Ocorréncia de inflamagdes e lesdes intestinais
Diminuicao dos valores de resisténcia transepitelial (TEER) (13,25)
Aumento da permeabilidade paracelular ,
Morte celular

i ) , P ) (13,15,25,
Danos no DNA de células diferenciadas e ndo diferenciadas
31,40-42)

Diminuicao da expressé@o do mRNA de claudina-3 e ocludina
Aumento da suscetibilidade de galinhas a infe¢des intestinais por S. typhimurium
e Salmonella spp.
Aumento, no jejuno e no fleo, do nUmero de macroéfagos e células CD8+ e (19)
diminuicao das células CD4+
Aumento da suscetibilidade a infe¢gdes bacterianas e parasitarias (37)
Alteracdo da imunidade adquirida
Diminuicdo da fagocitose e atividade microbicida dos monécitos da secregao (37)
de IL-1, IL-6 e do fator de necrose tumoral
Respostas inflamatdrias levam a infiltragdo de mondécitos (35)
Alteragdes na expressdo de citocinas pro-inflamatérias
Regulagéo significativa dos transcritos de diversos genes de resposta a IL-2
Inibigdo da atividade dos linfécitos T e B e da produgao de anticorpos e de macréfagos
Alteragdes nos fenoétipos das células T (20,36)
Diminuicdo da percentagem de células B
Inibigdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IFN-y e das interleucinas IL-1, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17
Aumento da expressao relativa de Toll, proPO, Rab, GST e IMD (genes imunes (34)

representativos importantes no intestino), seguindo-se uma diminuicédo total da
expressdo dos mesmos

42



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

(’ nsituto_Nacional de Satide

1. Microbiota

A maioria dos estudos sobre o efeito da AFB4 na microbiota
(barreira bioldgica) foi efetuada usando animais tendo sido re-
ferido, de uma forma geral, que existem diferencas significati-
vas entre a composicao da microbiota intestinal dos grupos
controlo em comparagdo com as dos grupos experimentais,
existindo uma maior abundancia do nimero de espécies de
bactérias e de bactérias em cada espécie, nos grupos contro-
lo, tanto a nivel do filo como do género (14,21-23,33),

2. Muco

A literatura disponivel neste dominio foi escassa tendo sido
identificados s6 dois estudos sobre os efeitos da micoto-
xina AFMy no muco (barreira quimica). Os resultados evi-
denciaram uma modulagao significativa dos niveis de acido
ribonucleico mensageiro (MRNA) e producao de proteinas
das mucinas MUC,, MUC5A e MUC5B, pela AFM4 (metabo-
lito da AFB) refletindo a influéncia direta das AFs na com-
posicao (proteinas) e fungéo (protegéo) do muco, podendo
levar a inflamaces gastrointestinais e até mesmo ao apa-
recimento de cancros (38,39),

3. Epitélio

Na figura 1 representa-se esquematicamente o efeito da
AFB; nas células epiteliais intestinais Caco-2 evidenciando
um aumento da permeabilidade paracelular (entre duas
células adjacentes) traduzida na alteracdo da resisténcia
transepitelial (TEER), diminuicdo da area de absorcao, e
desencadeando processos inflamatoérios e lesdes intesti-
nais (13.25) Verificou-se ainda que apés a exposi¢ao, ocor-
ria morte celular (em funcado do tempo e concentracéo),
danos do acido desoxirribonucleico (DNA) de células dife-
renciadas e nao diferenciadas e diminuicdo da expressao

do mRNA de claudina-3 e ocludina, nas proteinas de jungéo
oclusiva (13,15,25,31,40-42)

4. Sistema imunitario intestinal

No que diz respeito acs efeitos da AFB4 no sistema imunita-
rio intestinal, verifica-se que estes sdo bastante complexos
e a bibliografia escassa. Os seis estudos publicados revela-
ram, de um modo geral, um aumento da suscetibilidade dos
animais e humanos (criangas) a infe¢cdes bacterianas e para-
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sitarias (19:37) alteragdo da populacdo de macréfagos e cé-
lulas imunitarias, alterag@o na expressao de citocinas pré-in-
flamatorias, inibicdo da atividade dos linfocitos B e T e dimi-
nuicao total dos genes imunes, no intestino (20,34-37),

Conclusdes

Com os resultados descritos neste trabalho, evidencia-se o
forte impacto que a micotoxina AFB4 podera provocar nos
quatro niveis da barreira intestinal, comprometendo a imuni-
dade do intestino e consequentemente, de todo o organismo.

A manutencéo do equilibrio intestinal é de extrema impor-
tancia visto que contribui para a saude do organismo e, por
isso, perturbacdes, como a disfungédo da barreira intesti-
nal, podem originar efeitos adversos para a salide humana,
como é o caso das doencas inflamatérias intestinais.

Dado que se torna cada vez mais evidente que a exposigao
precoce a contaminantes quimicos pode levar ao apareci-
mento de doengas no adulto, tais como infe¢des, cancro,
diabetes e doencas autoimunes, torna-se, pois, importante
desenvolver estudos que visem avaliar a importancia do am-
biente intrauterino e dos primeiros anos de vida na saude da
crianga e do futuro adulto.
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