UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DOS ALIMENTOS

Naiéli Schiefelbein Souto

EFEITOS DA ASSOCIACAO DA AFLATOXINA B1 COM ASPARTAME
EM PARAMETROS BIOQUIMICOS E COMPORTAMENTAIS EM
RATOS

Santa Maria, RS
2020






Naiéli Schiefelbein Souto

EFEITOS DA ASSOCIACAO DA AFLATOXINA B1 COM ASPARTAME EM
PARAMETROS BIOQUIMICOS E COMPORTAMENTAIS EM RATOS

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito para a obtencdo do grau de Doutora
em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Ana Flavia Furian

Santa Maria, RS
2020



This study was financied in part by the Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001

Souto, Naié&li Schiefelbein

Efeitos da associagdo da aflatoxina Bl com aspartame
em pardmetros biogquimicos e comportamentais em ratos /
Naiéli Schiefelbein Souto.- 2020.

136 p.; 30 cm

Orientadora: Ana Flavia Furian

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Programa de Pos
Graduac¢do em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, RS, 2020

1. Adogante Artificial 2. Micotoxina 3. Estresse
Oxidativo 4. Comportamento I. Furian, Ana Flavia II.
Titulo.

Sistema de geragdo automatica de ficha catalografica da UFSM. Dados fornecidos pelo
autor (a) . Sob supervisdo da Diregdo da Divisdoc de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecaria responsédvel Paula Schoenfeldt Patta CRB 10/1728.

Declaro, NAIELI SCHIEFELBEIN SOUTO, para os devidos fins e sob as penas
da lei, que a pesquisa constante neste trabalho de conclusdo de curso
(Tese) foli por mim elaborada e que as informagdes necessarias objeto de
consulta em literatura e outras fontes estdo devidamente referenciadas.
Declaro, ainda, gue este trabalho ou parte dele ndo foi apresentado
anteriormente para obtencdo de gqualquer outro grau académico, estando
ciente de que a inveracidade da presente declarac¢doc podera resultar na
anulacdo da titulagciao pela Universidade, entre outras consequéncias
legais.



Naiéli Schiefelbein Souto

EFEITOS DA ASSOCIACAO DA AFLATOXINA B1 COM ASPARTAME
EM PARAMETROS BIOQUIMICOS E COMPORTAMENTAIS EM
RATOS.

Tese apresentada ao programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia dos
Alimentos da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM. RS), como requisito para a
obteng@o do grau de Doutora em Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos.

Aprovado em 11 de Marco de 2020.

Ana Flavia Furian, Dra. (UFSM)

(Presidente/Orientadora)

Catiuscia de Freitas, Dra. (URI)
w4 ‘o
A
Frederico Diniz Lima, Dr. (UFSM)

Gustjvo Pétri Guerra, Dr. (UNIPAMPA)

; W
uilherme Vargas Béchi, gr./(UF SM)

Santa Maria. RS.

2020






Aos meus pais, Ilton e Jovdnia, meus
exemplos, pelo incentivo, amor e
apoio incondicional durante todos
esses anos.






AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por guiar meus passos, me dando forca para superar todas as
dificuldades.

A minha orientadora, Prof.. Dra Ana Flavia Furian, pela oportunidade, confianca,
disponibilidade e atencéo desde o inicio desta caminhada que se iniciou em 2012, com toda
certeza me tornou uma pessoa muito mais preparada, levarei sempre comigo seu exemplo de
pessoa, competéncia profissional, carater, humildade, amizade. Meus sinceros agradecimentos
por ter me ensinado a pesquisar.

Ao Prof. Dr. Mauro Oliveira por toda ajuda prestada no decorrer de meu trabalho, com
sugestdes, aprimoramentos, explicacdes que levo por toda a vida. Minha admiracéo e gratiddo

Ao0s meus pais, llton e Jovania que séo as pessoas mais importantes na minha vida,
meus exemplos, por me incentivar sempre em seguir em frente e lutar por cada um dos meus
sonhos, abrindo mao de muitas coisas para que eu pudesse chegar até aqui e ir mais além
inclusive, obrigada pelo amor, carinho, seguranca, palavras de incentivo, por tentar sempre
aliviar minhas incertezas e medos. Amo muito vocés!

Ao meu amor Leonardo Berton por sempre estar presente. Agradego o incentivo e a
paciéncia sabendo me ouvir nos momentos de incertezas. Obrigada pelo teu carinho, teu amor
e tua alegria. Te amo!

A Micheli, minha companheira de comportamento, anélises e de vida. Fez meus dias
muito mais leves, te agradeco pela amizade, pelo companheirismo, dedicacgdo, incentivo, bom
humor, muito bom trabalhar com vocé e pode contar comigo sempre. Te admiro muito.

A Ana pela parceria, amizade, nossas inimeras diluicdes e divisdo de conhecimento.
Vocé fez toda diferenga nessa caminha, obrigada!

Ao LAFARMT, Erica e Alice agradeco pelo companheirismo que possamos partilhar
ainda mais conhecimentos e historias. Obrigada por tudo!

Aos meus colegas de laboratério LABNEURO, Mayara, Fernanda, Michele, Bruna,
Luiz, pela convivéncia, ensinamentos e auxilio. Muito obrigada!

Aos meus amigos que fizeram essa jornada mais leve e feliz, Angela, Augusto,
Camila, Fé, Fran, Jamila, K&, Mari, Marcelo e Thai, muito obrigado a cada um de vocés.#TP

A Aline, Juh e Renata por estar sempre ao meu lado, companheirismo que vem da
graduacao e vai seguir por toda vida!

A Universidade Federal de Santa Maria e ao Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia
e Tecnologia em Alimentos, pela oportunidade e oferta de ensino de qualidade.

A CAPES, CNPqg e a FAPERGS, que garantiram o sustento financeiro necessario a
realizacdo deste trabalho de doutorado.

A todos que de alguma maneira me ajudaram e me acompanharam na realizacéo deste
trabalho, quero agradecer e compartilhar esta vitéria. MUITO OBRIGADO!






RESUMO

EFEITOS DA ASSOCIA(;A'O DA AFLATOXINA B1 COM ASPARTAME EM
PARAMETROS BIOQUIMICOS E COMPORTAMENTAIS EM RATOS

AUTORA: Naiéli Schiefelbein Souto
ORIENTADORA: Ana Flavia Furian

Micotoxinas sdo substancias produzidas por fungos, contaminantes naturais de diversos alimentos.
As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas principalmente pelos fungos do género Aspergillus,
sendo a aflatoxina B1 (AFB1) a mais frequente e a mais toxica. A AFBL1 apresenta efeitos
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos, € convertida no figado em 8,9-epOxido, um
metabdlito que reage com macromoléculas celulares, incluindo proteinas, RNA e DNA. Desta
forma, a AFB1 altera parametros hematolégicos e promove um desequilibrio no sistema
oxidativo, especialmente nas enzimas antioxidantes. Os adogantes sdo substancias utilizadas como
substitutos da sacarose, dentre eles destaca-se o aspartame (ASP), o qual é amplamente utilizado
em formulagdes alimentares e na industria farmacéutica. O mecanismo de toxicidade do ASP
baseia-se principalmente na inducdo de estresse oxidativo e pode atuar em diferentes tecidos.
Considerando a presenca tanto de AFB1 como de ASP numa refeicdo, bem como seus
mecanismos de toxicidade, eles podem promover o desenvolvimento de quadros de estresse
oxidativo, desequilibrio nas defesas enzimaticas e facilitar o desenvolvimento de alteracdes
comportamentais. Neste estudo, investigamos a exposicdo a AFB1 (250 ug/kg, i.g.) e/lou ASP
(75mg/Kkg, i.g.) no comportamento dos animais através dos testes de Campo Aberto, Bolinhas
enterradas, Construcdo de Ninho e Borrifagem de Sacarose, bem como em parametros
bioquimicos ap6s 7 e 14 dias. Os resultados mostraram alteragdes nos pardmetros
comportamentais, evidenciados pelo aumento no tempo gasto no centro no teste de campo aberto,
aumento no namero de bolinhas enterradas e diminuicdo no tempo de limpeza da face no teste de
borrifagem de sacarose nos animais tratados com AFB1+ASP ap0s 7 e 14 dias. Houve alteragdo
nos marcadores de estrese oxidativo, representados pela diminuicdo da atividade da enzima
catalase (CAT) no figado e rim ap6s 7 dias de exposi¢ao e aumento na atividade apés 14 dias em
todos os grupos. A glutationa-S-transferase (GST) aumentou no figado e rim ap6s 7 e 14 dias, 0
contetido de acido ascérbico diminuiu no figado, cortex e hipocampo somente no tratamento mais
longo. Da mesma forma, os tidis ndo-proteicos (NPSH) e poder antioxidante usando ferro
reduzido (FRAP) diminuiram no figado, rim, cortex e hipocampo somente apés 14 dias de
exposicdo. A peroxidagdo lipidica determinada através das substdncias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) aumentou no tratamento de 7 dias somente no hipocampo, e apds 14 dias
de exposicdo & AFB1+ASP ocorreu aumento deste marcador no figado, rim, cortex e hipocampo.
Observamos uma reducdo na imunorreatividade da SOD-2 no hipocampo ap6s o tratamento com
AFB1 ou ASP. Pode-se concluir que a administracdo de AFB1 e ASP alteram parametros
oxidativos no figado, rim, cértex cerebral e hipocampo, tanto isolados como associados, além de
promover mudancas nos parametros relacionados a depresséo e ansiedade analisados nos estes de
campo aberto, bolinhas e borrifagem de sacarose. Desta forma, salientamos a importancia do
conhecimento dos efeitos toxicos e do sinergismo que pode ocorrer entre estes componentes
alimentares, os quais podem ser capazes de promover um desequilibrio e assim acometer e/ou
facilitar o desenvolvimento de doencas.

Palavras chave: Adocante Artificial. Micotoxina. Estresse Oxidativo. Comportamento.






ABSTRACT

EFFECTS OF THE ASSOCIATION OF AFLATOXIN B1 WITH ASPARTAME IN
BIOCHEMICAL AND BEHAVIORAL PARAMETERS IN RATS

AUTORA: Naiéli Schiefelbein Souto
ORIENTADORA: Ana Flavia Furian

Mycotoxins are substances produced by fungi, natural contaminants of various foods.
Aflatoxins are mycotoxins produced mainly by fungi of the Aspergillus genus, with aflatoxin
B1 (AFB1) being the most frequent and the most toxic. AFB1 has carcinogenic, mutagenic
and teratogenic effects, is converted in the liver to 8,9-epoxide, a metabolite that reacts with
cellular macromolecules, including proteins, RNA and DNA. In this way, AFB1 alters
hematological parameters and promotes an imbalance in the oxidative system, especially in
antioxidant enzymes. Sweeteners are substances used as substitutes for sucrose, among them
aspartame (ASP), which is widely used in food formulations and in the pharmaceutical
industry. The toxicity mechanism of ASP is mainly based on the induction of oxidative stress
and can act on different tissues. Considering the presence of both AFB1 and ASP in a meal,
as well as their mechanisms of toxicity, they can promote the development of oxidative stress,
imbalance in enzyme defenses and facilitate the development of behavioral changes. In this
study, we investigated the exposure to AFB1 (250 ug / kg, ig) and / or ASP (75mg / kg, ig) in
the animals' behavior through the Open Field, Marble Burying test, Nesting test and Splash
test, and biochemical parameters after 7 and 14 days. The results showed changes in
behavioral parameters, evidenced by the increase in time spent in the center in the open field
test, increase in the number of balls buried and decrease in the time of cleaning the face in the
sucrose spray test in the animals treated with AFB1 + ASP after 7 and 14 days. There was a
change in oxidative stress markers, represented by a decrease in the activity of the enzyme
catalase (CAT) in the liver and kidney after 7 days of exposure and an increase in activity
after 14 days in all groups. Glutathione-S-transferase (GST) increased in the liver and kidney
after 7 and 14 days, the ascorbic acid content decreased in the liver, cortex and hippocampus
only in the longest treatment. Likewise, non-protein thiols (NPSH) and antioxidant power
using reduced iron (FRAP) decreased in the liver, kidney, cortex and hippocampus only after
14 days of exposure. The lipid peroxidation determined by thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) increased in the 7-day treatment only in the hippocampus, and after 14
days of exposure to AFB1 + ASP there was an increase in this marker in the liver, kidney,
cortex and hippocampus. We observed a reduction in SOD-2 immunoreactivity in the
hippocampus after treatment with AFB1 or ASP. It can be concluded that the administration
of AFB1 and ASP alter oxidative parameters in the liver, kidney, cerebral cortex and
hippocampus, both isolated and associated, in addition to promoting changes in the
parameters related to depression and anxiety analyzed in the open field, Marble Burying test
and Splash test . Thus, we emphasize the importance of knowing the toxic effects and the
synergism that can occur between these food components, which may be able to promote an
imbalance and thus affect and/or facilitate the development of diseases.

Key words: Artificial Sweetener. Mycotoxin. Oxidative Stress. Behaviour.
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1 INTRODUCAO

O consumo alimentar é determinado pelas escolhas alimentares dos individuos e
constitui um processo complexo, que envolve categorias biologicas, econdmicas, sociais,
oferta, praticidade e disponibilidade dos alimentos (ESTIMA et al., 2009; PERSON et al.,
2017).

O aumento da urbanizacdo mundial esta distanciando as pessoas da producao primaria
dos alimentos e isto, tém consequéncias negativas nos habitos alimentares e estilo de vida dos
individuos, colaborando com o aumento do sedentarismo, as dietas desequilibradas em
calorias, alteracBes nos niveis do colesterol, aumento do consumo de sal, tabagismo,
exposicdo a agentes quimicos e bioldgicos, contaminacGes do solo, &gua e riscos de
intoxicacdo alimentar. Tais fatores estdo contribuindo para o aumento no desenvolvimento de
doencas hepaticas, pulmonares, renais, coronarias, neurodegenerativas, cancer dentre outras
(WHO, 2003, 2010, 2013).

Grande parte dos produtos mais consumidos atualmente contém uma grande
concentracdo de acucar ou edulcorante em sua formulacdo, ambos atuam como aglutinantes e
adocantes, porém os edulcorantes apresentam um diferencial, pois além de fornecerem o
sabor doce aos produtos seu potencial calérico por grama de produto final também é inferior a
sacarose, ndo alteram a durabilidade, aparéncia e textura do produto final (TORLONI et al.,
2007).

No Brasil, os edulcorantes (natural, artificial) permitidos sdo: sacarina, ciclamato,
aspartame, esteviosideo, acessulfame-k, sorbitol, manitol, isomalte, maltitol, lactitol, xilitol,
eritriol, neotame, taumatina e sucralose (BRASIL, 2008).

Dentre estes compostos, destacamos o aspartame, o qual € composto por dois
aminoacidos (&cido aspartico e a fenilalanina) obtido por sintese enzimatica ou quimica.
Possui sabor doce, sendo 0 mais proximo ao da sacarose e nao apresenta sabor residual
amargo ou metalico. Possui quatro quilocalorias por grama, porém seu poder de dogura é 200
vezes superior ao da sacarose, 0 que torna seu valor calérico insignificante. Entretanto, apesar
destas vantagens em relacdo aos demais compostos, uma série de estudos tem buscado
analisar se a substituicdo do acUcar por edulcorantes artificiais & longo prazo € vantajosa ou
ndo para a saude (FOWLER et al.,, 2008; MATTES; POPKIN, 2009; STELLMAN;
GARFINKEL, 1986).

Muitos produtos integrais entraram na nossa dieta com objetivo de auxiliar a manter

uma qualidade de vida e satisfazer as necessidades da populagdo consumidora que busca por
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prazer e comodidade. Inicialmente foram criadas em embalagens fracionados, como produtos
direcionados aos adeptos de esportes, mas com 0 tempo conquistaram uma grande gama de
consumidores e tomaram diferentes formatos e combinacGes (BOWER; WHITTEN, 2000;
FREITAS; MORETTI, 2006). A grande presenca de fibras que faz parte da composicéao
destes produtos integrais acaba refletindo em uma associacdo positiva com a salde, sendo
que, apresenta uma complexa composicao de carboidratos, elevado indice proteico, bem como
uma grande quantidade de minerais e vitaminas do grupo B. Os principais cereais que
constituem as barras de cereais, cookies, bolachas e paes integrais sdo: aveia, arroz, milho,
centeio, trigo e cevada. Estes cereais atuam de forma positiva no organismo, através da
regulacdo dos niveis plasmaticos de glicose, colesterol e triglicerideos, proporcionando um
aumento da saciedade e do volume fecal, e servindo como meio de fermentacdo para a
microbiota intestinal (BRITO et al., 2004; STELATO et al., 2010).

De forma geral, alimentos a base de cereais contétm uma grande quantidade de
nutrientes, que entre outras coisas podem tornar-se “locais” estratégicos para o crescimento de
fungos, pois propiciam uma pressdo osmdtica elevada, a qual inibe o crescimento bacteriano.
Estes produtos podem ser contaminados de forma direta por fungos durante o plantio,
transporte e armazenamento (STELATO et al., 2010).

Os fungos podem contaminar os alimentos por diversos meios, como a &gua, o solo, o
ar e manipuladores, causando a deterioracdo microbiana. Além disso, os fungos filamentosos
tais como: Aspergillus sp, Penicilium sp, Fusarium sp, podem causar sérios riscos a saude do
homem pois algumas espécies produzem micotoxinas, as quais tem atividade carcinogénica,
teratogénica e mutagénica (BENNETT; KLICH, 2003; BIEHL; BUCK, 1987; BOK;
KELLER, 2004).

Dentre as centenas de micotoxinas existentes, as aflatoxinas tém recebido grande
atencdo em comparacdo com as demais, pois apresentam maior numero de resultados
positivos em alimentos. Sdo metabdlitos secundarios biologicamente ativos, e em sua maioria
produzidos por certas espécies de fungos do género Aspergillus (BEDARD; MASSEY, 2006).

A aflatoxina B1 (AFB1) € classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (IARC) como Grupo 1 de carcindgenos humanos (IARC, 1993). Os sintomas da
aflatoxicose aguda em humanos manifestam-se por vomitos, dor abdominal, edema pulmonar,
coma, convulsBes, morte com edema cerebral, acimulo de gordura no figado, rins e coracéao
(STROSNIDER et al., 2006).

A contaminagdo de alimentos por aflatoxinas € um importante problema de satde

publica no mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde foi relatado que a
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exposicdo a aflatoxina é associada com aproximadamente 40% das doencas, tais como
diferentes tipos de céncer, doencas hepaticas, distdrbios imunoldgicos e neuroldgicos
(TUNER, 2012; PETERS et al., 2017; WAGNER, 2015; WILLIAMS et al., 2004). Além de
problemas de salde, a presenca de aflatoxinas em diferentes fontes alimenticias provoca
perdas econdmicas consideraveis, visto que lotes contaminados devem ser descartados do
mercado, sendo avaliada uma perda mundial de 75% dos gréos produzidos (MARIN et al.,
2013, LEE; RYU, 2015; SCHATZMAYR; STREIT, 2013).

Assim, este estudo teve como objetivo investigar o efeito da administracdo associada
do ASP com a AFB1 em ratos Wistar machos, por 7 ou 14 dias, sobre parametros
bioquimicos e comportamentais, visto que diversos alimentos que apresentam edulcorantes
artificiais em sua composicao que podem estar susceptiveis a contaminacao por micotoxinas,

sendo as aflatoxinas as mais recorrentes e toxicas do grupo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ADOCANTES ARTIFICIAIS

2.1.1 Definicdo e consumo

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define edulcorantes (ED)
como sendo substancias naturais ou artificiais, diferentes dos aculcares, que conferem sabor
doce aos alimentos. Atualmente existem 15 edulcorantes aprovados para utilizagéo, dentre os
mais conhecidos e mais comercializados estdo o aspartame, a sacarina e o ciclamato,
comumente utilizados em refrigerantes light ou diet (ANVISA, 2008).

Os ultimos 20 anos tém visto um enorme aumento no numero de alimentos contendo
adocantes artificiais ndo caléricos. Entre os anos de 1999 e 2004, mais de 6000 novos
produtos foram lancados somente nos EUA contendo algum destes adocantes (MAGNUSON
etal., 2007).

Uma pesquisa de analise de dados da National Health and Nutrition Examination
(NHNE), entre 1999 e 2008, demonstrou que a ingestdo de adocantes artificiais em bebidas
aumentou de 6,1% para 12,5% entre criancas, e de 18,7% para 24,1% entre adultos. Uma
busca no sitio foodfacts.com revela mais de 1200 produtos contendo um ou mais adocantes,
entre eles: sucos de frutas, iogurtes, alimentos congelados, barras de cereais e refrigerantes
dietéticos (SYLVETSKY et al., 2012).

H& uma grande controvérsia em relacdo ao uso dos adogantes artificiais e o seu papel
no balango energético, alguns estudos sugerem que os adogantes artificiais podem auxiliar no
controle do peso corporal (RABEN et al.,, 2002; ROGERS et al., 1990; TORDOFF;
ALLEVA, 1990), outros afirmam que eles ndo possuem qualquer efeito sobre a saciedade
(DREWNOWSKI, 1994; MATTES, 1990; PORIKOS et al., 1982; ROGERS et al., 1990;
ROLLS, 1991; VAN WYMELBEKE et al., 2004). Ha ainda estudos que mostram um
aumento da sensacdo de fome ou da ingestdo alimentar (BLUNDELL; HILL, 1986;
BLUNDELL; GREEN, 1996; LAVIN et al., 1997; SWITHERS; DAVIDSON, 2008;
SWITHERS et al., 2009; TORDOFF; ALLEVA, 1990; WURTMAN, 1983). Neste mesmo
sentido, foi visto em outras pesquisas uma relacdo entre o consumo de adocantes artificiais em
certos periodos da vida e o desenvolvimento de obesidade (JOHNSON et al., 2009; MALIK
et al., 2006; MALIK et al., 2010; TE MORENGA et al., 2012; VAN BAAK; ASTRUP,
2009).
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O comportamento alimentar e pardmetros metabolicos dependem ndo apenas da
genética, mas da historia prévia do individuo, e estudos em protocolos animais demostraram
que intervencdes no periodo gestacional podem influenciar parametros relacionados a saude
ou ao comportamento dos filhotes na vida adulta (DAMASCENO et al., 2003;
HALLDORSSON et al., 2010; LESAGE et al., 2004).

Dados epidemioldgicos tém encontrado uma correlagdo positiva entre o uso de
adocantes artificiais e ganho de peso, incluindo o National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) e o San Antonio Heart Study (ASHOK; SHEELADEVI, 2015; ASHOK et
al., 2017; DUFFEY; POPKIN, 2006; FOWLER et al., 2008). E interessante observar que
varios estudos tém feito observagdes similares em criancas, encontrando uma associacao
positiva entre o consumo de refrigerantes diet e o aumento do indice de massa corporal
(BERKEY et al., 2004; BLUM et al., 2005; FORSHEE; STOREY, 2003; STRIEGEL-
MOORE et al., 2006). Desta forma, mais estudos precisam ser realizados para elucidar a
seguranca no uso dos adocantes.

2.1.2 Classificacdo e avaliacdo de seguranca
Os principais edulcorantes artificiais utilizados em alimentos e bebidas aprovados pela
legislacdo Brasileira e suas estruturas quimicas, estdo apresentados na figura 1 (GARCIA-

ALMEIDA et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura quimica de edulcorantes artificiais utilizados em alimentos e bebidas
aprovados no Brasil
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Fonte: Adaptado www.chemspider.com.
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Uma comparacdo entre o poder adogante dos adocantes artificiais frente a sacarose
mostra a que a utilizacdo de adocantes pode ser realizada em menores quantidades e conferem
0 mesmo grau de docura, resultando em reducdo de custo e melhoria das caracteristicas
sensoriais, sem alterar as caracteristicas desejadas no produto (CAPITAN-VALLVEY et al.,
2006; CARDOSO et al., 2004). A Tabela 1 apresenta o grau de dogura dos adogantes

artificiais em comparagdo com a sacarose.

Tabela 1 — Grau de dogura dos adogantes artificiais em compara¢do com a sacarose

Adocantes Dogura em Relagédo a Valor caldrico
Artificiais Sacarose (Kcal/g)
Aspartame 180-200 4
Ciclamato 30-50 0
Sacarina 300 0
Acessulfame 200 0
Esteviosideo 200 0
Sucralose 600 0

Fonte: Adaptado CHATTOPADHYAY et al. (2014).

O uso de adocantes ¢ avaliado por 6rgdos governamentais em todo o0 mundo, incluindo
a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e os comités de especialistas
cientificos, tais como o Scientific Committee on Food (SCF), European Food Safety Authority
(EFSA) da Comissdo Europeia e o Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA)
administrado conjuntamente pela Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Agricultura e
Alimentacao e pela Organizacdo Mundial da Satde (JECFA/FAO/WHO).

No Brasil, a regulamentacdo do uso de edulcorantes € de responsabilidade do
Ministério da Sadde, por meio da ANVISA, considerando as referéncias internacionais do
Codex Alimentarius, do Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA/FAO/WHO) e da
FDA, nos Estados Unidos (ANVISA, 2008).

Os edulcorantes ndo caloricos permitidos para comercializagdo no Brasil séo a
sacarina sodica, ciclamato de sodio, aspartame, acessulfame de potéssio, sucralose,
esteviosideo, neotame e taumatina (ANVISA, 2008).

Todos os adocgantes artificiais recebem uma recomendagdo de ingestdo diéria aceitavel
(IDA). Esse valor é estabelecido apos analise da literatura cientifica sobre a toxicologia dos
edulcorantes, sendo realizada pela JECFA. Para a determinagdo desse valor, também é
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considerada a ingestdo estimada dos aditivos pelo consumo de alimentos que contém
edulcorante em sua formulagédo (ANVISA, 2008).

Os limites de consumo diario (mg/kg de peso corporal) para os adogantes permitidos
no Brasil estéo descritos na Tabela 2.

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) afirma, em suas diretrizes que 0os adogantes
dietéticos sdo seguros quando consumidos até o nivel diario aceitavel de ingestéo,
estabelecido pela Food and Drug Administration (FDA) (SBD, 2014).

Tabela 2 — Limites de consumo diérios, em mg/kg de peso corporal, para os edulcorantes
permitidos para consumo no Brasil

Limites de consumo diario

Adocantes Artificiais (mg/kg de peso corporal)
Ciclamato 11
Sacarina 2,5
Acessulfame-k 15
Sucralose 15
Aspartame 40
Esteviosideo 55

Fonte: adaptado de ANVISA.

Cabe ressaltar que o adocante escolhido para a realizacdo do trabalho é o Aspartame,
que tem maior limite de consumo diadrio (40mg/kg por dia) e comparado as demais

substancias que tem um faixa bem menor de seguranga para consumo.

2.1.3 Aspartame

O aspartame (ASP) foi descoberto no ano de 1965 por James Schatter quando ele
pesquisava um medicamento para tratamento da Ulcera. O composto foi um produto
intermediario encontrado na sintese desse medicamento e acidentalmente descoberto seu
sabor extremamente doce (CHATTOPADHYAY et al., 2014; MAZUR et al., 1970). A Food
and Drug Administration (FDA) liberou o consumo do aspartame somente no ano de 1981,
apos a realizacéo de diversos estudos toxicologicos, sendo que no Brasil o livre comércio de
dietéticos foi autorizado em 1988 e na Unido Europeia seu uso foi liberado em 1994
(STEGINK, 1984; TOLEDO; IOSHI, 1995).
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O ASP é termossensivel, ndo pode ser submetido a altas temperaturas, em meio acido
e por armazenamento prolongado. E capaz de acentuar o aroma e prolongar a percepgdo do
sabor das frutas acidas, como a laranja, limdo, maracuja, goiaba e morango, tendo 6timos
resultados quando utilizado na formulacdo de sucos e doces de frutas. E utilizado em
adocantes de mesa, gomas de mascar, balas, sobremesas, bebidas, congelados, refrigerantes,
coberturas, xaropes e produtos lacteos (CHATTOPADHYAY et al., 2014; FREITAS, 2006;
PHILIPPI, 2014).

A producdo do ASP na Europa no ano de 2008 esteve em torno de 19.000 toneladas
por ano. Nos Estados Unidos estima-se que este adocante esteja presente em cerca de 77%
dos refrigerantes produzidos, pode estar presente em mais de 6 mil produtos dentre eles
iogurtes, cereais e produtos farmacéuticos, e é consumido em diferentes regides do mundo,
alcancando mais de 200 milhdes de consumidores (ABDEL-SALAM et al., 2012;
GREMBECKA; SZEFER, 2012; YAGASAKI et al., 2008).

Classificado como adocante artificial e ndo calorico, o ASP (éster metilico da L-a-
aspartil-L-fenilalanina) apresenta um poder de dogura de 180-200 vezes maior que a sacarose.
E hidrolisado completamente em trés subprodutos: fenilalanina (50%), acido aspartico (40%)
e metanol (10%), representado na Figura 2 (HUMPHRIES et al., 2008; ROWE; SHESKEY,
2009).

Figura 2 — Figura representativa da molécula de aspartame e dos produtos resultantes da sua
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Metabolizado rapidamente no organismo humano, o aspartame diferencia-se dos
demais adocantes pois é hidrolisado por esterases e peptidases. A absorcdo de seus
metabolitos ocorre no limen do trato gastrointestinal, seguida da entrada na circulacao
sisttmica (MAGNUSON et al., 2007; MOURAD; NOOR, 2011; YANG, 2010).

A quantidade diaria de fenilalanina e &acido aspartico aumenta em 1 e 2%,
respectivamente para consumidores de ASP, sendo que o &cido aspartico ja foi associado a
distdrbios neuroldgicos como enxaqueca e epilepsia (EFSA, 2013; HUMPHRIES et al., 2008;
KROGER et al., 2006).

Ap0s 36 anos da sua aprovagdo para consumo, o0 ASP continua sendo alvo de estudos
relacionados a sua seguranca frente aos seus efeitos no metabolismo para humanos e animais.
Além disso, pouco se sabe em relacdo a associacdo que pode ocorrer do ASP com diferentes
compostos presentes nos alimentos.

Em 2003 U.S. Department of Health and Human Services mostraram em um estudo
usando animais de laborat6rio que a dose letal (DLso) do ASP é de mais de 10 g/kg de massa
corporea por dia. Ainda assim, os produtos da metabolizacdo desse adogante podem causar
riscos aos individuos com fenilcetonuria, que possuem auséncia de atividade da enzima
fenilalanina hidroxilase, de forma que a presenca deste composto deve ser descrita no rétulo
do alimento para garantir a seguranca dos consumidores (WILLIAMS et al., 2008).

Estudos a curto e longo prazos realizados com ratos e camundongos tratados com ASP
em doses que variaram de 5.6 mg a 1.000mg/kg de massa corpdrea, verificaram aumento
significativo da peroxidacdo lipidica, aumento do conteddo oxido nitrico (NO), e das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), evidenciando a instalacdo de um quadro de
estresse oxidativo no cérebro dos animais (ABDEL-SALAM et al., 2012; ABU-TAWEEL et
al., 2014; ADARAMOYE; AKANNI, 2016; ASHOK; SHEELADEVI, 2015).

Em 2011, Mourad avaliou os efeitos da ingestdo diaria de ASP durante 2, 4 ¢ 6
semanas de tratamento (40mg/kg) em ratos machos, e observou um aumento na formacéo de
malondialdeido e diminuicdo da glutationa reduzida no sistema antioxidante no figado e rins.
Estes efeitos foram associados ao metanol que € liberado no metabolismo do ASP.

Sugere-se que o consumo de ASP por longos prazos pode gerar problemas em
decorréncia do metanol que é produzido durante seu metabolismo, promovendo lesdes
hepaticas e alteraces no equilibrio redox principalmente no figado (ABHILASH et al., 2011).
Casos de acidose metabdlica e lesdes oculares também foram relacionados ao consumo de
ASP (RYCERZ; JAWORSKA-ADAMU, 2013).
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Finamor e colaboradores (2014) mostraram que o tratamento com N-acetilcisteina
pode exercer um efeito protetor contra o dano oxidativo no cérebro, causado pelo consumo a
longo prazo do ASP mesmo na dose didria aceitavel, em um protocolo de seis semanas de
administracdo de ASP na dose de 40mg/kg de massa corpdrea e a partir da quinta semana a
administracdo de N-acetilcisteina na dose de 150 mg/kg, i.p., em ratos Wistar machos, sendo
observado que a N-acetilcisteina promoveu uma reducdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico, hidroperoxidos lipidicos e niveis de proteina carbonil, que foram aumentadas
devido a administracdo de ASP. A N-acetilcisteina também resultou em um aumento da
superoxido dismutase, da glutationa peroxidase, da atividade da glutationa redutase, bem
como dos niveis de potencial de antioxidantes, que diminuiram ap6s a exposi¢do ao ASP. A
catalase e a glutationa-s-transferase, cujas atividades foram reduzidas devido ao tratamento
com ASP, continuaram diminuidas mesmo ap0s a exposicdo a N-acetilcisteina.

Lebda e colaboradores (2017) verificaram que o tratamento com ASP (240 mg/kg por
via oral) em ratos Wistar machos por dois meses, promoveu interrup¢do da producdo de
energia, eletrolitos e desequilibrio hormonal, além do aumento do estresse oxidativo e
ativacdo da via molecular da apoptose neuronal.

Choudhary (2017) constatou em seu estudo que, o ASP pode atuar como estressor
quimico ao aumentar os niveis de cortisol, pode induzir o estresse oxidativo sistémico,
aumentando a geracdo de radicais livres, pode alterar a atividade microbiana intestinal e
interferir com o receptor N-metil D-aspartato (NMDA), resultando em deficiéncia ou
resisténcia a insulina.

Ashok e colaboradores (2017) verificaram em seu estudo que animais tratados com
ASP na dose de 40mg/kg de massa corpérea por 90 dias, apresentaram um aumento
significativo da glutationa-S-transferase (GST), com uma diminui¢do significativa na
glutationa reduzida (GSH), atividade da superéxido dismutase (SOD), da glutationa
peroxidase (GPx) e da catalase (CAT) quando analisado o esperma epididmico, entre outros
achados descritos em seu trabalho, de modo a ressaltar a participacdo dos metabolitos do ASP
como um fator que contribui para o desenvolvimento do estresse oxidativo.

O efeito da ingestdo em dose Unica de 40mg/kg de ASP em 10 voluntarios (homens e
mulheres), foi estudado por Spanel e colaboradores (2015) onde observaram um aumento de 6
vezes no metanol plasmatico dos voluntarios. Em outro trabalho, foi avaliada a concentragao
de alcool no ar expirado por 16 voluntarios. Um grupo recebeu bebida alcodlica suplementada
com ASP e o outro recebeu bebida alcoodlica adicionada de agucar, e foi observado aumento

na concentracao de alcool no ar expirado no grupo que consumiu bebida contendo ASP.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lebda%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28660358
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choudhary%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28571543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ashok%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28446800
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Como muitos estudos evidenciaram a participagdo do metanol no efeito toxico do
ASP, cabe ressaltar que o metanol, ap6s ser lancado no intestino delgado, é oxidado em
formaldeido e em &cido férmico. Este ultimo possui meia-vida longa e € considerado como o
primeiro composto toxico do envenenamento por metanol. Acredita-se que 1 litro de bebidas
adogadas com ASP contenha 56 mg de metanol, lembrando que o limite diario de ingestdo de
metanol é de 7.8 a 8.0 mg, segundo a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental
(DOROKHOV, 2015).

Jacob e Stechschulte (2008) verificaram a sensibilidade ao formaldeido, em seis
pacientes com idade entre 16 e 75 anos que consumiram mais de 2 litros de refrigerante diet
do tipo cola contendo ASP por dia. Os pacientes apresentaram dermatite de contato,
apresentando resultados positivo ao teste, associando a presenca de formaldeido a processos
inflamatdrios na pele.

Como o ASP esta presente em uma grande variedade de alimentos, e seu consumo ser
capaz de promover diversas manifestacfes toxicas em diferentes tecidos e 6rgaos, salientamos
a necessidade de verificar a interacdo destes compostos com as micotoxinas, as quais sdo
contaminantes alimentares naturais que podem desenvolver-se em diferentes etapas da

producdo e armazenamento dos alimentos.

2.2 MICOTOXINAS

Fungos sdo microrganismos eucaridticos, muitas vezes denominados mofos ou
bolores, multicelulares e filamentosos. Sabe-se que a presenca de fungos nos alimentos pode
promover alteracdes desejaveis como na fabricagdo de queijos, porém também podem
acarretar sabor desagradavel e perda da qualidade dos produtos, principalmente se houver a
presenca de micotoxinas, gerando além das perdas econémicas, problemas de salde publica
(DINIZ, 2002).

Sao conhecidas aproximadamente 400 micotoxinas as quais apresentam uma grande
diversidade estrutural. Para a producdo das micotoxinas nos alimentos, além da presenca do
fungo toxigénico algumas condi¢fes favoraveis de umidade, temperatura, pH, composi¢do
quimica do alimento e potencial redox sd@o necessarias (HUSSEIN; BRASEL, 2001; LEE;
RYU, 2015).

Diferentes espécies de fungos podem produzir um mesmo tipo de micotoxina, e uma
Unica espécie é capaz de produzir mais de um tipo de micotoxina. Da mesma forma a

presenca do fungo nem sempre esta associada com a producdo da micotoxina, assim como a
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toxina pode estar presente no alimento mesmo que o fungo ja tenha sido eliminado (DINIZ,
2002; HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Dentre todas as micotoxinas, as que ocorrem com maior frequéncia e em
concentracdes significativas em alimentos, sdo as aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas,
tricotecenos (particularmente deoxinivalenol) e zearalenona sdo consideradas mais
importantes na seguranca alimentar e na saude publica devido a sua ocorréncia e toxicidade
(LEE; RYU, 2015).

A Organizacdo das Nac6es Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAQ) estimou que
cerca de 25% dos cereais produzidos no mundo estdo contaminados por micotoxinas (MARIN
et al., 2013). Outros alimentos, como nozes, especiarias, frutas e seus subprodutos também
podem ser contaminados por esses metabdlitos. A producdo de micotoxinas em culturas
agricolas pode ocorrer em varios pontos da cadeia alimentar: pré-colheita, colheita, secagem e
armazenamento. Pequenas praticas agricolas e de colheita, tais como secagem inadequada,
manipulagdo, embalagem, armazenamento e condi¢des de transporte podem promover o
crescimento de fungos, aumentando o risco de producdo de micotoxinas. ApoOs 0
processamento do alimento, dificilmente continua a producéo de micotoxinas, a nao ser que o
produto seja novamente contaminado por fungos produtores e encontre condi¢fes favoraveis
para a sua produgdo (MARIN et al., 2013).

De acordo com o relatério anual do Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e
Racbes (RASFF), em 2012 as micotoxinas foram os principais riscos nas notificacdes de

rejeicao de fronteira na Unido Européia (Figura 3).



38

Figura 3 — Principais riscos nas notificacdes de rejeicdo de fronteira na Unido Europeia
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Fonte: Adaptado de Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF), Relatério anual 2012.

Dentre as micotoxinas encontradas, destacam-se as aflatoxinas como as que
apresentaram resultados positivos expressivos durante todo o periodo analisado bem como
nos produtos (Tabela 3 e Tabela 4).

Tabela 3 — Notificagbes de micotoxinas na UE durante 2008-2012

Micotoxinas 2008 2009 2010 2011 2012
Aflatoxinas 902 638 649 585 484
Deoxinivalenol 4 3 2 11 4
Fumonisinas 2 1 3 4 4
Ocratoxinas 20 27 34 35 32
Patulina 3
Zearalenona 2 4

Fonte: Adaptado de Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF), Relatério anual 2012.
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Tabela 4 — NotificagOes de micotoxinas por produtos na UE em 2012

Produtos Aflatoxina Deoxinivalenol Fumonisinas Ocratoxina A Zearalenona
Cereais e produtos 17 4 4 6 3
de padaria
Frutas e vegetais 137 19
Ervas e especiarias 33 4 1
Nozes e 204
subprodutos
Outros 14 3

Fonte: Adaptado de Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF), Relatério anual 2012.

Em 2015, houve 475 notificacdes sobre micotoxinas nos alimentos, relacionadas
principalmente a presenca de aflatoxinas (421 notificagdes), ocorrendo uma associa¢do das
notificacbes com o nivel de desenvolvimento do pais de origem, paises em desenvolvimento
apresentam maior numero de notificacbes sobre a incidéncia de micotoxinas em alimentos
(RASFF, 2015).

Em 2018, houve um aumento de notificacbes comparado as pesquisas anteriores,
foram registradas 569 notificacdes relacionadas a presenca de micotoxinas, 0 que mostra um
aumento no risco para 0s consumidores que consomem esses produtos com frequéncia,
principalmente para aflatoxinas, para a qual ndo ha seguranca real do nivel de ingestdo. A

figura 4 representa os principais produtos notificados e rejeitados de acordo com sua origem.

Figura 4 — NotificacOes recorrentes e rejeicdo de fronteira
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Fonte: Adaptado de Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF), Relatorio anual 2018.
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As aflatoxinas se destacaram quanto ao nimero casos de rejeicéo de fronteira, que no
ano de 2018 ultrapassou de 500, superando até mesmo 0s casos registrados de residuos de
pesticida (154 casos) dentre muitos outros apontados no relatorio (RASFF, 2018).

Outro fator importante é a co-contaminacdo de micotoxinas, visto que, podem
apresentar um efeito sinérgico, Rodrigues e Naehrer no ano de 2012 analisaram 7049
amostras originadas na América do Norte e do Sul, na Europa e Asia de 2009 a 2011, onde
encontraram presenca de aflatoxinas (33%), ocratoxinas (45%), fumonisinas (59%),
desoxinivalenol (64%) e zearalenona (28%), sendo 81% das amostras analisadas positivas
para no minimo uma das micotoxinas.

Os efeitos tdxicos induzidos pelas micotoxinas dependem da dose e da frequéncia com
que elas sdo ingeridas. Podem ocorrer manifestacbes logo ap6s o contato, normalmente
resultantes de ingestdo de doses elevadas, ou distarbios e alteracbes no metabolismo
decorrentes de exposicGes a doses menores por longos periodos (MURPHY, 2006;
SHEPHARD, 2007).

Uma vez ingeridas as micotoxinas sdo geralmente absorvidas pelo trato
gastrointestinal, podendo ser excretadas ap6s 0 metabolismo em diferentes periodos de tempo,
afetando 6rgédos alvos ou multiplos érgdos, em humanos e animais, com diferentes niveis de
poténcia citotoxica, mutagénica, teratogénica, cancerigena e/ou imunossupressora (LEE;
RYU, 2015).

Muitos paises adotaram regulamentos para limitar a exposicdo das micotoxinas tanto
na alimentacdo humana gquanto animal visto que sua presenca nao esta somente relacionada ao
efeito que eles podem ter sobre a salde, mas também o impacto no comércio mundial. Na
tabela 5, estdo relacionadas as micotoxinas de maior impacto como contaminantes alimentares
juntamente como os principais fungos produtores e os limites regulamentados pela
Organizacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FDA) e pela Unido
Europeia (ALSHANNAQ; YU, 2017; MORETTI et al., 2017).
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Tabela 5 — Principais micotoxinas e limites dos EUA e da UE em diferentes produtos

alimenticios
. . " Produtos EUA UE
Micotoxina Espécie de fungo alimenticios (ng/Kg) (1g/Kg)
Aflatoxinas B1, Aspergillus flavus Milho, trigo, arroz, 20 para 2-12 para B1,
B2, Gle G2 Aspergillus amendoim, sorgo, todas 4-15 para 0s
parasiticus pistache, améndoas, demais;
nozes, figos,
sementes de algodao,
especiarias
Aflatoxina M1 Metabolito de Leite e Produtos 0,5 0,05 em leite;

Aflatoxina B1

lacteos

0,025 produtos
para criancas

Ocratoxina A Aspergillus ochraceus  Cereais, frutas secas, 2-10
Penicillium vinho, uvas, café,
verrucosum cacau, queijo
Aspergillus
carbonarius
Fumonisinas B1, Fusarium Milho, produtos de 2000 200-1000
B2, B3 verticillioides milho, sorgo, 4000
Fusarium aspargos
proliferatum
Zearalenona Fusarium Cereais, produtos de 20-100
graminearum cereais, milho, trigo,
Fusarium culmorum cevada
Deoxinivalenol Fusarium Cereais, produtos de 1000 200-50
graminearum cereais
Fusarium culmorum
Patulina Penicillium expansum  Macas, suco de maca 50 10-50

e concentrado

Fonte: Adaptado de Alshannaq e Yu (2017).

No Brasil a Resolucéo 07/2011 publicada pela ANVISA dispdem os limites maximos

para presenga de micotoxinas em diferentes categorias de alimentos conforme disposto na

Tabela 6.
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Tabela 6 — Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas no Brasil

. . . LMT
Micotoxina Alimento
(ng/Kg)
Leite fluido 0,5
Aflatoxina . ,
(M1) Leite em po 5
Queijos 2,5
Alimentos a base de cereais para alimentacdo infantil 1
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados 5
Nozes, avelds, améndoas, Frutas desidratadas e secas 10
Aflatoxinas .
(BL, B2, G1, G2) Castar]ha—do—BrasH sem casca para processamento 15
posterior
Especiarias, Amendoim, Milho (grdo inteiro, partido,
amassado, moido), Castanha-do-Brasil com casca para 20
consumo direto
Ocratoxina A Cereais para posterior processamento, incluindo gréo de 20
cevada
Farinha de milho, creme de milho, fubd, flocos, canjica, 1500
Fumonisinas canjiquinha;
(B1+B2) ) ) )
Amido de milho e outros produtos a base de milho 1000
Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de
panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto trigo e 100
incluindo cevada malteada, Arroz beneficiado e
derivados
Zearalenona Arroz integral 400
Farelo de arroz 600
Produtos e sub-produtos a base de milho 150
Trigo integral, farinha e farelo de trigo 200
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral,
. ~ 1000
farelo de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada
Desoxinivalenol ) ) o
(DON) Farinha de trigo, massas, biscoitos de agua e sal, e
produtos de panificacdo, cereais e produtos de cereais 750
exceto trigo e incluindo cevada malteada
Fonte: Adaptado da Resolugdo 07/2011 Anvisa para aplica¢do janeiro 2016.
Cabe ressaltar que, mesmo com a existéncia de  limites maximos nacionais e

internacionais para micotoxinas nas diferentes categorias alimentares, deve-se levar em

consideracdo 0 somatdrio destas pequenas exposicOes permitidas nos produtos que séo
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consumidos diariamente pela populacdo e que sozinhas ou associados a outros aditivos
alimentares podem provocar danos (ANVISA, 2011).

2.2.1 Aflatoxinas

Desde a descoberta das aflatoxinas como agentes causadores da doenga que ocorreu no
ano de 1960 provocando a morte de 100 mil jovens perus na Gré-Bretanha, as aflatoxinas
passaram a ser objeto de pesquisa, e sdo consideradas as micotoxinas mais estudadas e que
apresentam maior preocupacdo em relacdo a satde publica em todo o mundo (PEREIRA et
al., 2014; PITT; MILLER, 2016).

As aflatoxinas sdo produzidas principalmente pelos fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, que colonizam uma variedade de produtos alimentares, incluindo
milho, oleaginosas, especiarias, amendoim e nozes em regides tropicais e subtropicais do
mundo. O grau de contaminacdo varia muito, sendo relacionado com o nivel de
desenvolvimento dos paises, como pode ser observado na Figura 4 (SCHATZMAYR,;
STREIT, 2013).

Figura 5 — Porcentagem de contaminagéo por aflatoxina em diferentes regides

Porcentagem de contaminagao por Aflatoxina em
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Fonte: Adaptado de Schatzmayr e Streit (2013).
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As aflatoxinas sdo um grupo de aproximadamente 20 metabolitos flngicos
relacionados. As quatro principais aflatoxinas sdo conhecidas como B1, B2, G1 e G2. As
aflatoxinas B2 e G2 sdo derivados dos compostos originais B1 e G1. As aflatoxinas M1 e M2
sdo produzidas pelo figado apds a ingestdo de alimentos contaminados por aflatoxina Bl
(PITT; TOMASKA, 2001), e podem ser detectados no leite 12-24h ap6s o consumo do
animal. A AFM1 também pode ser detectada em alguns produtos lacteos como o0 queijo, pois
é estavel ao calor, se liga bem a caseina e ndo € afetada pelo processo de fabricacdo
(BARBIROLI et al., 2007; GOVARIS et al., 2001; PRANDINI et al., 2009).

As estruturas quimicas das aflatoxinas sdo muito semelhantes, todas apresentam um
nacleo central cumarinico ligado a uma estrutura bi-furandide, e séo classificadas em dois
grandes grupos, aflatoxinas do grupo B que apresentam anel ciclopentona na molécula, e
aflatoxinas do grupo G que apresentam anel lactona como representado na figura 5 (CORTES
etal., 2010).

Figura 6 — Estruturas quimicas das aflatoxinas

AFBL O g AFB2 Q

AFG1 AFG2 AFM1

Fonte: Adaptado de www.chemspider.com.

A nomenclatura das aflatoxinas esta associada com a fluorescéncia que emitem sob luz
ultravioleta, onde as aflatoxinas do grupo "B" e "G" referem-se a fluorescéncia azul (Blue) e
verde (Green) que emitem em placas de cromatografia de camada fina, enquanto que os

indices numeéricos 1 e 2 indicam compostos com maior € menor toxicidade, carcinogenicidade


http://www.chemspider.com/
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e mutagenicidade, respectivamente na seguinte ordem B1> G1 > B2 > G2 (HUSSEIN;
BRASEL, 2001; MOLINA et al., 2009).

As principais caracteristicas fisicas e quimicas das aflatoxinas estdo descritas na tabela
7. S&o compostos de natureza cristalina, termoestaveis, ndo promovem alteracdo de sabor, cor
ou aroma dos alimentos. A termoestabilidade permite que as aflatoxinas resistam a
determinados tratamentos térmicos, assim elas podem permanecer no alimento mesmo apos a
eliminacdo do fungo, sendo destruidas na presenca de amonia, hipoclorito ou solucGes
fortemente alcalinas (BORETTI, 1998; SACRAMENTO, 2016).

Tabela 7 — Caracteristicas fisicas e quimicas das aflatoxinas

Aflatoxina Fér,mt_JIa Massa TempeNratura Emissdo de fluorescéncia
Quimica Molecular de Fuséo (°C) (nm) e cor sob luz UV

AFB1 C17H1206 312 269 425 —azul

AFB2 C17H1406 314 286-289 425 —azul

AFG1 C17H1207 328 244-246 450 — verde

AFG2 C17H1406 330 237-240 450 — verde

AFM1 C17H1207 328 299 425 — violeta azulada
AFM2 C17H1407 330 293 425 — violeta azulada

Fonte: Adaptado de Sacramento (2016).

A extensdo da toxidade das aflatoxinas varia em diferentes animais e espécies, sendo
mais suscetiveis 0s ratos e cdes e mais resistentes 0s macacos e camundongos. A relacdo dose
resposta também pode variar de acordo com a raca, sexo, idade e composicdo da dieta entre
individuos da mesma espécie. Os machos sdo mais susceptiveis que as fémeas, da mesma
forma que os jovens sdo mais sensiveis do que nos adultos (LEESON, 1995; MALMANN;
DILKIN, 2007).

Segundo a FDA, o figado constitui o 6rgdo-alvo priméario da toxicidade. A ingestdo de
baixos teores de aflatoxina, com uma dada frequéncia e por tempo prolongado, pode resultar
em carcinomas hepaticos. A AFBL e classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa em
Céncer (IARC) como pertencente ao Grupo 1 apresentando alto risco de carcinoma
hepatocelular. Além disso, o rim, baco e pancreas podem ser afetados pelas propriedades
mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas da micotoxina (MAIA et al., 2011; THOMAS et
al., 2005).
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Apo6s entrar no organismo, as aflatoxinas sdo absorvidas por membranas celulares
onde atingem a circulacdo sanguinea, sendo distribuida para diferentes tecidos. No figado séo
biotransformadas por acdo das enzimas microssomais do citocromo P450 (CYP450), para a
aflatoxina-8,9-epdxido, uma forma reativa que se liga ao DNA e a albumina no soro
sanguineo, este composto altamente eletrofilico, é capaz de reagir rapidamente, através de
ligagdes covalentes com sitios nucleofilicos de macromoléculas, ocasionando a formacéo de
aductos que, sdo responsaveis pelas lesdes bioquimicas primarias induzidas pelas aflatoxinas
(OLIVEIRA, 1997; WILD; MONTESANO, 2009; WU; KHLANGWISET, 2010).

O metabdlito 8,9-epdxido da aflatoxina B1 também pode sofrer conjugacdo enzimatica
com uma molécula de glutationa reduzida, através da glutationa-S-transferase, caracterizando
uma importante via de detoxificacdo deste composto, podendo entdo ser eliminado do
organismo na urina, bile e fezes (ESSIGMANN, 1982).

Devido a formacdo de radicais livres dentro dos hepatdcitos resultantes da exposicao a
aflatoxina B1, é desencadeada a peroxidacdo dos fosfolipidios levando ao aumento da
permeabilidade das membranas, diminuindo a fluidez e promovendo a inativacdo das
proteinas ocasionando a despolarizacdo da membrana mitocondrial, favorecendo o
desenvolvimento de efeitos citotoxicos (BISCHOF, 2007).

Os efeitos toxicos da aflatoxina B1 mediados pelo aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio como anion superoxido, radical hidroxil e perdxido de hidrogénio
decorrente do metabolismo hepatico da micotoxina comprometem o balago entre as defesas
antioxidantes do sistema gerando o estresse oxidativo (TOWNER et al., 2003).

Neste sentido EI-Nekeety e colaboradores no ano de 2011, mostraram que 0 consumo
de dieta contendo 2,5mg/kg de aflatoxina por 29 dias em ratos Sprague-Dawley promoveu um
aumento das transaminases ALT e AST, colesterol, triglicerideos, creatinina, acido urico e
oxido nitrico e reduziu os niveis de antioxidante total (TAC), ocasionando ainda um aumento
nos niveis de malonaldialdeido no tecido hepatico e renal.

Kanbur e colaboradoes em 2011, mostraram efeito pro-oxidante de uma dose de 1250
ug/kg peso corporal de Aflatoxina B1 em um protocolo experimental de 14 dias de
tratamento, onde houve um aumento na atividade SOD, seguida de uma diminuigdo na
atividade GSH-Px no cérebro, sem alterar os niveis de MDA e a atividade da CAT.

Ravinayagam e colaboradores no ano de 2012, realizaram um estudo de 45 dias com
uma dose de 2mg/kg via intraperitoneal onde puderam observar aumento nos niveis de
malonaldialdeido, na proteina carbonil em figado e rim, seguido de uma reducdo da atividade

das enzimas SOD, CAT e GPx, GSH e reducéo dos tiois ndo proteicos e vitaminas E e C.



47

Karabacak et al., 2015, mostraram niveis aumentados de MDA, SOD, CAT e GSH-Px
no cérebro de ratas fémeas Sprague-Dawley, apos a exposicdo a uma dose de 400 ug/kg.bw
de aflatoxina B1 durante 28 dias de tratamento.

Mais recentemente Vipin e colaboradores (2017) verificaram em seu trabalho, com
doses intercaladas de 24horas o efeito de 200 pg/kg de aflatoxina B1 durante 28 dias em ratos
machos administrados via intraperitoneal, onde foi visto, aumento da ALT, AST, LDH e
ALP, diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes GST, GPx, SOD, CAT, além disso
neste mesmo trabalho foi demonstrado a eficiéncia do extrato de gengibre para inibir a
hepatotoxicidade induzida por AFB1.

Um trabalho do nosso grupo de pesquisa verificou pardmetros bioquimicos em cértex
cerebral de ratos submetidos a testes comportamentais, 48 horas ap6s uma dose de 250pug/kg
via intragastrica de AFB1, onde o tratamento causou efeitos neurotoxicos, evidenciados pela
reducdo significativa nos niveis de defesas antioxidantes ndo enzimaticas, &cido ascorbico e
grupos de tidis ndo proteico. Além do aumento da ativacdo da proteina quinase C (PKC),
evidenciada pelo aumento da fosforilagao de Ser957 da PKCa (SOUTO et al., 2017).

Considerando o potencial tdxico desta micotoxina, a resisténcia as operagdes de
preparo de alimentos e a presenca em diferentes paises do mundo a exposi¢do humana torna-
se inevitavel. Uma ampla gama de produtos ricos em fibras, proteinas, carboidratos podem
estar sujeitos a contaminacdo por aflatoxinas e também por outras micotoxinas, atuando
negativamente na salde, aumentando a susceptibilidade a diversas doengas, tais como:
diferentes tipos de céancer, doencas hepaticas, sindromes hemorragicas, distlrbios
imunologicos e neuroldgicos (PETERS et al., 2017; TURNER, 2012; WAGNER, 2015).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo surge da existéncia de um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento
da velocidade de remocgdo desses. Tal processo conduz a oxidagdo de biomoléculas com
consequente perda de suas funcbes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos. A cronicidade deste
processo tem grandes implicacfes sobre o processo etiologico de inimeras enfermidades
crbnicas ndo transmissiveis, dentre elas: aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e o cancer (AHMAD et al., 2000; MODESTO; MARTINEZ, 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peters%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28982162
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2.3.1 Especies Reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio sdo atomos, ions ou moléculas que contém oxigénio
com um elétron ndo-pareado em sua Orbita externa, o que o torna instavel e altamente reativo,
como por exemplo, os radicais superoxido (O2) e hidroxil (OH) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 1999). Com base em seu atomo central, sdo divididos
em quatro categorias principais sendo eles: o oxigénio, nitrogénio, enxofre e cloro
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Na natureza, duas das substancias mais importantes
que podem gerar os radicais livres é o oxigénio em seu estado fundamental (O2) e o 6xido
nitrico (NO), que se apresenta como poluente atmosférico, mas que também é sintetizado em
diversas células e é um importante vasodilatador (DUSTING; MACDONALD, 1995;
IGNARRO, 1998; MONCADA et al., 1991).

O termo coletivo “Espécies Reativas de Oxigénio” inclui nd0 somente os radicais
livres, mas também outros atomos e moléculas que ndo apresentam elétrons desemparelhados
em sua ultima camada, como o peréxido de hidrogénio (H202) (HALLIWELL, 1992, 2012)
(Tabela 8).

Tabela 8 — Algumas espécies reativas

Espécie Reativa de Oxigénio

OH- Radical hidroxil H20, Perdxido de hidrogénio
HOO- Radical hidroperoxil O «- Radical superoxido
RO- Radical alcoxil O, Oxigénio singleto

ROO- Radical peroxil NO Radical 6xido nitrico
ONOO¢ Peroxinitrito HOCI Acido hipocloroso

Fonte: Adaptado de Jordéo et al. (1998).

O H202 € a principal espécie reativa de oxigénio, a qual pode atuar como segundo
mensageiro por ser relativamente estavel, e em baixas doses ser capaz de reverter a inibi¢éo
de muitas enzimas, dentre elas as fosfatases. Além disso, as espécies reativas de oxigénio
também contribuem para proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia celular (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).

Para evitar o acumulo de espécies reativas de oxigénio, os seres vivos dispdem de

mecanismos protetores que podem ser enzimaticos e ndo-enzimaticos, os quais evitam o dano
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a lipidios, a proteinas e acidos nucléicos. As principais enzimas antioxidantes sdo a catalase, a
superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx) que evitam o acumulo de H20>
e de Oqe, e a consequente produgdo de radicais *OH, contra o qual ndo existe nenhum sistema
enzimatico especifico de defesa. As defesas ndo-enzimaticas incluem os antioxidantes
lipofilicos (tocoferdis, carotendides e bioflavondides) e hidrofilicos (glutationa e ascorbato,
além da albumina sérica, do &cido urico e do acido dehidroascorbico) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Os sistemas bioldgicos por apresentarem lipidios insaturados nas suas membranas
tornam-se favordveis a ocorréncia de reagGes de carater oxidativo, visto que em seu
metabolismo normal j& ocorrem uma grande quantidade de reacBes oxidativas. A
suscetibilidade de um tecido ou molécula ao estresse oxidativo é dependente de inimeros
fatores que incluem dentre outros fatores a disponibilidade de antioxidantes, a capacidade de
inativaco e eliminacdo dos produtos oxidativos formados (JORDAO et al., 1998). Fontes
externas também podem colaborar para formagdo de espécies reativas tais como poluentes

ambientais, drogas, pesticidas, radiacdo, entre outros (LOBO et al., 2010).

2.3.2 Indicadores Pro-oxidantes

Um dos principais marcadores do estresse oxidativo, 0 TBARS mensura as substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBA), sendo utilizado para refletir a intensidade da
peroxidacdo lipidica realizado atraves da quantificacdo de malondialdeido (MDA)
(LUSHCHAK et al., 2009).

O MDA ¢é um dos mais conhecidos produtos da peroxidacdo lipidica, é produto final
da degradacdo ndo enzimatica de &cidos graxos poli-insaturados (OROPESA et al., 2009;
RODRIGUES, 2007; VASCONCELOS et al., 2007). Altos niveis de MDA aumentam a
formacdo de lipoperdxidos e indicam um aumento da peroxidacdo lipidica (LUSHCHAK et
al., 2009).

O 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), um aldeido insaturado, é o produto quantitativamente
mais importante da degradacdo peroxidativa de acidos graxos 6mega, sendo considerado o
mais estavel (UCHIDA, 2003). Este produto tem a capacidade de difundir-se dentro das
membranas ou mesmo em locais distantes de sua formacao, podendo reagir com proteinas
citosélicas formando varios adutos (residuos de cisteina, lisina e histidina) que sdo capazes de
induzir respostas especificas de estresse oxidativo, tal como sinalizacéo celular (RAHMAN et

al.,, 2002). O problema adicional € que o HNE pode ser gerado durante as fases de
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armazenamento, extragdo e andlise, produzindo resultados erroneamente elevados
(CABRERA; JACOB, 2001; STAHL et al., 2001).

Os isoprostanos tem origem ndo enzimatica e sao produzidos pela oxidacdo do acido
araquidoénico. Inicialmente, sdo formados nos fosfolipidios da membrana celular e depois
liberados para os fluidos bioldgicos pela fosfolipase (FRANCO, 2007). A afericdo dos
isoprostanos é um método de avaliacdo do estresse oxidativo baseado na oxidagdo lipidica, os
compostos derivados da acdo de radicais livres sobre os acidos graxos poli-insaturados, sdo
produtos secundarios da peroxidacdo lipidica sendo quimicamente estaveis podendo,

inclusive, ser dosados na urina (CANI et al., 2008).

2.3.3 Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante tem a fungéo de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicalares. Tal efeito pode
ser alcancado por meio de diferentes mecanismos de acdo: através do sistema de prevencdo
(impede a formacdo dos radicais livres ou espécies ndo-radicais), sistema de varredura
(impede a acdo desses quando ja estdo formados) ou, ainda sistema de reparo (fornece o
reparo e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas) (CLARKSON; THOMPSON,
2000; KOURY; DONANGELO, 2003).

Os antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que, presente em menores
concentracdes que as do substrato oxidavel, sejam capazes de atrasar ou inibir a oxidagdo
deste de maneira eficaz. Tais substancias podem agir diretamente, neutralizando a acdo dos
radicais livres e espécies ndo-radicalares, ou indiretamente, participando dos sistemas
enzimaticos com tal capacidade (HALLIWELL, 2012).

O sistema de defesa antioxidante pode ser dividido em sistema de defesa enzimatico,
composto por enzimas como a SOD, GPx, CAT, e sistema de defesa ndo enzimatico, o qual é
composto por substancias produzidas pela prépria célula (glutationa, coenzima Q, ferritina,
acido alfa-lipdico, acido urico, entre outros) ou obtidas através da dieta (acido ascorbico, a-
tocoferol, [B-caroteno, alguns minerais, diversos compostos fendlicos) (SILVA;
JASIULIONES, 2014).
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2.3.3.1 Sistema enziméatico

Entre as principais enzimas antioxidantes estdo a SOD, CAT e GPx. As enzimas SOD
sdo metaloenzimas que protegem os alvos do ataque do anion superéxido em até 97%. Elas
sd0 a primeira e mais importante linha do sistema de defesa enzimatico. Estdo presentes
essencialmente em todas as células do corpo e atualmente existem em trés isoformas: a
citoplasmatica, Cu/ZnSOD (ou SOD1), a mitocondrial, MnSOD (ou SOD?2) e a extracelular,
Cu/ZnSOD (ou SOD3) (PERRY et al., 2010).

A SOD1 ¢ a principal forma intracelular de SOD, sendo responsavel por 80% da
proteina total. Estudos mais antigos relataram que a SODL1 é principalmente citosolica (SLOT
et al., 1986), mas estudos mais recentes a encontraram em toda a célula, incluindo no espaco
inter-membrana mitocondrial e no ndcleo (TSANG et al., 2014). Todas as isoformas da SOD
agem por um mecanismo comum de dismutacdo do anion superéxido, produzindo o peréxido
de hidrogénio, que é menos potente.

O peroxido de hidrogénio (H20.) tem acdo antimicrobiana e facilita a morte de micro-
organismos invasores, pois através de oxidacdo lipidica a membrana plasmatica é degradada
(Guerra et al., 2007). Mas em excesso, € muito danoso as células. Ele pode interagir com o
6xido nitrico (NO¢) e formar o peroxinitrito (ONOO-). O peroxinitrito é um poderoso pro-
oxidante capaz de afetar células vizinhas (BECKMAN et al., 2007). Para tentar evitar esse
excesso de H20», existem as enzimas que o convertem em agua (H20) e oxigénio (O2), uma
delas é a catalase (CAT).

A CAT ¢é expressa em todos os 6rgdos principais do corpo, especialmente no figado,
nos rins, e nos eritrocitos (MASTERS et al., 1986), estd localizada principalmente nos
peroxissomos, mas também na mitocéndria e no nucleo. Promove a conversao de H>O; a H20
e Oz (GLORIEUX et al., 2015). O H202 pode se difundir facilmente através das membranas
celulares como, por exemplo, a membrana do ndcleo. Devido ao fato de a célula possuir
metais de transicdo, ocorre gera¢dao do radical OHe em seu interior (BARREIROS et al.,
2006).

Baixos niveis da expressao dessa enzima correlacionam-se com uma alta producéo de
H20., o qual estd envolvido na ativacdo de vias de sinalizacdo para induzir a proliferacéo,
migracao e invasdo em ceélulas cancerosas (WU; YOTNDA, 2011; SEN et al., 2012).

A CAT apresenta uma das mais altas taxas de rotatividade para todas as enzimas,
sendo que uma molécula de CAT pode converter aproximadamente 6 milhGes de moléculas
de H20, a cada minuto (VALKO et al., 2006).
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Outro sistema que converte 0 H202 & H20 e Oz é o sistema de defesa da glutationa. A
glutationa é um tripeptideo linear (y—glutamil—cisteinilglicina), sintetizada a partir do
glutamato, cisteina e glicina (JOSEPH et al., 1997). Constitui um sistema de defesa endégeno
muito importante que tem sido implicado na modulacdo imune e em respostas inflamatorias
(DENEKE; FANBURG, 1989; DROGE et al., 1994). Entre estes eventos incluem a
modulacgéo da sinalizagao redox, da funcdo imune, regulacdo da proliferacdo celular, apoptose
e respiracdo mitocondrial (BROWN, 1994; EVANS et al., 1991).

Na célula, cerca de 90% da glutationa estd localizada no citoplasma, 10% na
mitocdndria e uma pequena porcentagem no reticulo endoplasmético (HWANG et al., 1992).
Aproximadamente 85% da glutationa celular total esta livre, enquanto o resto esta ligado as
proteinas (SIES, 1999).

A glutationa se apresenta, em mais de 98% do seu total, como glutationa reduzida
(GSH) e o restante na forma de glutationa oxidada (GSSG). A GSH € convertida a GSSG pela
glutationa peroxidase (GPx), durante periodos de estresse oxidativo e é revertido para a forma
reduzida pela glutationa redutase (GR). A razdo GSH/GSSG ¢é utilizada para estimar o estado
redox dos sistemas biologicos sendo crucial na manutencdo da homeostase intracelular
(MEISTER; ANDERSON, 1983; ROTRUCK et al., 1972).

As GPx sdo uma familia de enzimas que incluem trés enzimas dependentes de selénio
e uma peroxidase independente desse elemento. Podem ser divididas em dois grupos,
celulares e extracelulares. A GPx reduz o H20; a H20, oxidando a glutationa (KINNULA et
al., 1995).

Essa capacidade de reciclar a glutationa faz com que esse ciclo seja essencial para o
mecanismo de defesa antioxidante da célula e evite o esgotamento dos tidis celulares (Heffner
& Repine, 1989), sendo que para a manutencdo do ambiente redutor intracelular a razédo
GSH/GSSG deve ser mantida em niveis altos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SIES;
MOSS, 1978).

A glutationa pode atraves da glutationa-S-transferase (GST) detoxificar aldeidos
reativos (como o MDA), hidroxialdeidos, cetoaldeidos-a, B-insaturados e/ou seus respectivos
epoxidos que sdo gerados durante a peroxidacdo lipidica. Essas enzimas agem por meio de
mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou controlando a formacdo de radicais livres e
espécies ndo-radicalares, envolvidas com a iniciagdo das reacGes em cadeia que geram danos
oxidativos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
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2.3.3.2 Sistema nédo enziméatico

O sistema de defesa ndo enzimatico inclui, especialmente, 0s compostos antioxidantes
de origem dietética, entre os quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos fenolicos,
este sistema atua impedindo reagdes de auto-oxidacdo e pode ser vinculado com a reducédo de
radicais livres (PRASAD et al., 2007; SAYEED et al., 2003).

Os tidis ndo proteicos ligam-se nos radicais livres e os transformam em formas
inativas, sendo uma importante funcdo de defesa contra as espécies reativas de oxigénio
(MASSELA et al., 2005; PARVEZ; RAISUDDIN, 2005).

O acido ascorbico (Vitamina C), € um nutriente hidrossoltvel que mantem diversos
processos fisioldgicos, interage com espécies reativas de oxigénio antes que estes possam agir
oxidando lipidios e proteinas, desempenhando assim um papel de detoxificacdo e também esta
envolvido na regeneracdo da vitamina E (NORDBERG; ARNER, 2001; PARVEZ;
RAISUDDIN, 2005; WANG et al., 2003). No organismo, o acido ascérbico encontra-se na
forma de ascorbato, forma que atua como antioxidante neutralizando radicais livres através da
doacdo de elétrons (acdo redutora) e permitindo que estes recuperem a estabilidade, reduzindo
potencialmente o estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006; PIRES, 2008).

2.3.3.3 Distlrbios relacionados ao estresse oxidativo

Além das enzimas ja citadas, um importante marcador a ser considerado sdo as
enzimas presentes nas membranas celulares e bastante sensivel a agentes oxidantes é o caso
da Na*K*-ATPase, presente em altas concentragcdes nos tecidos cerebrais, consumindo grande
parte da energia gerada por eles, em torno de 40 a 50% do ATP gerado nestes tecidos. Sua
inativacdo é capaz de ocasionar uma despolarizacdo parcial da membrana e entrada de Ca?*
nas células neuronais, acarretando excitotoxicidade (FOLMER et al., 2004; SATO et al.,
2004; WYSE et al., 2004). Além disso, existe uma correlagdo entre a inibicdo desta enzima e
déficits cognitivos em diversos modelos de doengas neurodegenerativas como: Alzheimer e
Parkinson (BAGH et al., 2008; JOVICIC et al., 2008; KONG et al., 2005).

A resposta do organismo ao estresse leva a alteracbes neuroquimicas e
comportamentais que podem estar associadas a producao excessiva tanto de espécies reativas
de oxigénio (EROs), responsaveis estresse oxidativo, quanto de nitrogénio (ERNSs). O estresse
¢ um fator precipitante para os distlrbios relacionados a ansiedade, que estdo entre as

principais formas de doencas e prejuizos psiquidtricos no mundo moderno (LEZAK et al.,
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2017). Testes e ensaios comportamentais baseados em roedores sdo amplamente utilizados
para entender o0s mecanismos pelos quais o0 estresse desencadeia comportamentos
relacionados a ansiedade, que se caracteriza como um estado emocional desconfortavel de
antecipacdo de um perigo iminente, podendo ser traduzido como um medo sem objetivo. Ja
que o medo pode ser conceituado com um estado gerado pela presenca real de um objeto ou
situacdo ameacadora que, na ansiedade ndo existiria (LEZAK et al., 2017; PEREGRINO,
1996).

Os ensaios animais de ansiedade procuram reproduzir situacbes de perigo ou
desconforto potencial e desta forma, os padrGes comportamentais e as reacOes fisiologicas
ativadas em decorréncia destas situacdes, s@o utilizadas como medida de ansiedade e
geralmente representam grande correspondéncia com as medidas de ansiedade em humanos
(LEZAK et al., 2017; TREIT, 1985).

Dentre os varios tipos de transtornos afetivos existentes, parecem existir diversas
caracteristicas celulares e comportamentais bastantes semelhantes, sendo o estresse oxidativo
é um dos aspectos considerados. O dano oxidativo mostrou-se presente com bastante
frequéncia em diferentes transtornos afetivos, como na depressdo, ansiedade, transtorno
bipolar e transtorno do péanico, o que pode ser relacionado com uma maior vulnerabilidade do
sistema nervoso central aos danos oxidativos (BALMUS et al., 2016).

Alguns critérios comportamentais e cognitivos especificos geralmente sdo
apresentados por pacientes depressivos, tais como humor deprimido, anedonia, distarbios
locomotores e de ansiedade, pensamentos de morte e suicidio (BARTOLOMUCCI;
LEOPARDI, 2009). Alguns destes sintomas podem ser reproduzidos em ensaios animais de
modo a avaliar a indugdo do comportamento tipo depressivo por substancias.

Outro disturbio afetivo com alta prevaléncia mundial é a depressdo, as principais
teorias bioquimicas sobre a depressao relacionam-se com disfun¢Ges em neurotransmissores
cerebrais e seus receptores, embora outras areas ainda estejam em investigacdo. Quanto aos
neurotransmissores cerebrais, a principal teoria envolve a das monoaminas, onde a deficiéncia
de aminas biogénicas como a serotonina (5HT), dopamina (DA) e noradrenalina (NE) seria a
causa da depressdo. Ja em relagdo aos receptores, diversos estudos tém postulado que
alteracbes funcionais em receptores de aminas biogénicas relacionam-se com o
desenvolvimento da depressdo (BAHLS, 1999).

Uma vez que existe um grande incentivo ao consumo de alimentos ricos em cereais e
com baixo teor de agUcar, devemos levar em considera¢do o risco de contaminagdo destes

cereais por micotoxinas, e os efeitos causados pelo uso de adogantes artificiais. Alguns
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estudos sugerem que a AFB1 e o ASP podem estar relacionados ao desenvolvimento de
quadros de estresse oxidativo e alteracbes em aminas biogénicas os quais podem facilitar a
ocorréncia de distarbios de ansiedade e depressdo. Assim, ressalta-se a importancia da
realizacdo de estudos que caracterizem os efeitos toxicos decorrentes da exposicdo a AFB1 e
ao ASP possibilitando o desenvolvimento de estratégias de prevengdo ou minimizacdo dos

prejuizos causados por esses compostos, trazendo melhorias a saide humana e animal.






3 OBJETIVOS







59

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito de exposi¢cbes a AFB1 e/ou ASP por 7 e 14 dias em testes

comportamentais, bem como sobre pardmetros bioquimicos em ratos Wistar machos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Determinar se exposicGes a AFB1 e/ou ASP alteram o peso corporal e 0 peso
relativo dos 6rgdos dos animais, além do consumo de agua e racéo.

2- Determinar o efeito da AFB1 e/ou ASP na atividade da enzima catalase (CAT) e da
enzima glutationa-S-transferase (GST) no figado e rim.

3- Determinar o efeito da AFB1 e/ou ASP, sobre marcadores de estresse oxidativo,
acido ascorbico, tidis ndo protéicos (NPSH), peroxidacdo lipidica (TBARS), poder
antioxidante usando ferro reduzido (FRAP) no cértex cerebral, hipocampo, figado e
rim.

4- Determinar se exposicdes a AFB1 e/ou ASP, alteram a atividade da enzima Na*/K*,
ATPase no cortex cerebral.

5- Determinar se exposicdes a AFB1 e/ou ASP alteram os parametros de locomocéo,
comportamento tipo ansioso e depressivo nos testes de campo aberto, bolinhas
enterradas, construgdo do ninho e borrifagem de sacarose.

6- Determinar se a AFB1 e/ou ASP afeta a imunorreatividade da superoxido dismutase
2 (SOD-2), glutationa-S-transferase mitocondrial (GST-m) e éxido nitrico sintetase

(NOS-2) apds 14 dias de exposicdo em cortex cerebral e hipocampo.
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RESEARCH ARTICLE
Abstract

Food products are susceptible to contamination by mycotoxins, and aflatoxin B, (AFB,) stands as the most toxic
among them. AFB, intoxication results in distinct signs, including widespread systemic toxicity. Aspartame (ASP)
is an artificial sweetener used as a sugar substitute in many products, and compelling evidence indicates ASP can
be toxic. Interestingly, mechanisms underlying ASP and AFB, toxicity involve oxidative stress. In this context,
concomitant use of ASP and AFB, in a meal may predispose to currently unidentified behavioural and biochemical
changes. Therefore, we evaluated the effect of AFB, (250 ug/kg, intragastrically (i.g.)) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.)
exposure for 7 days on behavioural and biochemical markers of oxidative stress in male Wistar rats. AFB, and/or
ASP increased hepatic glutathione S-transferase (GST) activity when compared to controls. In the kidneys, increased
GST activity was detected in AFB, and AFB,+ASP groups. In addition, AFB, and or ASP elicited behavioural
changes in the open field, marble burying and splash tests, however no additive effects were detected. Altogether,
present data suggest AFB, and ASP predispose to anxiety- and obsessive-compulsive-like symptoms, as well as to
enzymatic defence system imbalance in liver and kidney of Wistar rats.

Keywords: mycotoxin, sweetener, food products, oxidative stress, behavioural tests, sugar

1. Introduction

Food products rich in fibre, protein, carbohydrates, minerals
and vitamins are part of a healthy diet, but these nutrients
can serve as substrates for microorganism proliferation,
especially fungi (Orina et al., 2017; Peters et al., 2017;
Sadhasivam et al., 2017). Some species of fungi produce
toxic substances known as mycotoxins. Importantly,
mycotoxins contaminate around 75% of all cereals produced
in the world (Lee and Ryu, 2017; Schatzmayr and Streit,
2013). Among mycotoxins, aflatoxins are the prominent
group, of which aflatoxin B, (AFB,) is considered the
most toxic and abundant (Singh and Chuturgoon, 2017;
Stoev, 2015). In fact, food and beverages contaminated
with aflatoxins cause global health problems (Mitchell
et al., 2016). These toxins are the leading cause of some
types of liver cancer and severe gastrointestinal problems,
negatively affecting up to five billion people (Liu and Wu,

2010; Williams et al., 2004). In light of the deleterious effects
of mycotoxins, there is a need for regulation of their levels
in food. Nevertheless, the maximum acceptable levels vary
by country (Alshannaq and Yu, 2017; Schatzmayr and Streit,
2013). For instance, in Brazil and USA 20 pug/kg (ANVISA,
Legislation 07/2011) is the maximum level, whereas the
European Union (EC, 2006) has set limits to 4-15 pg/kg
of total aflatoxins. Moreover, in Japan total aflatoxin limit
is 10 pg/kg and in Germany it is 4 pg/kg, illustrating the
differences in limits for mycotoxins as food contaminants.

These mycotoxins are mutagenic, carcinogenic, hepatotoxic
and immunosuppressive; exert inhibitory effects on
biological processes, including changes at DNA and RNA
level, protein synthesis and development of oxidative
stress. Accordingly, AFB, is a group 1 carcinogenic by
International Agency Cancer Research (IARC) (Karabacak
et al., 2015; Vipin et al., 2017). Of note, AFB, is stable and
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can resist thermal processes such as roasting and cooking,
being present in roasted nuts and cooked products, as
well as other foods such as spices, fruits, cereals and their
derivatives (Marin et al., 2013).

Use of sweeteners allow a marked reduction in sugar
consumption and thus a significant decrease in caloric
intake, while maintaining the desirable palatability of foods
and beverages (Abhilash et al., 2014). Aspartame (ASP)
(L-aspartyl-L-phenylalanine methyl ester) is one of the
most used artificial sweeteners in the world. It is a high
intensity sweetener added to a wide variety of foods, low
calorie beverages, desserts, pharmaceuticals and as a table
top sweetener (Marinovich et al., 2013). The acceptable
daily intake levels of ASP established by the US Food and
Drug Administration and European Food Safety Authority
is 40 mg/kg/day (JECFA, 1980). Approximately 50% of
the ASP molecule is phenylalanine, 40% is aspartic acid
and 10% is methanol. Since its approval in 1965, studies
have been demonstrating several toxic manifestations in
different tissues and organs including liver, kidney and brain
(Abhilash et al., 2011; Ashok and Sheeladevi, 2015; Ashok
et al., 2017; Simintzi et al., 2007). In this context, methanol
is the most toxic ASP metabolite and causes widespread
systemic toxicity (Humphries et al., 2008).

Interestingly, mycotoxin-contaminated foods and feedstocks
may be consumed in the same meal with products
containing ASP, such as in a breakfast cereals (AFB,) with
yoghurt (ASP); cereal bars (AFB,) and artificial juice (ASP);
peanut cookies (AFB,) and flavoured water (ASP); bread
(AFB,) with fruit jelly (ASP) and coffee with ASP, bakery
products (AFB,) and soft drinks (ASP) (Lee and Ryu, 2017;
Magnuson et al., 2007; Marinovich et al., 2013; Rushing
and Selim, 2019). Therefore, in the present study we tested
the hypothesis that concomitant administration of ASP
and AFB, may predispose to toxic effects. In this context,
we investigated the effect of ASP and AFB,, alone or in
combination, on biochemical and behavioural parameters
in male Wistar rats.

2. Materials and methods
Animals and reagents

We used male Wistar rats weighting 40-50 g. Animals were
maintained under controlled light and environment (12:12
h light-dark cycle, 24+1 °C, 55% relative humidity) with
controlled access of water (100 ml) and food (40 g) daily.
Experimental protocols were performed with the objective
of keeping the number of animals used to a minimum, as
well as their suffering. These protocols were conducted
in accordance with national and international legislation
(guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation
— CONCEA - and of US Public Health Service’s Policy
on Humane Care and Use of Laboratory Animals — PHS

Policy), and with the approval of the Ethics Committee
for Animal Research of the Federal University of Santa
Maria (Process no. 3403220317). AFB, (Cas No. 1162-65-8,
>95% purity) and ASP (Cas No. 22839-47-0; >95% purity)
were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). A stock
solution of AFB, was prepared dissolving it in 2% dimethyl
sulfoxide (DMSO). ASP was prepared daily, dissolving it
in NaCl 0.9%.

Experimental design

Figure 1 shows the treatment schedule, DMSO (2%;
intragastrically (i.g.)) or AFB, (250 ug/kg; i.g.) and ASP
(75 mg/kg i.g.) or NaCl (0.9%, i.g.) by intragastric gavage
for 7 days. Dose and schedule for AFB, (250 pg/kg)
administration followed previous studies of Souto et al.
(2018) and Quian et al. (2013), whereas ASP dose (75 mg/
kg) was based on Ashok et al. (2014, 2015) and Iyyaswamy
et al. (2012). The time interval between intra gastric AFB,
and ASP administrations were 45 min, in such a way that
the peak plasma concentration of the two compounds
occurred as close as possible to each other (Burns et al.,
1990; Jubert et al., 2009).

During the treatment, water, feed intake and weight were
monitored once daily. In the last two days of treatment,
the animals were submitted to behavioural tests. On the
seventh day of treatment the animals were sacrificed by
decapitation and the liver, kidneys, cerebral cortex and
hippocampus we removed, weighed and homogenised in
30 mM Tris-HCI, pH 7.4 the for biochemical assays. The
experimental protocol was repeated three times to ensure
the reproducibility of the results.

Organ weights and relative organ weight ratios

The organs adrenal gland, spleen, brain, heart, liver, lung,
kidney and testicles were dissected, removed and weighed.
According to wet weight (absolute weight) and body weight
at necropsy, organ weight and organ body weight (relative
weight) were calculated.

Behavioural tests
Open-field test

The open field task is a simple assessment used to determine
general levels of activity, gross locomotor activity and
rodent exploration habits. On the sixth day after AFB,
and/or ASP treatments the rats were placed in the central
area of a round open field (56 cm in diameter), which
had its floor divided into 10 equal areas. Five areas of the
apparatus had their borders limited by the walls of the arena
and considered as peripheral areas. The remaining five
areas that had no contact with the walls of the apparatus
were central areas. The time spent in central areas was

294

World Mycotoxin Journal 12 (3)



o~y i

OH NH,

Aspartame 75 mg/kg

i 1 1 31

Effects of one-week exposure to aflatoxin B, and aspartame

Aflatoxin B, 250 pg/kg

lll

(&4\

|Day 1 2 3 4

5 6 | Euthanasia

Experimental groups: DMSO
ASP
AFB,
ASP +AFB,

Behavioral tests E ?
\ -

Biochemical analyses

Figure 1. Schematic presentation of the experimental protocol. Rats were weighed and randomly assigned into four groups
receiving dimethyl sulfoxide (DMSO) (2%), aflatoxin B, (AFB,) (250 pg/kg), aspartame (ASP) (75 mglkg) or ASP +AFB, by intragastric

gavage for 7 days.

measured as an index of anxiety-like behaviour. The number
of crossed areas (crossing) as well as the number of rearing
responses (animal stands on its hind legs) was recorded for
10 min (Kerr et al., 2005).

Marble burying test

The buried marbles test is used to evaluate anxiety-like and
obsessive-compulsive-like behaviour. The test protocol was
based on Deacon (2006) with some modifications. Using an
opaque plastic box (26x16 cm) with a 5 cm high sawdust
layer, 12 glass balls of approximately 15 mm diameter, 4
cm apart, forming 6 rows and 2 columns were arranged.
The animals were placed individually in the boxes and after
30 min, the animal was removed from the test site. The
number of glass beads with more than 75% of the object
body covered with sawdust were counted. In response to a
new or aversive stimulus, the animals will seek to leave this
environment, burying the offending object (e.g. glass beads)
as a defence mechanism. Increased burial of the beads
was interpreted as neophobic, a marker of fear/anxiety in
rodents (Burke et al., 2016).

Nesting test

The nest building test consists of evaluating the loss or
reduction of the animals’ ability to perform normal daily
tasks related to changes in cognitive behaviour. Both male
and female rats have the natural tendency of nesting, for
thermo-regulation, breeding and protection. In addition,
it can be used as a parameter to evaluate anxiety levels,
since the anxious animal would seek the construction of

the nest as a form of protection (Tsai-Teng et al., 2016).
The nest quality was assessed on a 1-5 rating scale, with
1 — nest let was not noticeable touched; 2 — nest let was
partially shredded and scattered on the floor; 3 — nest let
was mostly shredded but only flat nest was build; 4 — nest
was identifiable but flat; and 5 — nest was built in a burrow
(Deacon, 2012).

Splash test

The splash test is a valid behavioural marker of anhedonia
in models of depression (Steckert et al., 2017). This test
consists of squirting a 10% sucrose solution in the dorsal
coat of rats. The sucrose solution dirties the skin of the
rats and they initiate the grooming behaviour (which are
cleaning movements for the animals — licking or washing
the face and body). Hygiene time was measured for 10
min, such as latency for grooming (immobility time),
face grooming time, body grooming time, since animals
submitted to behavioural models of depression present
a shorter self-grooming time when compared to control
animals (Ducottet et al., 2003; Moretti et al., 2012).

Biochemical determinations
Non-protein thiols determination

Non-protein thiols (NPSH) levels of the cerebral cortex,
hippocampus, liver and kidney were measured according
to Ellman (1959) with some modifications. Samples were
precipitated with tricarboxylic acid (TCA) (10%) followed
by centrifugation at 3,000xg for 10 min at 4 °C. After the
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supernatant fraction (60 pl) was added to a reaction medium
containing potassium phosphate buffer (1 M, pH 7.4) and
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (10 mM), it
was read at 412 nm in a spectrophotometer. Results were
expressed as nmol NPSH/mg protein, expressed as percent
of control, using L-cysteine as thiol standard.

Ascorbic acid determination

Determination of ascorbic acid content (vitamin C) was
according Jacques-Silva et al. (2001). Samples (cerebral
cortex, hippocampus, liver and kidney) were precipitated
with 5% TCA and centrifuged at 3,000xg for 10 min at
4 °C. The supernatant (300 pl) was incubated for 3 h at
37 °C with 13.3% TCA (75 pl) and colour development
solution (100 mM dinitrophenylhydrazine, 30 mM thiourea
and 17 mM Cu,SO, in 5 M H,SO,) (75 ul). We measured
the reaction product at 520 nm in a spectrophotometer.
A standard curve of ascorbic acid was prepared, and the
results are expressed as nmol of ascorbic acid/mg of protein,
as percent of control.

Thiobarbituric acid reactive substances determination

Lipid peroxidation was estimated by measuring
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
expressed in terms of malondialdehyde (MDA) content,
according to the method of Ohkawa et al. (1979) with some
modifications. Samples (cerebral cortex, hippocampus,
liver and kidney) (80 pl) were incubated for 2 h at 95 °C
in a medium containing 0.8% thiobarbituric acid (200 ul),
2.5 M acetic acid (100 pl; pH 3.4), 8.1% sodium dodecyl
sulphate (25 pl) and distilled water (135 pl). After cooling
to room temperature, absorbance was measured at 532
nm in a spectrophotometer. A MDA standard curve was
prepared and results were expressed as nmol MDA/mg
protein as percent of control.

Antioxidant power of iron reduction determination

The antioxidant power of iron reduction (FRAP) assay
followed the method described by Benzie and Strain
(1996), performed on cerebral cortex, hippocampus, liver
and kidney. Samples (25 pl) were incubated for 60 min at
37 °C in 275 pl of FRAP working solution (25 volumes of
300 mM acetate buffer — pH 3.6, 2.5 volumes of 10 mM
2,4,6-tripyridyl-s-triazine and 2.5 volumes of 20 mM
FeCl;-3H,0). We measured the reaction product on a
spectrophotometer having a length of 630 nm and the
results presented in nmol Fe**/mg protein and expressed
as a percentage of the control.

Na*, K*-ATPase activity measurements

The cerebral cortex and the hippocampus were
homogenised in ice-cold 30 mM imidazole buffer (pH
7.4) and determination of Na*, K*-ATPase activity was
performed as described by Funck et al. (2014) with some
additions. Substrate concentrations were saturated, and
the reaction was linear with respect to protein amount
and time. Appropriate controls were included in the assays
to control the non-enzymatic hydrolysis of ATP. Specific
Na*, K*-ATPase activity was calculated by subtracting the
ouabain insensitive activity from the overall activity (in
the absence of ouabain) and normalised to control values.

Catalase activity

Catalase (CAT) activity was determined following the
decomposition of 30 mM hydrogen peroxide in 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.0) maintained at a
temperature of 37 °C, the reading was performed at a
wavelength of 240 nm for 75 s, according to the method
proposed by Aebi (1984), in the liver and kidneys. CAT
specific activity was expressed as first-order rate constant k,
per mg of protein. Appropriate controls for non-enzymatic
decomposition of hydrogen peroxide were included in the
assays.

Glutathione S-transferase activity

Glutathione S-transferase (GST) activity was assayed
spectrophotometrically at 340 nm by the method of Habig
et al. (1974). The reaction mixture contained an aliquot of
supernatant of liver, kidney, 0.1 M potassium phosphate
buffer (pH 7.4), 100 mM glutathione (GSH) and 100 mM
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), which was used as
substrate. We expressed enzymatic activity as nmol CDNB/
min/mg of protein.

Protein determination

Total protein measurement was performed according to
Bradford (1976).

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out by two-way ANOVA and
post hoc analyses were carried out by the Newman-Keuls,
using a Graphpad prism 6.0 software (La Jolla, CA, USA).
A probability of P<0.05 was considered significant, and all
data are reported as mean and standard error of the mean.
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3. Results

Body weight, food and water consumption and relative
organs weight

Body weight gain [F (21, 120) = 0.7188; P=0.8068], water [F
(15, 72) = 0.2375; P=0.9984] and food [F (15, 72) = 0.5567;
P=0.8978] consumption were identical in all groups along
the seven days of treatment, data not shown. In addition,
no effects of AFB, and/or ASP were detected regarding
absolute (Table 1) or relative (Table 2) weight of adrenal
gland, spleen, brain, heart, liver, lung, kidney or testes.

Behavioural tests

To investigate whether AFB, and/or ASP alter motor and
exploratory behaviour of rats, animals were evaluated in
the open field paradigm. Statistical analysis showed all

Effects of one-week exposure to aflatoxin B, and aspartame

treated groups differ from the control group, and that
ASP decreased the crossings compared to AFB, and ASP/
AFB, group (Figure 2A) [F (1, 20) = 15.70; P=0.0008].
ASP decreased the number of rearings when compared
to control, AFB, and AFB, plus ASP (Figure 2B) [F (1, 20)
= 9.582; P=0.005]. On the other hand, no differences were
detected in number of faeces [F (1, 20) = 3.351; P=0.0821]
(Figure 2C) or in grooming behaviour [F (1, 20) = 0.3478;
P=0.5620] (Figure 2D). The latency to start exploration was
longer in AFB, -treated group, compared to other groups
(Figure 2E) [F (1, 20) = 7.305; P=0.0137]. Moreover, AFB,
and AFB, plus ASP increased the time spent in the centre
of the open field (Figure 2F) [F (1, 20) = 21.12; P=0.0002]
compared to the DMSO and ASP group.

In addition to open field test, marble burying, nesting test
and splash test were evaluated in animals. ASP or AFB, plus
ASP increased the number of buried balls when compared

Table 1. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) and/or aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g.) on the organ weight of animals.!

Organs Treatment
DMSO AFB, ASP AFB,+ASP

Adrenal gland 0.034+0.001 0.035+0.002 0.036+0.002 0.036+0.001
Spleen 0.345+0.010 0.355+0.015 0.368+0.014 0.392+0.020
Brain 1.132+0.017 1.157+0.011 1.142+0.021 1.175+0.018
Heart 0.488+0.015 0.481+0.017 0.467+0.009 0.487+0.003
Liver 4.712+0.081 4.585+0.133 4.615+0.043 4.795+0.157
Lung 0.725+0.024 0.755+0.026 0.765+0.032 0.795+0.030
Kidney 1.063+0.025 1.046+0.016 1.061+0.027 1.090+0.023
Testicles 0.723+0.053 0.608+0.047 0.734+0.013 0.742+0.032

1 DMSO0 = dimethy! sulfoxide. Data are mean + standard error of the mean for n=6 animals in each group.

Table 2. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) andlor aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g.) on organ-to-body weight ratio and

organ-to-brain weight ratio.!

Organs Organ-to-body weight ratio Organ-to-brain weight ratio

DMSO AFB, ASP AFB,+ASP DMSO AFB, ASP AFB,+ASP
Adrenal gland  0.033+0.002  0.035+0.002  0.037+0.002  0.038+0.002 2.988+0.198 3.038+£0.222 3.147+0.197 3.088+0.128
Brain 1.127+0.031  1.187+0.023  1.197+0.029  1.158+0.010 - - - -
Spleen 0.342+0.006  0.358+0.015 0.395+0.017  0.387+0.017 30.617+1.287 30.400+1.233 32.233+0.953 33.500+1.275
Heart 0.492+0.016  0.488+0.022  0.495+0.012  0.486+0.011 42.954+1.116  41.201+1.392 41.465+1.289 41.131+0.532
Liver 4710+0.037 4.698+0.091 4.862+0.102 4.795+0.059 420.03+9.33  391.54+10.80 400.77+6.99  408.23+12.47
Lung 0.747+0.026  0.763+0.026  0.817+0.063  0.788+0.016 65.750+3.824 64.900+2.613 67.400+2.921 67.700+2.463
Kidney 1.073£0.020  1.077+0.026  1.123+0.059  1.093+0.022 93.663+2.494 90.743+1.002 91.940+2.828 92.473+2.424
Testicles 0.722+0.048  0.687+0.016  0.788+0.015  0.776+0.033 63.899+5.598 52.631+4.057 64.411+1.462 62.925+3.068
1 DMSO = dimethy! sulfoxide. Data are mean + standard error of the mean for n=6 animals in each group.
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Figure 2. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) and/or aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g.) on open-field parameters: crossing
(A), rearing (B), faeces number (C), grooming behaviour (D), latency to exploration (E), time spent in centre (F). Data are mean +
standard error of the mean for n=6 animals in each group. * indicates a significant difference (P<0.05) compared with dimethyl
sulfoxide (DMSO) group. + indicates a significant difference (P<0.05) compared with AFB, group. £ indicates a significant difference
(P<0.05) compared with ASP group. # indicates a significant difference (P<0.05) compared with AFB,+ASP group.

to the control group and AFB, group (Figure 3A) [F (1, 20)
=22.02; P=0.0001]. On the other hand, in the nesting test
no score differences were detected (Figure 3B) [F (1, 20) =
0.05618; P=0.8151]. Regarding the splash test, we detected
decreased immobility time (latency to clean) [F (1, 20) =
5.428; P=0.0304] (Figure 4A) and time to grooming face [F
(1, 20) = 6.094; P=0.0227] (Figure 4B) in all groups when
compared to the control group. No differences between

groups were detected regarding the time spent in grooming
behaviour (Figure 4C) [F (1, 20) = 0.1271; P=0.7252].

Biochemical analyses
Oxidative stress parameters were measured in liver, kidneys,

cerebral cortex and hippocampus. Regarding non-enzymatic
defences, no significant differences were observed in NPSH
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Figure 3. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) andlor
aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g.) on marble burying test (A)
and nesting test (B). Data are mean + standard error of the
mean for n=6 animals in each group. * indicates a significant
difference (P<0.05) compared with dimethyl sulfoxide (DMSO)
group. + indicates a significant difference (P<0.05) compared
with AFB, group.

or ascorbic acid levels in cerebral cortex or hippocampus
(Table 3) [F (1, 20) = 3.238; P=0.0870], [F (1, 20) = 1.632;
P=0.2161], [F (1, 20) = 5.772; P=0.0261] and [F (1, 20) =
0.7161; P=0.4074], respectively. In addition, AFB, and ASP,
alone or in combination, did not change NPSH, ascorbic
acid, TBARS or FRAP content in liver and kidneys of the
animals (Table 4).

TBARS content increased in the hippocampus after AFB,
plus ASP when compared to AFB, (Table 3) [F (1, 20) =
4.832; P=0.0399]. Moreover, AFB, decreased FRAP content
when compared to all other groups (Table 3) [F (1, 20) =
5.852; P=0.0252]. TBARS and FRAP content of the cerebral
cortex were not different between the groups (Table 3) [F
(1, 20) = 3.724; P=0.0679] and [F (1, 20) = 1.044; P=0.3191].
In addition, we investigated whether AFB, and/or ASP alter
Na*, K*-ATPase activity in the cerebral cortex. However,

Effects of one-week exposure to aflatoxin B, and aspartame

A Splash test
150

100

a
o
L

Latency to grooming(s)

[vs}
&,
0
4
0N
4
%

100

80

60 X

40

Grooming (face) (s)

20

o
5N

100

80

60

40

Grooming (body) (s)

20

S
S
N

%Ky
S

X,
k;

Figure 4. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) andlor
aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g.) on splash test parameters:
immobility time (A), grooming face (B) and grooming body (C).
Data are mean + standard error of the mean for n=6 animals
in each group. * indicates a significant difference (P<0.05)
compared with dimethyl sulfoxide (DMSO) group.

statistical analyses revealed that total Na*, K*-ATPase, al
or a2/a3 activities were not altered by ASP and/or AFB,
(Table 5 [F (1, 20) = 0.6705; P=0.4225], [F (1, 20) = 1.821;
P=0.1923] and [F (1, 20) = 2.186; P=0.1548].

Interestingly, AFB, and/or ASP altered enzymatic defences.
In fact, AFB, and AFB, plus ASP decreased CAT activity
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Table 3. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) andlor aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g.) on non-protein thiols (NPSH) content,
ascorbic acid content, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) content and antioxidant power of iron reduction (FRAP)

content in cortex cerebral and hippocampus.!
DMSO

NPSH (nmol NPSH/mg protein) (% of vehicle)
Cerebral cortex 100.00+2.58
Hippocampus 100.00+3.42
Ascorbic acid content (nmol ascorbic acid/mg protein) (% of vehicle)

Cerebral cortex 100.00+3.24

Hippocampus 100.00+8.16
TBARS (nmol MDA/mg protein) (% of vehicle)

Cerebral cortex 100.00+3.56

Hippocampus 100.00+6.69
FRAP (nmol Fe2*/mg protein) (% of vehicle)

Cerebral cortex 100.00+2.71

Hippocampus 100.00+2.74

AFB,
87.31210.06
93.30£2.75

95.56+4.01
77.689+4.48

130.36+12.93
78.08+7.71

100.83+6.06
80.20£3.434#£

ASP

79.94+6.79

86.72+6.66

83.72£3.39
91.76+10.39

144.88+36.61
98.84+10.90

98.12+8.37
101.90+4.54

AFB,+ASP
91.36245.06
90.6382.35

100.82+6.50
82.04+5.15

97.44£10.27
127.83+17.69+

111.82+6.64
100.33+4.09

1 Data are mean + standard error of the mean for n=6 animals in each group. +indicates a significant difference (P<0.05) compared with AFB, group. #
indicates a significant difference (P<0.05) compared with AFB,+ASP group. £ indicates a significant difference (P<0.05) compared with dimethyl sulfoxide

(DMSO)/ASP group.

Table 4. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) andlor aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g) on NPSH content; ascorbic acid
content; thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) content; antioxidant power of iron reduction (FRAP) content; catalase
activity; and glutathione-S-transferase (GST) activity in liver and kidney.'

DMSO

NPSH (nmol NPSH/mg protein) (% of vehicle)

Liver 100.00+1.14

Kidney 100.00+5.38
Ascorbic acid content (nmol ascorbic acid/mg protein) (% of vehicle)

Liver 100.00+4.02

Kidney 100.00+3.91
TBARS (nmol malondialdehyde/mg protein (% of vehicle)

Liver 100.00+3.87

Kidney 100.00+3.93
FRAP (nmol Fe2*/mg protein (% of vehicle)

Liver 100.00+0.81

Kidney 100.00+1.86
Catalase (K/mg of protein)

Liver 2.27+0.08

Kidney 0.74+0.02
GST (n mol CDNB/mg protein/ min)

Liver 21.41£0.74

Kidney 10.84+0.28

AFB,
103.84:8.04
102.35+4.64

91.93+8.64
96.57+0.77

96.83+3.89
92.54+4.54

98.32+3.31
99.82+4.03

1.36+0.08"€
0.98+0.03*

41.69+0.39%
15.63+0.17*€

ASP

96.1746.73

94.42+5 57

95.17+1.34
90.51£3.17

92.89+4.66
92.68+6.75

97.19£2.15
90.78+4.47

2.20£0.07
0.70+0.02+#

32.69+0.56*
11.27+0.19

AFB,+ASP
95.22+7.66
98.59:4.23

88.34£2.72
92.82+4.38

93.38+3.19
87.64+3.25

98.77+4.23
97.54+1.35

1.49+0.05*2
0.95+0.01*

29.98+0.56*+£
12.88+0.53*+£

1 Data are mean + standard error of the mean for n=6 animals in each group. * Indicates a significant difference (P<0.05) compared with dimethyl sulfoxide
(DMSO)group. +Indicates a significant difference (P<0.05) compared with AFB, group. £ Indicates a significant difference (P<0.05) compared with ASP
group. # Indicates a significant difference (P<0.05) compared with AFB,+ASP group.
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Effects of one-week exposure to aflatoxin B, and aspartame

Table 5. Effect of aflatoxin B, (AFB,) (250 pglkg, i.g.) andlor aspartame (ASP) (75 mglkg, i.g.) on Na*, K*, ATPase activity (A min/

mg protein) in cerebral cortex.!
pmso!

Na*, K*, ATPase activity (A min/mg protein) (% of vehicle)

NaK total 100.00+3.93
NaK a-1subunit 100.00+4.32
NaK a-2.3subunit 100.00+6.56

AFB, AsP AFB,+ASP

104.17+12.55 104.43+5.26 9451978
9753752 107.77+3.76 91.32+423
117.10£22.36 19.73+12.71 93.43+12.52

1 Data are mean + standard error of the mean for n=6 animals in each group. DMSO = dimethyl sulfoxide.

in the liver [F (1. 20) = 115.3; P<0.0001] (Table 4) when
compared to the control group and ASP group. Conversely,
AFB, and AFB, plus ASP increased CAT activity in the
kidney [F (1. 20) = 86.42; P<0.0001] (Table 4), whereas ASP
decreased CAT activity when compared to AFB, and AFB,
plus ASP. In addition, hepatic GST activity increased in all
groups when compared to the control group [F (1, 20) =
391.3; P<0.0001]. GST activity in the kidney increased after
AFB, or ASP plus AFB, when compared to the control and
ASP group [F (1, 20) = 23.25; P=0.0001] (Table 4).

4. Discussion

In the present study we investigated the effects of one-
week treatment with AFB, and/or ASP on behaviour
and on oxidative stress parameters in cerebral cortex,
hippocampus, liver and kidney of male Wistar rats. ASP is
a food additive used in more than 6,000 consumer products
and nearly 500 pharmaceuticals, including medicines for
children (Magnuson et al., 2007). The chronic use of ASP
causes several harmful effects on human health, including
neurological disorders (Van den Eeden et al., 1994). AFB,
is a food contaminant present in different raw materials.
It is a heat-resistant compound and its presence does
not change the final product characteristics (Casquete
et al., 2017; Ji et al., 2016). Toxic effects of ASP and AFB,
include overproduction of reactive oxygen species, such as
superoxide anion, hydroxyl radical and hydrogen peroxide,
disturbing antioxidant defences and eventually promoting
oxidative stress (Towner et al., 2003). Considering that
ASP and AFB, may be simultaneously present in meals,
the present study aimed to investigate the effects ASP and
AFB, on behavioural and biochemical parameters in rats.

Weight gain, water and food intake were not altered by
AFB, and/or ASP. Accordingly, a study using ASP (40 mg/
kg, i.g.) in male adult Wistar rats (120-150 g) for 6 weeks
did not find changes in body weight gain (Finamor et al.,
2014). Trebak et al. (2015) showed that repeated exposure
to AFB, in adult male rats twice weekly for 5 weeks (1.5 or
3 mg/kg) dose-dependently decreases body weight gain.
These data are in agreement with a previous study reporting

that AFB, at 2 mg/kg, but not at 32.8 pg/kg or 327.9 ug/kg,
decreases body weight gain (Coulombe and Sharma, 1985).
To some extent, these findings agree with present data, since
we used low AFB, dose. In addition, Raisuddin et al. (1990)
showed that high doses (700 mg/kg for 14 days) of AFB,
are necessary to reduce body weight gain in weaned Wistar
rats. Regarding this point, the WHO accepts a tolerable
daily intake of 20 pg/kg for total aflatoxins. Translating the
dose used in the present study (250 pg/kg) according to the
formula proposed by Reagan-Shaw et al. (2008), we found a
human estimated dose of 0.040 mg/kg (40 pg/kg). Indeed,
this dose would represent occasional intoxication by high
amounts of aflatoxins. In this context, high levels of AFB,
can be present in some foods, from 6.7 mg kg in peanut
products to 36.9 mg/kg in Brazil nuts (Andrade et al.,, 2013).
Moreover, peanut and derived products present a high
incidence of aflatoxin contamination (34.7% of samples),
with samples containing up to 1.7 mg/kg of total aflatoxins
(Caldas et al., 2002).

Studies performed with AFB, and ASP reported oxidative
stress as a major mechanism underlying their toxicity. In
the study by Alm-Eldeen et al. (2015), AFB, (750 pg/kg
i.g.) decreased antioxidant enzymes activities (superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx)), increased lipid peroxidation and hydrogen peroxide
in male rats. El-Nekeety et al. (2011) found increased lipid
peroxidation in the liver and kidneys and severe histological
changes in liver after 2 weeks of treatment with AFB,
(2.5 mg/kg i.g.). Naaz et al. (2014) showed an increase in
lipoperoxidation (LPO) level and a decrease in GSH levels
and in the activity of GPx, GST, glutathione reductase (GR),
SOD, CAT after 90 days of treatment with AFB, (66.60 pg/
kg i.g.). Additionally, Abhilash et al. (2011) showed that
ASP (1000 mg/kg i.g.) for 180 days increased aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP), y-glutamyl transpeptidase
(GGT) and decreased GSH levels, GPx and GR activities in
liver of rats. Ashok and Sheeladevi (2015) found that ASP
(40 mg/kg i.g.) increased the activity of SOD, CAT, GPx,
LPO content and decrease GSH and NPSH in the liver
of rats. Thus, present results are in agreement with the
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aforementioned studies, since one-week treatment with ASP
and/or AFB, altered activity of antioxidant enzymes and
predisposing to oxidative stress. Interestingly, it has been
reported that AFB, elicits neurotoxic effects. Karabacak
et al. (2015), reported that AFB, (400 pg kg bw/day for 28
days) increased levels of MDA, SOD and CAT in the brain of
Sprague-Dawley female rats. Such effects were neutralised
by Tarantula cubensis D6, a homeopathic medicine. Kanbur
etal. (2011) showed a pro-oxidant effect of AFB, (1,250 ug/
kg) after 14 days of treatment, since SOD activity increased,
whereas GSH-Px activity decreased in the brain. Souto et
al. (2018) showed AFB, (250 pg/kg) decreased NPSH and
ascorbic acid levels and increased expression of the p-PKCa
subunit ratio Ser957/PKCa in the cerebral cortex, without
concomitant changes in the MDA content, SOD and GST
activities. Additionally, some studies with ASP revealed
dose-dependent central nervous system (CNS) toxicity.
For instance, increased LPO, nitric oxide (NO) content,
SOD and CAT activities enzymes were observed after high
doses of ASP, evidencing occurrence of oxidative stress in
animals’ brains (Abdel-Salam et al., 2012; Adaramoye and
Akanni, 2016; Ashok and Sheeladevi, 2015). On the other
hand, we did not observed differences in NPSH and ascorbic
acid content in cerebral cortex and hippocampus (Table
3), as well as in Na*, K*-ATPase activity in the cerebral
cortex (Table 5). Regarding this point, it is suggested that
the differences in experimental variables (time, specie,
dose, etc.) may have accounted for the lack of effect of
ASP or AFB, on some biochemical parameters. Duration
of exposure to ASP and AFB, seems to be critical, since
a study with acute oral administration of ASP (4.5 mg/
kg) in adult diabetic rats had no influence on glycemia
or insulin levels (Shigeta et al., 1985). Abnormal glucose
homeostasis, decreased release of serotonin, noradrenaline
and dopamine, and oxidative stress were linked to memory
loss in mice after chronic treatment with ASP for 30 days
at doses of 0.625, 1.875 or 5.625 mg/kg (Abdel-Salam et al.,
2012). This is particularly important considering that the
dose of 75 mg/kg bw/day used here translates to a human
estimated dose of 12.15 mg/kg (Reagan-Shaw et al., 2008),
which represents around one third of maximum permitted
levels (40 mg/kg) (JECFA, 1980).

Few studies have evaluated the effects of ASP or AFB, on
behavioural tests. Considering some evidences that ASP
and AFB,; modulate neurotransmitter synthesis/action
(Abdel-Salam et al., 2012; Coulombe and Sharma, 1985),
we investigated the effect of these compounds alone or
in association on behavioural tests. Our results support
the view that these compounds affect the CNS, since
they modified different behavioural parameters. In the
open field, we observed a prominent effect of the ASP in
locomotor and exploratory activity, decreasing crossing,
rearing when compared to control, AFB, and AFB, plus
ASP groups. AFB, group increased the latency to explore
when compared to the control, ASP and AFB, plus ASP

groups (Figure 2). Therefore, these results suggest that ASP
increases anxiety of animals, and that association with AFB,
blunts these effects. In addition, in the marble burying test,
ASP or AFB, plus ASP increased the number of marbles
buried when compared to the control and AFB, groups
(Figure 3A). These results suggest increased anxiety- or
obsessive-compulsive-like behaviour, since they buried
more balls than controls and AFB,. In fact, increased
burial of the balls is a marker of fear/anxiety or obsessive-
compulsive disorder in rodents (Deacon, 2006). Moreover,
it has been shown that compounds active on serotonin
systems decrease marble burying behaviour. Therefore,
based on this pharmacological evidence, we suggest
that ASP induce anxiety-like or obsessive-compulsive-
like behaviour. Moreover, in the splash test ASP and/or
AFB, decreased latency to grooming (immobility time)
and decreased grooming behaviour compared to control
(Figure 4A and 4B). Accordingly, some models of anhedonia
and depression present a shorter self-grooming time when
compared to control animals, indicating that AFB,, ASP
and their association may predispose to anhedonia- or
depressive-like behaviour.

In this context, Ashok and colleagues (2014) reported that
long-term (90 day) oral administration of ASP (75 mg/kg)
disturbed locomotor activity and emotional behaviour of
Wistar rats in open field trials and elevated plus maze.
Moreover, prenatal exposition to AFB, alters cliff avoidance,
negative geotaxis, surface righting activity, ascending wire
mesh, open-field behaviour, and exploratory and locomotor
activities (Kihara et al., 2000; Supriya and Reddy, 2015).
On the other hand, our previous studies suggest single
acute oral administration of AFB, (250 pg/kg/i.g.) does not
alter open field test, forced swim, elevated plus maze, taste
preference test and novel object recognition performance
48 h after exposure (Souto et al., 2018). Altogether, these
studies suggest that the administration of AFB, and ASP
may be associated with behavioural changes, and that
these are dependent on the protocol used, including route
of administration, dose, specie, age and the duration of
treatment. Moreover, no clear cause-effect relationship
between oxidative stress and behavioural alterations could
be definitely established from the present study. Regarding
this point, we decided to study the effects of AFB, and
ASP on liver and kidney since there are many reports
indicating that these organs are target to toxicity by these
compounds, and that oxidative stress plays a pivotal role
in pathophysiology of mycotoxin and ASP intoxication.
In addition, systemic organ toxicity elicits brain oxidative
stress, as seen for instance in uremic (Kovalcikova et al.,
2018) or hepatic encephalopathy (Norenberg et al., 2004),
and oxidative stress in the hippocampus and cerebral
cortex has been reported after AFB, or ASP treatment.
These observations, along with the fact that behavioural
impairment is often related with structural and functional
changes in these cerebral areas (Deacon, 2006), may warrant
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further studies to investigate the potential role of oxidative
stress on behavioural impairment elicited by AFB, and/
or ASP.

In conclusion, exposure to AFB, and/or ASP altered
behavioural parameters and biochemical parameters
of oxidative stress in different rat organs More studies
involving other exposure protocols, behavioural tests as well
as markers of cellular damage may clarify the mechanisms
underlying these changes, aiming to improve food safety,
particularly in products containing food additives, such as
ASP and that are subject to contamination by AFB,.
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Abstract

Aspartame (ASP) is one of the most popular artificial sweeteners in the world but its use may
cause some adverse health effects, including obesity, metabolic syndrome and modification in
the intestinal microbiota. In addition, food products are susceptible to mycotoxin
contamination, aflatoxin B1 (AFBL1) is the most recurrent and toxic. Exposition to AFB1
results in distinct symptoms, including generalized systemic toxicity and behavioral changes.
Interestingly, mechanisms underlying ASP and AFB1 toxicity involve oxidative stress, that
may influence behavioral changes. Therefore, we evaluated the effect of exposure to AFB1
(250 pg/kg, 1.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) for 14 days in rats. Animals were subjected to
behavioral analysis, and after testing, biochemical parameters were measured in the cerebral
cortex, hippocampus, liver and kidneys. In the open field test, AFB1 and/or ASP affects the
motor, exploratory and grooming behavior. AFB1 and AFB1+ASP groups increased the
number of buried balls. In splash test, reduced time to grooming face and body in all treated
groups compared to the control were observed. In the liver, AFB1 and/or ASP increased
TBARS levels, GST and CAT activities, and decreased ascorbic acid, NPSH and FRAP levels
when compared to control. In the kidneys, AFB1+ASP increased GST and CAT activities,
accompanied by increased TBARS and decreased NPSH content. In hippocampus and
cerebral cortex there was an increase in TBARS content, accompanied by a decreased
ascorbic acid, NPSH and FRAP in all groups compared to control. Mitochondrial SOD-2
immunoreactivity decreased after AFB1 or ASP exposition in hippocampus. These findings
provide new insights into the interactions between ASP and AFB1 as promoters of renal,
hepatic, as well as neurochemical parameters accompanied by behavioral changes.

Key-words: mycotoxin; sweetener; oxidative stress; liver; kidneys; neurochemical.
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1 Introduction

Aspartame (ASP) is one of the most used artificial sweeteners in the world, have a
high sweetness potential, which is 200 to 300 times greater than that of sucrose, with no
metallic residue or bitter taste. It is cheaper than sugar and is an attractive alternative for
manufacturers (Figlewicz et al., 2009; Marinovich et al., 2013).

ASP is incorporated into more than six thousand products, including soft drinks,
frozen dessert, yogurt, chewable multivitamins, and breakfast cereals. It is also used in about
600 pharmaceutical products and is, therefore, consumed by millions of people worldwide
(Butchko and Stargel, 2001; Lee and Ryu, 2017; Magnuson et al., 2007; Marinovich et al.,
2013; Rencuzogullari et al., 2004; Rushing and Selim, 2019). The acceptable daily intake
levels of ASP established by U.S. Food and Drug Administration and European Food Safety
Authority is 40 mg/kg/day (JECFA, 1980). Approximately 50% of the aspartame molecule is
metabolized in phenylalanine, 40% is aspartic acid and 10% is methanol. Since its approval in
1965, studies have been demonstrating several toxic manifestations in different tissues and
organs including liver, kidney and brain (Abhilash et al., 2011; Ashok et al., 2017; Ashok and
Sheeladevi, 2015; Simintzi et al., 2007). In this context, methanol is the most toxic aspartame
metabolite and causes widespread systemic toxicity (Humphries et al., 2008). Use of
sweeteners allow a marked reduction in sugar consumption and thus a significant decrease in
caloric intake, while maintaining the desirable palatability of foods and beverages (Abhilash
et al., 2014). Many people today are pursuing a healthier lifestyle, including low sugar and
whole foods.

Whole foods are rich in fiber, protein, carbohydrates, minerals and vitamins these
nutrients can serve as substrates for microorganism proliferation, especially fungi (Orina et
al., 2017; Peters et al., 2017; Sadhasivam et al., 2017). Some species of fungi produce toxic
substances known as mycotoxins. Importantly, mycotoxins contaminate around 75% of all
cereals produced in the world (Lee and Ryu, 2017; Schatzmayr and Streit, 2013). In fact, food
and beverages contaminated with aflatoxins cause global health problems (Mitchell et al.,
2016). AFB1 is the most toxic and prevalent, and AFB1 classified as a group 1 of
carcinogenicity by International Agency Cancer Research (IARC) (Ostry et al., 2017; Singh
and Chuturgoon, 2017; Stoev, 2015).

AFB1 has been shown to affect several organs and tissues; however, the liver is its
target organ, since it has been shown to cause hepatocellular carcinoma (HCC) after chronic
exposure, negatively affecting up to five billion people (Liu and Wu, 2010; Rushing and
Selim, 2019; Williams et al., 2004; Wogan et al., 2012). It is also mutagenic, teratogenic,
immunotoxic (Bondy and Pestka, 2000; Rushing and Selim, 2019), impairs growth in children
(Hoffmann et al., 2018; Khlangwiset et al., 2011) and affects reproductive health (Eze et al.,
2018). Of note, AFBL1 is stable and can resist thermal processes such as roasting and cooking,
being present in roasted nuts and cooked products, as well as other foods such as spices,
fruits, cereals and their derivatives (Marin et al., 2013).

Interestingly, mycotoxin-contaminated foods and feedstocks may be consumed in the
same meal with products containing aspartame (ASP), such as in a breakfast cereals (AFB1)
with yogurt (ASP); bread (AFB1) with jam/jellie (ASP) and coffee with ASP, bakery products
(AFB1) and soft drinks (ASP) (Lee and Ryu, 2017; Magnuson et al., 2007; Marinovich et al.,
2013; Rushing and Selim, 2019). Mechanisms underlying ASP and AFB1 toxicity involve
oxidative stress, that may influence behavioral changes Therefore, in the present study we
tested the hypothesis that concomitant administration of ASP and AFB1 may predispose to
toxic effects after 14 days of exposition, and we investigated biochemical and behavioral
parameters in male wistar rats.
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2 Materials and methods
2.1 Animals and Reagents

Male Wistar rats (50-60g), with 21 days of age were used. Animals were maintained
under controlled light and environment (12:12 h light-dark cycle, 24 £ 1 °C, 55% relative
humidity) with controlled access of water (100 mL) and food (40 g) daily. Experimental
protocols were performed with the objective of keeping the number of animals used to a
minimum, as well as their suffering. These protocols were conducted in accordance with
national and international legislation (guidelines of Brazilian Council of Animal
Experimentation — CONCEA — and of U.S. Public Health Service’s Policy on Humane Care
and Use of Laboratory Animals — PHS Policy), and with the approval of the Ethics
Committee for Animal Research of the Federal University of Santa Maria (Process n°
3403220317). Aflatoxin B1 (Cas No. 1162-65-8, > 95% purity) and Aspartame (Cas No.
22839-47-0; >95% purity) were obtained from Sigma (St. Louis, Missouri, USA). A stock
solution of AFB1 was prepared dissolving it in 2% DMSO. ASP was prepared daily,
dissolving it in NaCl 0.9%.

2.2 Experimental Design

Rats were divided randomly into four groups, with 8 rats in each group. The
experimental protocol was repeated four times to ensure the reproducibility of the results.
Each animal received a dose of treatment by intragastric gavage, for 14 days.

Group | (the control group): DMSO (2%; i.g.) + NaCl (0.9 %, i.g.)

Group II: AFB1 (250 pg/kg; i.g.) + NaCl (0.9%, i.g.)

Group I11: ASP (75 mg/kg; i.g.) + DMSO (2%; i.g.)

Group IV: AFBI (250 pg/kg; i.g.) + ASP (75 mg/kg i.g.)

Dose and schedule for AFB1 (250 pg/kg) administration followed previous studies of
Souto et al (2018, 2019) and Quian et al. (2013), whereas ASP dose (75 mg/kg) was based on
Souto et al (2019) and Ashok et al., (2014).

During the treatment, water, feed intake and weight were monitored once daily. On the
fourteen day, after behavioral tests, animals were sacrificed by decapitation and the liver,
kidneys, cerebral cortex and hippocampus were removed, weighed and homogenized in 30
mM Tris-HCI (pH 7.4), centrifuged for 10 min. at 3000 g to obtain the supernatant for the
biochemical analysis.

2.3 Organ Weights and Relative Organ Weight Ratios

The organs adrenal gland, spleen, brain, heart, liver, lung, kidney and testicles were
dissected, removed and weighed. According to wet weight (absolute weight) and body weight
at necropsy, organ weight and organ body weight (relative weight) were calculated.
2.4 Behavioral tests

2.4.1 Open-field test

The open field task is a simple assessment used to determine overall activity levels,
gross locomotor activity and rodent exploration habits. On the thirteenth day after treatment
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with AFB1 and/or ASP, the rats were evaluated for 10 minutes and the records were made
according to Souto et al. 2019.

2.4.2 Marble Burying test

The buried marbles test is used to evaluate the anxiety of animals. In response to a
new or aversive stimulus, when animals are placed in the box with glass beads (balls), the
animals will seek to leave this environment, burying the offending object as a defense
mechanism. Increased burial of the beads is interpreted as neophobic, a marker of fear/anxiety
in rodents (Burke et al., 2016). The test was performed based on the method described by
Deacon, 2006 with some modifications by Souto 2019.

2.4.3 Nesting test

The construction of the nest can be used as a parameter to evaluate the anxiety of the
animal, since the anxious animal would seek the construction of the nest as a form of
protection (Tsai-Teng et al., 2016). The nest quality was assessed on a 1-5 rating scale, with 1
— nest let was not noticeable touched; 2 — nest let was partially shredded and scattered on the
floor; 3 — nest let was mostly shredded but only flat nest was build; 4 — nest was identifiable
but flat; and 5 — nest was built in a burrow (Deacon, 2012).

2.4.4 Splash test

The splash test is a valid behavioral marker of anhedonia induced in models of
depression (Steckert et al., 2017). The test was performed based on the method described by
Souto et al., 2019.

2.5 Biochemical analysis
2.5.1 Non-protein thiol (NPSH) determination

NPSH levels of the cerebral cortex, hippocampus, liver and kidney samples were
determined according to the methodology described by Ellman (1959) with some
modifications. Samples were precipitated with TCA (10%), centrifuged at 3000 g for ten
minutes at 4°C. After the centrifugation, the supernatant fraction (60 pl) was added to a
reaction medium containing potassium phosphate buffer (1 M, pH 7.4) and DTNB (10 mM).
The samples were read in a spectrophotometer at the wavelength of 412 nm. The results were
calculated in relation to a standard curve constructed with cysteine and corrected for the
protein content. The results were calculated as nmol NPSH/mg protein.

2.5.2 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) determination

TBARS was performed according to methodology described by Ohkawa et al. (1979)
with some modifications. The cerebral cortex, hippocampus, liver and kidney samples were
centrifuged at 3000 g for ten minutes at 4 °C and the supernatant (80 uL) was incubated with
460 pl of a mix containing thiobarbituric acid 0.8%, acetic acid buffer (2.5 M, pH 3.4), SDS
8.1% and water for 2h at 95°C. After cooling to room temperature, the absorbance in the
supernatant was measured at 532 nm. The results were calculated as nmol MDA/mg protein.
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2.5.3 Ascorbic acid determination

The determination of ascorbic acid content (vitamin C) was according to the
methodology described by Jacques-Silva et al. (2001). The cerebral cortex, hippocampus,
liver and kidney samples where the homogenized tissues were precipitated with TCA 5%
(1:2), centrifuged at 3000 g for 10 minutes at 4°C and the supernatant (300 pL) incubated at
37°C for 3 h with TCA 13.3% and a color reagent containing dinitrophenylhydrazine
(DNPH), thiourea and CuSQOg4. The reaction was quenched by addition of 65% H2SO4 (V/v).
The reaction product was determined spectrophotometrically at 520 nm and the results
calculated as nmol of ascorbic acid/mg of protein.

2.5.4 Antioxidant power of iron reduction (FRAP) determination

The FRAP assay followed the method described by Benzie and Strain (1996),
performed on cerebral cortex, hippocampus, liver and kidney. Samples (25 plL) were
incubated for 60 min at 37 °C in 275 pL of FRAP working solution (25 volumes of 300 mM
acetate buffer — pH 3.6, 2.5 volumes of 10 mM 2,4,6-tripyridyl-s-triazine and 2.5 volumes of
20 mM FeCl3-3H20). We measured the reaction product on a spectrophotometer on 630 nm
and the results presented in nmol Fe?*/mg protein.

2.5.5 Na™, K"ATPase activity measurements

The cerebral cortex was homogenized in ice cold 30 mM imidazole buffer (pH 7.4)
and determination of Na*, K*-ATPase activity was performed as described by Funck et al.,
2014 and Souto 2019. Specific Na*, K*-ATPase activity was calculated by subtracting the
ouabain insensitive activity from the overall activity (in the absence of ouabain).

2.5.6 Catalase (CAT) activity

CAT activity was determined following the decomposition of 30 mM hydrogen
peroxide in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) maintained at a temperature of 37°C.
The reading was performed at a wavelength of 240 nm for 75s, according to the method
proposed by Aebi (1984), in the liver and kidneys. CAT specific activity was expressed as
first-order rate constant k, per mg of protein. Appropriate controls for non-enzymatic
decomposition of hydrogen peroxide were included in the assays.

2.5.7 Glutathione S-transferase (GST) activity

GST activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm by the method of Habig et
al., (1974). The reaction mixture contained an aliquot of supernatant of liver or kidney, 0.1 M
potassium phosphate buffer (pH 7.4), 100 mM GSH and 100 mM CDNB, which was used as
substrate. We expressed enzymatic activity as nmol CDNB/mg of protein/min.
2.5.8 Protein determination

Total protein measurement was performed according to Bradford (1976).



82

2.5.9 Western blot analysis

Western blot analysis was carried out, as described previously Casu et al. (2007) with
minor modifications. The cerebral cortex and hippocampus was removed, dissected
homogenized on ice in tissue protein extraction reagent T-PER (Thermo Scientific)
supplemented with HaltTM protease and phosphatase inhibitors Cocktail (100x) (Thermo
Scientific). Homogenized samples were then centrifuged at 10,0009 at 4 °C for 5 min and
supernatant kept for further manipulation.

An aliquot (20 pg protein) of the supernatant was diluted in Laemmli buffer and
distilled water, and subjected to a temperature of 90 °C for 5 min. The protein was then
subjected to electrophoresis on SDS-polyacrylamide gel and transferred to a polyvinylidene
fluoride membrane (PVDF). After blocking the membrane with 2.5% (w/v) bovine serum
albumin (BSA) in Tris (TBS) for 1 h, then exposed to primary antibody for 12 h at a
temperature of 4 °C. At the end of this period the membranes are washed three times in Tris
containing 0.01% (v/v) Tween 20 (TBS-T) and incubated again with a secondary antibody for
3 h. We used antibodies to GST-M, NOS-2 and SOD-2, the membranes were visualized by
chemiluminescence ECL (Thermo Scientific) and quantified with Image Lab 6.0 software
(Bio Rad) and ImageJ software (RIID: nif-0000-30467).

2.6 Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out by two-way ANOVA and post hoc analyses were
carried out by the Newman-Keuls, using a Graphpad prism 6.0 software. A probability of P <
0.05 was considered significant, and all data are reported as mean and S.E.M.

3 Results
3.1 Body Weight, Food and Water Consumption and Relative Organs Weight

Body weight gain (Figure 1), water and food consumption were not statistically
significant along the fourteen days of treatment between groups (Figure 2 A and B).

In addition, AFB1 and/or ASP have no effect regarding absolute (Table 1) or relative
weight of adrenal gland, spleen, brain, heart, liver, lung, kidney or testes (Table 2).

Figure 1: Effect of AFBI1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on body weight in all groups along the fourteen days
of treatment. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

Figure 2: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on water (A) and food consumption (B) along the
fourteen days of treatment. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

Table 1: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on the organ absolute weight of animals. Data are
mean = S.E.M. for n = 8 animals in each group.

Table 2: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on organ-to-body weight ratio and organ-to-brain
weight ratio. Data are mean = S.E.M. for n = 8 animals in each group.

3.2 Behavioral tests

In the open field test, we observed that AFB1 and/or ASP affects the motor and
exploratory behavior of rats. Statistical analysis showed that treatment with AFB1 alone and
associated with ASP increased the number of crossings when compared to the control group
(Figure 3A). ASP and AFB1+ASP treated group decreased the number of rearing when
compared to control and AFB1 group (Figure 3B). The latency to explore and time spent in
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the center of the open field is higher in all treated groups compared to control group (Figure
3C, 3D). Grooming behavior is higher in the AFB1-treated group when compared to control,
however ASP and AFB1+ASP decreased grooming behavior compared to control and AFB1
(Figure 3E). The number of feces did not differ (Figure 3F).

Figure 3: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on open-field parameters: Crossing (A), Rearing (B),
Latency to exploration (C), Time spent in center (D), Grooming behavior (E), Feces number (F). Data are mean + S.E.M. for
n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/NaCl group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1/NaCl group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/ASP group.

In addition to open field, some anxiety parameters were evaluated in marble burying
and nesting test (Figure 4). AFB1 and AFB1+ASP groups increased the number of buried
balls when compared to the control group (Figure 4A). The nesting test showed no score
differences between groups (Figure 4B).

Figure 4: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg / kg, i.g.) on marble burying test (A) and nesting test (B). Data
are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.
* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/NaCl group.

Concerning results of splash test, we show no difference in the immobility time
(latency to clean) (Figure 5A). However, we observe a reduced time to grooming face and
body in all treated groups compared to the control (Figure 5 B) and (Figure 5C).

Figure 5: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on splash test parameters: immobility time (A),
grooming face (B) and grooming body (C). Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/NaCl group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1/NaCl group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/ASP group.

3.3 Biochemical analyses

We determine oxidative stress parameters in cerebral cortex, hippocampus, liver and
kidneys of rats after 14 days of exposition to ASP and/or AFBL1. Figure 6 shows that AFB1
and AFB1+ASP increased TBARS content in liver, cerebral cortex and hippocampus. In
kidney, only the combined treatment increase TBARS content. ASP decreased TBARS
content in cerebral cortex and hippocampus and increased it in liver (Fig 6 A-D). In addition,
ascorbic acid content was reduced in cerebral cortex, hippocampus and liver after AFB1, ASP
and AFB1+ASP treatments. In kidneys no statistical difference was observed, (Fig 6 E-H).

Moreover, the NPSH content of cerebral cortex, hippocampus, liver and kidneys was
also evaluated to investigate the non enzymatic antioxidant defenses. AFB1, ASP and its
association reduced NPSH content in cerebral cortex and liver. Also, NPSH content was
decreased in liver, hippocampus and kidney in AFB1+ASP group (Fig 7A-D).

Furthermore, AFB1 and ASP decreased FRAP content in cerebral cortex,
hippocampus and liver when compared to control group. The combination of AFB1+ASP
decrease FRAP levels compared to all other groups. Renal FRAP levels are reduced only by
AFBL1 (Fig 7E-H).

Figure 6: Effect of AFB1 (250 ng/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on TBARS content and ascorbic acid content in liver,
kidneys, cerebral cortex and hippocampus. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.
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Figure 7: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on non protein thiols content (NPSH) and antioxidant
power of iron reduction (FRAP) content in liver, kidneys, cerebral cortex and hippocampus. Data are mean + S.E.M. for n =
8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.

In addition, we investigated if AFB1 and/or ASP administration modify neuronal
excitability by determination of Na*, K*-ATPase activity in the cerebral cortex. Statistical
analyses revealed that the total Na*, K*-ATPase, ol and a2/a3 activities were not altered by
the treatments (Table 3).

Table 3: Effect of AFB1 (250ug/kg, i.g) and/or ASP (75mg/kg, i.g) on Na*,K*,ATPase activity (A min/mg protein) in
cerebral cortex. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

Interestingly, AFB1 and/or ASP modified enzymatic defenses, increasing hepatic and
renal GST and CAT activities in all groups when compared to the control group (Figure 8 A-
D).

Figure 8: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g) on glutathione-S-transferase activity (GST) and
catalase activity in liver and kidney. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.

3.4 Western blot analysis

In order to investigate other mechanisms underlying the effects of AFB1 and/or ASP,
we determine the immunoreactivity of mitochondrial SOD-2, glutathione S-transferase
M(GST-M) and nitric oxide synthase 2 (NOS-2) in cerebral cortex and hippocampus.
Interestingly, in the hippocampus AFB1 and ASP alone decreased mitochondrial SOD-2
immunoreactivity when compared to control. AFB1+ASP group increased SOD expression
compared to AFB1 and ASP groups (Figure 9A). In the cerebral cortex, mitochondrial SOD
was not modified Figure 9B. Also, GSTM and NOS-2 protein expression was evaluated after
treatments, and in this protocol there were no changes in the immunoreactivity of these
proteins in cerebral cortex and hippocampus (Fig 9C-9F).

Figure 9: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g) on immunoreactivity mitochondrial SOD, glutationa S-
transferase mu (GSTM) and NOS-2 in hippocampus and cerebral cortex. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each

group.
* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.
+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.
£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.

4 Discussion

The results of this study show the effects of combined treatment with AFB1 and ASP
on behavioral and biochemical parameters in liver, kidneys, cerebral cortex and hippocampus
after two weeks of exposition. We demonstrate that these compounds altered behavioral
pattern in rodents as well as oxidative stress markers.

Weight gain, water and food intake were not altered by AFB1 and/or ASP. In addition,
body weight gain, and body relative weight are not modified by co-exposition to AFB1 and
ASP. Accordingly, a previous study of our group showed that one week exposure do not
change these same signs of toxicity (Souto et al., 2019). Our results agree with the literature
where weight changes are identified in treatments with higher doses of AFB1 or ASP
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accompanied by longer periods and exposure (Coulombe and Sharma, 1985; Finamor et al.,
2014; Raisuddin et al., 1990; Trebak et al., 2015).

In order to investigate if ASP and AFB1 could modify the behavior of animals, since
its known that these compounds have influence on neurotransmitter synthesis (Abdel-Salam
et al., 2012; Coulombe and Sharma, 1985), we investigated the effect of these compounds
alone or in association on open field, marble burying, nest and splash test. In the open field,
animals treated with AFB1 alone and associated with ASP increased the number of crossings
when compared to the control group (Figure 3A). ASP and AFB1+ASP treated group
decreased the number of rearing when compared to control and AFB1 group (Figure 3B), and
the latency to explore and time spent in the center of the open field is higher in all treated
groups compared to control group (Figure 3C-D). The same pattern of behavior was seen in a
one week treatment (Souto et al., 2019), but in this study differences between treatments are
more evident. Grooming behavior is higher in the AFB1-treated group when compared to
control, however ASP and AFB1+ASP decreased grooming behavior compared to control and
AFB1 (Figure 3E). In this context, Ashok and colleagues (2014) reported that long-term (90
day) oral administration of ASP (75 mg/kg) perturbed locomotor activity and emotional
behavior of rats in open field and elevated plus maze. Furthermore, cliff avoidance, negative
geotaxis, surface righting activity, ascending wire mesh, open-field behavior, exploratory and
locomotor activities are modified by prenatal exposition to AFB1 (Kihara et al., 2000;
Supriya and Reddy, 2015).

In the marble burying test, we can evaluate repetitive and compulsive behavior in
rodents. Our results show that AFB1 and AFB1+ASP increased buried balls (Figure 4A).
Similarly, one week exposure to ASP and AFB1+ASP increased buried balls (Souto et al.,
2019). An increased number of buried balls is a marker of fear/anxiety or obsessive-
compulsive disorder in rodents (Deacon, 2006), so it's suggestive that the AFB1 exposition
affects anxiety of animals. Therefore, these results suggest that AFB1 and/or ASP could
predispose to an increased locomotor activity, anxiety and compulsive behavior, even at short
time. The nest building test is considered a specific form of active interaction with the
environment for shelter and temperature control (Filali and Lalonde, 2009). In addition,
building nest can serve as protection against predators by hiding or camouflaging the rats
(Deacon, 2006). However, in this protocol we did not observe differences regarding nesting
parameters (Figure 4B), accordingly the previous results from one week of exposure to AFB1
and or ASP (Souto et al., 2019).

Thus, further evaluation of depressive-type behavior was accessed by splash test after
14 days of treatment. This test is used to measure self-care and motivational behavior
(Willner, 2005). We show that AFB1, ASP and AFB1+ASP decreased the time cleaning face
and body, and the co-exposition reduced more the time of grooming face (Fig 5B). Similarly,
in one week exposition we show the decreased latency to grooming and reduced time to
grooming face (Souto et al.,2019). These results indicate an anhedonia- or depressive-like
behavior, since the animals showed shorter self-grooming time when compared to control.
Luo and collaborators (2008) and Wang and collaborators (2008) reported that rats exposed to
chronic unpredicted mild stress showed a significant decrease in their rearing and grooming
activity in a novel open field, and this indicates a “refractory loss of interest” which is one of
the core symptoms of depression. In this study, we also show a decreased rearing number and
grooming time, so AFB1 and or ASP could contribute to the development of depression.

It is interesting to note that a single oral dose of AFB1(250 pg/kg/i.g.) does not alter
open field test, forced swim, elevated plus maze, taste preference test and novel object
recognition performance after 48 hours (Souto et al., 2018), showing that the time of
exposition to these mycotoxin, and the association with ASP is very relevant to trigger
behavioral changes.
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Beyond behavioral changes, we also investigate oxidative stress markers after 14 days
of exposition to AFB1 and ASP. Oxidative stress is characterized by increased level of pro-
oxidants such as reactive oxygen species and reactive nitrogen species or decreased level of
antioxidants that could lead to cell dysfunction and degradation (Gutteridge and Halliwell,
1992). Toxicity of ASP and AFB1 include overproduction of reactive oxygen species such as
superoxide anion, hydroxyl radical and hydrogen peroxide, disturbing antioxidant defenses
and eventually promoting oxidative stress (Towner et al., 2003). In the present study, we
found that 14 days of exposure to AFB1 and/or ASP induced oxidative stress in the cerebral
cortex, hippocampus, liver and kidneys of male Wistar rats.

It has been reported that oxidative stress is the main mechanism underlying AFB1 and
ASP toxicity. In this protocol, AFB1 and AFB1+ASP increased TBARS content in liver,
cerebral cortex and hippocampus. In kidney, only the combined treatment increase TBARS
content. ASP decreased TBARS content in cerebral cortex and hippocampus and increased it
in liver (Fig 6 A-D), demonstrating the involvement of oxidative stress. Agreeing to the data
showing lipoperoxidation we show a reduction in antioxidant defenses after AFB1 or ASP
treatment. Ascorbic acid content was reduced in cerebral cortex, hippocampus and liver after
AFB1, ASP and AFB1+ASP treatments (Fig 6 E-H). Moreover, the NPSH content of cerebral
cortex, hippocampus, liver and kidneys was also evaluated to investigate the non-enzymatic
antioxidant defenses. AFB1, ASP and its association reduced NPSH content in cerebral cortex
and liver. Also, NPSH content was decreased in liver, hippocampus and Kkidney in
AFB1+ASP group (Fig 7 A-D). On the other hand, in a previous study with 7 days of
exposition, we did not observed differences in NPSH and ascorbic acid content in cerebral
cortex and hippocampus (Souto et al., 2019).

Furthermore, AFB1 and ASP decreased FRAP content in cerebral cortex,
hippocampus and liver when compared to control group, and the association of AFB1+ASP
decrease FRAP levels compared to all other groups. Renal kidney FRAP levels are reduced
only by AFBL1 (Fig 7 E-H). So, it is another significantly alteration compared to a previous 7
days of exposition protocol, where no alteration on FRAP levels were observed in all organs
and treatments (Souto et al., 2019).

Recent studies emphasize the harmful effects by AFB1 and ASP on oxidative stress
parameters. Rotimi and colleagues (2018) show that the association of AFB1 (40 ppb) with a
low protein diet (5% protein) for 8 weeks decrease weight gain, enhances kidney damage,
decrease antioxidant enzymes and increase the oxidative status in tissues. Yilmaz and
collaborators (2017) showed that a single dose of AFB1 (2.5 mg/kg, i.p.) increased MDA
levels and a reduces GSH, glutathione-S-transferase (GST), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GSH- Px), superoxide dismutase (SOD) and the activity of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) in liver and kidneys. lyaswamy and contributors (2018) studied the
effect of long-term administration (90 days) of aspartame (40 mg/kg) in male wistar rats, and
observed an interference in body weight and corticosterone levels, promoted a marked
increase in protein expression of nitric oxide synthase (nNNOS, iNOS) in brain tissues,
accompanied by changes in behavioral parameters. Hamza and collaborators (2019) after 30
days of treatment, found that ASP at doses of 75 mg/kg and 150 mg/kg (p.0.) promotes
increased activity of some hepatic enzymes, disturbance in the levels of the lipid profile,
decreased hepatic levels of reduced glutathione (GSH), in a dose-dependent manner.

In this context, AFB1 and/or ASP modified enzymatic defenses, increasing hepatic
and renal GST and CAT activities in all groups when compared to the control group (Fig 8 A-
D).

In a recent study of our group, we found that same doses of AFB1 and ASP, after 7
days of exposure promoted an increase in GST activity in the liver and kidneys of male
Wistar rats (Souto et al., 2019). Alm-Eldeen et al. (2015) showed that AFB1 (750 pg/kg i.g.)
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decreased antioxidant enzyme activities (SOD, CAT and GSH-Px), increased lipid
peroxidation and hydrogen peroxide in male rats. EI-Nekeety et al. (2011) found increased
lipid peroxidation in the liver and kidneys and severe histological changes in the liver after 2
weeks of treatment with AFB1 (2.5 mg/kg/i.g.). Naaz et al. (2014) shows increased
lipoperoxidation (LPO) level and a decreased GSH levels and GPX, GST, GR, SOD, CAT
activity after 90 days of treatment with AFB1 (66.60 pug/kgi.g.).

Considering the results showed in this study, the previous study of our group (Souto et
al., 2019), and the literature with AFB1 and ASP, we demonstrate a dose-dependent and time-
dependent toxicity (Abdel-Salam et al., 2012; Adaramoye and Akanni, 2016; Ashok and
Sheeladevi, 2015). Our results show that after 14 days of treatment it is possible to verify
changes in the contents of TBARS, ascorbic acid, NPSH and FRAP in liver, kidneys, cerebral
cortex and hippocampus of treated animals (Figure 6 and Figure 7). We emphasize the
importance of dose/time enhancement in light of these findings, considering that the dose of
75 mg/kg/day used of ASP here translates into an estimated human dose of 12.15 mg/kg
(Reagan-Shaw et al., 2008), which represents about one third of the maximum permitted
levels (40 mg/kg) (JECFA, 1980). In view of AFB1 dosing, the acceptable tolerable daily
intake of 20 pg/kg for total aflatoxins was recommended by WHO. Translating this dose (250
png/kg) we found a human estimated dose of 0.040 mg/kg (40 pg/kg) (Reagan-Shaw et
al.,2008). So, this dose would represent occasional intoxication by high amounts of aflatoxins,
since it has been found higher doses of AFB1, from 6.7 mg kg in peanut products to 36.9
mg/kg in Brazil nuts (Andrade et al., 2013).

Contemplating the discussion of doses and protocols, in another study of our group we
show that after 48 hours of a single acute oral administration of AFB1 (250 pg/kg/i.g.)
decrease NPSH and ascorbic acid levels and increased the expression of the p-PKCa
Ser957/PKCa subunit ratio in the cerebral cortex (Souto et al., 2018). With the increase in
exposure time to AFB1 and the association with ASP, we have been able to identify
behavioral and biochemical changes not yet recorded (Souto et al., 2019). Through these
findings we seek to further strengthen the mechanisms that may be involved in the induction
of damage, and we quantify immunoreactivity off some proteins associated with the oxidative
stress (Figure 9 A-F). The immunoreactivity of mitochondrial SOD-2 in hippocampus was
decreased by the AFB1 and ASP (Fig 9A), an important enzyme in dismutation of superoxide
into oxygen and hydrogen peroxide. In addition, altered expression or activity of
mitochondrial SOD has been linked to many disorders (Holley et al., 2010), suggesting an
important role for mitochondrial SOD in disease development. Regarding the mechanism for
decreased mitochondrial SOD activity, it has been demonstrated that this enzyme is a target
for peroxynitrite-mediated nitration, which ultimately decreases its activity (MacMillan-Crow
et al., 1998; Yamakura et al., 1998). In fact, mitochondrial SOD appears to be hypersensitive
toward nitration, accounting for as much as 20% of total protein nitration under conditions of
oxidative stress (Guo et al., 2003). So, in this study we determinate one indicator of nitration,
the nitric oxide synthase-2 (NOS-2) immunoreactivity, that was not altered by treatments (Fig
9C). Further studies may include more indicators of nitrosative stress.

In conclusion, AFB1 and/or ASP exposure for 14 days induced alterations in
biochemical and behavioral parameters in different organs. Considering the previous study
with 7 days of exposition marked differences could be observed, and confirms the relevance
of time of exposition to observe toxic effects of these compounds that could occur in a meal
of many people every day.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1: Effect of AFBI1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on body weight in all groups along the fourteen days
of treatment. Data are mean = S.E.M. for n = 8 animals in each group.
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Figure 2: Effect of AFBI (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on water (A) and food consumption (B) along the
fourteen days of treatment. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.
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Figure 3: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on open-field parameters: Crossing (A), Rearing (B),
Latency to exploration (C), Time spent in center (D), Grooming behavior (E), Feces number (F). Data are mean + S.E.M. for
n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/NaCl group.
+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1/NaCl group.
£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/ASP group.
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Figure 4: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg / kg, i.g.) on marble burying test (A) and nesting test (B). Data
are mean £ S.E.M. for n = 8 animals in each group.
* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/NaCl group.
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Figure 5: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on splash test parameters: immobility time (A),
grooming face (B) and grooming body (C). Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/NaCl group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1/NaCl group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO/ASP group.
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Figure 6: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on TBARS content and ascorbic acid content in liver,
kidneys, cerebral cortex and hippocampus. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.
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Figure 7: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on non protein thiols content (NPSH) and antioxidant
power of iron reduction (FRAP) content in liver, kidneys, cerebral cortex and hippocampus. Data are mean + S.E.M. for n =
8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.
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Figure 8: Effect of AFBI1 (250 ng/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g) on glutathione-S-transferase activity (GST) and
catalase activity in liver and kidney. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.
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Figure 9: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g) on immunoreactivity mitochondrial SOD, glutationa S-
transferase mu (GSTM) and NOS-2 in hippocampus and cerebral cortex. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each
group.

* Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with DMSO group.

+ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with AFB1 group.

£ Indicates a significant difference (P < 0.05) compared with ASP group.
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Table 1: Effect of AFB1 (250 ng/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on the organ absolute weight of animals. Data are
mean = S.E.M. for n = 8 animals in each group.

Treatment

DMSO AFB1 ASP AFB1+ASP
Adrenal Gland 0.065+0.005 0.063+0.005 0.068+0.008 0.057+0.007
Spleen 0.519+0.038 0.524+0.047 0.579+0.042 0.504+0.034
Brain 1.240+0.019 1.213+0.014 1.230+0.023 1.203+0.026
Heart 0.657+0.031 0.663+0.047 0.703+0.051 0.643+0.037
Liver 7.660+0.648 7.510+0.534 8.307+0.662 7.561+0.520
Lung 1.172+0.076 1.326+0.130 1.151+0.149 1.102+0.131
Kidney 1.387+0.077 1.361+0.090 1.418+0.074 1.391+0.090
Testicles 1.500+0.075 1.380+0.130 1.394+0.097 1.468+0.120

Data are mean = S.E.M. for n = 8 animals in each group.
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Table 2: Effect of AFB1 (250 pg/kg, i.g.) and/or ASP (75 mg/kg, i.g.) on organ-to-body weight ratio and organ-to-brain weight ratio. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

Organ-to-body weight ratio

Organ-to-brain weight ratio

Organs DMSO AFB1 ASP AFB1+ASP DMSO AFB1 ASP AFB1+ASP
Adrenal Gland 0.045+0.007 0.043+0.002 0.044+0.003 0.039+0.005 5.304+0.435 5.184+0.392 5.501+0.671 4.709+0.524
Brain 0.844+0.052 0.844+0.057 0.798+0.045 0.844+0.051 - - - -

Spleen 0.346+0.021 0.352+0.020 0.370+0.026 0.347+0.018 41.825+3.102 43.200+3.876 47.000£3.051 41.763+2.372
Heart 0.440+0.014 0.449+0.013 0.444+0.013 0.444+0.015 52.911+2.194 54.777+4.092 57.097+3.967 53.404+2.668
Liver 5.036+0.221 5.069+0.107 5.253+0.243 5.170+0.092 697.693+53.033 620.104+46.495 673.618+48.318  628.745+42.094
Lung 0.813+0.109 0.924+0.118 0.723+0.071 0.738+0.037 94.988+7.144  108.988+10.143  93.688+12.385 91.500+10.192
Kidney 0.926+0.016 0.920+0.015 0.905+0.033 0.952+0.022 111.941+6.354  112.351+7.763  115.204+5.469 115.315+6.360
Testicles 1.020+0.085 0.931+0.057 0.882+0.026 1.009+0.027 121.330+6.802  114.154+11.151 113.387+7.490 121.800+9.101

Data are mean = S.E.M. for n = 8 animals in each group.
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Table 3: Effect of AFB1 (250ug/kg, i.g) and/or ASP (75mg/kg, i.g) on Na*,K*,ATPase activity (A/ min/mg protein) in
cerebral cortex. Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.

Na*,K*,ATPase activity (A min/mg protein)

DMSO AFB1 ASP AFB1+ASP
NaK Total 51.6+ 9,54 59.90+10.09 62.05+12.01 71.27+4.13
NaK a-1subunit 36.82+6.47 41.56+6.48 43.59+7.51 51.02+2.74
NaK a-2.3subunit 14.78+3.38 18.35+3.74 18.45+4.60 20.25+2.18

Data are mean + S.E.M. for n = 8 animals in each group.
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5 DISCUSSAO

Alimentos que possuem alta concentracdo de carboidratos, baixa atividade de agua,
alta acidez, em grande parte constituem a dieta da populacdo mundial, pois sua durabilidade e
praticidade tornam estes produtos amplamente consumidos. Porém, estas mesmas
caracteristicas proporcionam ao alimento um ambiente favoravel para o crescimento de
microrganismos, principalmente os fungos, e dentre estes fungos, podem surgir espécies
produtoras de micotoxinas, que sdo capazes de levar a intoxicacdo e/ou toxi-infeccdo
alimentar grave em individuos saudaveis e imunossuprimidos (PERSON et al., 2017; SILVA,
2014; STELATO et al., 2010; WHO, 2013).

A ocorréncia de micotoxinas em alimentos e derivados é considerada um problema
mundial. Dentre as centenas de micotoxinas existentes, as aflatoxinas tém recebido grande
atencdo em comparacdo com as demais, pois além de serem classificadas pela IARC como
Grupo 1 de carcindgenos humanos (IARC, 1993), também sdo conhecidas por sua acéo
hepatotdxica, nefrotoxica, mutagénica, genotdxica, imunotdxica e neurotoxica. A exposicao a
aflatoxina B1 (AFB1) estd associada com aproximadamete 40% das doencas relatadas em
paises em desenvolvimento, tornando-se além de um problema de saude publica uma
preocupacdo econdmica que ocasiona uma perda mundial de aproximadamente 75% de gréos
produzidos (ABDEL-WAHHAB, 2005; LEE; RYU, 2017; STOEV, 2015; WILLIAMS et al.,
2004).

Um dos mecanismos de toxicidade induzidos pela AFB1 é o estresse oxidativo
(SOUZA et al., 1999) o qual desempenha um papel fundamental, evidenciado principalmente
pela diminuicdo dos pardmetros antioxidantes e aumento da peroxidacdo lipidica. Kanbur e
colaboradores em 2011 observaram que 14 dias de exposi¢do a AFB1 na dose 1250 pg/kg
aumentou a atividade da SOD e diminuiu a atividade GSH-Px no cérebro, figado, pulméo e
rins, sem alterar os niveis de MDA e a atividade da CAT no coracao e bago. Yilmaz (2017)
mostrou que AFB1 administrada em dose unica (2.5 mg/ kg b.w. i.p) causou aumento do nivel
de MDA e reducéo nos niveis de GSH, GST, CAT, GSH-Px, SOD e a atividade da glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) no figado e rim. Nosso grupo de pesquisa no ano de 2017
verificou que 48 horas apds uma dose Unica de 250 ug/kg via intragastrica de AFB1 em ratos
machos promoveu efeitos neurotoxicos, evidenciados pela reducéo significativa nos niveis de
defesas antioxidantes ndo enzimaticas, acido ascorbico e grupos de tidis ndo proteicos
(SOUTO et al., 2017). Rotimi e colaboradores (2018) observaram que a associagdo da AFB1

(40 ppb) a uma dieta pobre em proteinas (5% proteina) realizada durante 8 semanas,
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promoveu diminui¢cdo do ganho de peso, potencializagdo da disfuncdo renal, diminuicdo da
concentracdo de glutationa e aumento nos niveis de TBARS no figado e rim dos animais
tratados. O aparecimento de sinais e sintomas desencadeados pela AFB1 se mostra
diretamente relacionado a sua concentracao e ao tempo de exposicao.

O ASP por ser um aditivo alimentar amplamente utilizado na industria alimenticia
(gomas de mascar, balas, sobremesas, bebidas, congelados, refrigerantes, coberturas, xaropes
e produtos lacteos), e também na inddstria farmacéutica, torna o0 seu consumo expressivo e
capaz de atingir grandes concentracdes (CHATTOPADHYAY et al., 2014; FREITAS, 2006;
PHILIPPI, 2014). Estudo realizado por Mourad no ano de 2011 mostrou que a administracéo
de ASP na dose de 40mg/kg em ratos machos tratados por 2, 4 e 6 semanas, promoveu
aumento na formacao de MDA e diminuicdo da glutationa reduzida no figado e rim. Finamor
e colaboradores (2014) observaram que o tratamento com ASP na dose de 40mg/kg utilizando
ratos wistar machos realizado durante 6 semanas promoveu reducdo dos niveis de TBARS,
hidroperoxidos lipidicos e aumento nos niveis de proteina carbonil. Lebda e colaboradores
(2017) verificaram que o tratamento com ASP na dose de 240 mg/kg por via oral em ratos
wistar machos, durante 2 meses promoveu interrup¢do da producdo de energia, desequilibrio
hormonal, além do aumento do estresse oxidativo e ativacdo da via de apoptose neuronal.
Ashok e colaboradores (2015) utilizando um protocolo agudo, verificou que o ASP na dose de
75 mg/kg apds 24 horas da administracdo, promoveu aumento nos niveis de peroxidacao
lipidica, na atividade da SOD, nos niveis de GPx e na atividade da enzima CAT acompanhado
da diminuicdo da GSH. Assim como os mecanismos de toxicidade da AFB1, o ASP também
apresenta sua acdo toxica atrelada a inducao de estresse oxidativo.

Desta forma, este trabalho buscou investigar as possiveis alteragdes causadas em
marcadores de estresse oxidativo e parametros comportamentais ap06s a administracdo de
AFB1 (250 pg/kg, i.g.) e/ou ASP (75mg/kg, i.g.) por 7 e 14 dias.

Os resultados obtidos mostram que as alteragdes causadas pela AFB1 e/ou ASP nas
condicdes dos protocolos testados, variam de acordo com os érgdos analisados, porém sdo
mais evidentes no protocolo com 14 dias de exposi¢cdo. Observou-se uma diminuicdo
significativa nos niveis de NPSH, FRAP e acido ascorbico no figado, cortex e hipocampo nos
grupos tratados com AFB1 e/ou ASP, ap6s 14 dias sem alteracdes significativas no periodo de
7 dias. Sugere-se pelos resultados encontrados, que a exposi¢do a AFB1 e/ou ASP reduziu as
defesas antioxidantes ndo enzimaéticas frente ao estresse oxidativo induzido.

Observamos um aumento nos niveis de TBARS em todos os érgdos analisados ap0s

14 dias, e um aumento no hipocampo, apos 7 dias. Considerando que o MDA € um marcador


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lebda%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28660358
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tardio de estresse oxidativo, foi necessario um periodo maior de tratamento para que fosse
possivel observar a formacao das espécies reativas (SOUTO et al., 2018; SOUTO et al., 2019;
VENKATARAMANA et al., 2014).

Outro importante parametro analisado neste estudo foi a determinacéo da atividade das
enzimas CAT e GST, a enzima CAT diminuiu apés 7 dias no figado e no rim, e aumentou
apos 14 dias. A atividade da enzima GST aumentou no figado e rim apds os 7 e 14 dias de
tratamento, a toxicidade da AFB1 e do ASP provavelmente incluiu 0 aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio, como anion superdxido, radical hidroxila e peroxido de
hidrogénio, o que fez aumentar a atividade das defesas antioxidantes.

Tais resultados enfatizam a importancia do monitoramento da formacao dos radicais
livres e seus focos de acdo, os quais podem atuar, no desenvolvimento e progressao de muitas
doencas assim como no desenvolvimento de transtornos afetivos, aumentando o risco de
doencas psiquiatricas ou neurodegenerativas (BALMUS et al., 2016; BENDICH, 1993).

Os parametros comportamentais analisados neste estudo, se mostraram alterados apds
7 e 14 dias de exposicdo a AFB1 e ASP, evidenciados pelo teste de campo aberto, onde
observamos um efeito proeminente em relacdo a atividade locomotora e exploratoria e
aumento no tempo gasto no centro quando comparados ao controle. No teste de Marble
Burying houve aumento no nimero de bolinhas enterradas no grupo AFB1+ASP quando
comparados ao controle apds 7 e 14 dias, e segundo Deacon (2006) o aumento no numero de
bolas enterradas € um marcador de medo/ansiedade ou distlrbio obsessivo-compulsivo em
roedores. No teste de borrifagem de sacarose encontramos uma diminuicdo no tempo de
autolimpeza da face para todos os grupos quando comparados ao controle apés 7 e 14 dias,
Luo e colaboradores (2008) e Wang e colaboradores (2008) relataram que ratos expostos a
estresse leve imprevisivel crénico mostraram uma diminuicdo significativa de suas atividades
de criacdo e higiene, e isso indica uma "Perda refrataria de interesse”, que € um dos principais
sintomas da depresséo.

Kihara e colaboradores (2000) mostraram que o tratamento pré-natal com a AFB1 (0,3
mg/kg dia) diminuiu o desempenho dos filhotes em pardmetros avaliados no teste de natacao,
além disso no teste de rotarod o grupo AFB1 permaneceu na haste por um tempo menor que
os controles. Estes resultados revelam que o tratamento com AFB1 produziu um atraso na
coordenacdo locomotora. Supriya e Reddy (2015), também observaram comportamento
prejudicado de filhotes tratados com AFB1 quando comparados com os controles no teste de

campo aberto quando avaliados as atividades exploratorias e locomotoras.
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Estudos anteriores em nosso grupo também examinaram os efeitos da administracéo
oral aguda de AFB1 em testes comportamentais de campo aberto, nado forcado, labirinto em
cruz elevado, reconhecimento de objetos, utilizando uma dose de 250 pg/kg em ratos machos
analisados ap0s 48 horas de exposicdo. Neste intervalo tempo, ndo foram observadas
diferencas nos testes comportamentais (SOUTO et al., 2017). Ashok e colaboradores (2014)
verificaram em seu estudo que a administracdo oral de ASP durante 90 dias na dose de 75
mg/kg alterou os niveis de ansiedade, atividade locomotora e 0 comportamento emocional de
ratos Wistar em testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado evidenciado pela
diminuicdo dos parametros analisados em relacdo ao grupo controle. Os resultados desses
estudos sugerem que a administracdo de AFB1 e ASP pode estar associada a alteracfes
comportamentais as quais estdo diretamente relacionadas a via de administracdo, dose e
duracgéo do tratamento.

Levando em consideracdo que 14 dias de exposicdo a AFB1 e ao ASP representou um
maior impacto quanto aos parametros bioguimicos e comportamentais analisados, buscamos
fortalecer ainda mais 0os mecanismos que podem estar envolvidos na inducdo de danos e
quantificamos a imunorreatividade de algumas proteinas associadas ao estresse oxidativo
(SOD-2, GST-m e NOS-2). Foi possivel observar a diminui¢cdo da imunorreatividade da
SOD-2 no hipocampo ap6s os tratamentos, tendo esta enzima um papel fundamental como
antioxidante, atuando na dismutacdo do anion superéxido em oxigénio e perdxido de
hidrogénio. Além disso, a expressdo ou atividade alterada da SOD mitocondrial tem sido
associada a muitos distarbios, principalmente em tecidos com alta producdo energética
(mdsculo, coracdo e cérebro), pois sua atividade é considerada vital para a vida em uma
atmosfera rica em oxigénio. Além disso, muitas moléculas de sinalizacdo e fatores de
transcricdo sdo regulados por espécies reativas de oxigénio derivadas das mitocondrias
(HOLLEY et al.,, 2010), sugerindo um papel importante da SOD mitocondrial no
desenvolvimento de doengas.

Frente aos resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que a
administracdo de AFB1 (250 ug/kg; i.g.) e/ou ASP (75 mg/kg i.g.) durante um periodo de 7 e
14 dias, € capaz de induzir alteracbes em marcadores de estresse oxidativo em érgdos
periféricos (figado e rins) e no sistema nervoso central (cortex e hipocampo). Mostrou-se
também, que o tempo de exposicdo é fundamental para a incidéncia dos efeitos, tanto a nivel
comportamental quanto sobre marcadores de estresse oxidativo. Desta forma, mais estudos
que envolvam outros protocolos de exposicdo, bem como marcadores de dano celular que
possam esclarecer e complementar os mecanismos envolvidos nestes processos sao

necessarios.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que:

1-

As exposicoes a AFB1 e/ou ASP ndo promoveram alteracdes peso corporal, no
peso relativo dos 6rgdos dos animais, e ndo alteraram o consumo de agua e racdo
nos diferentes periodos de tratamento.

A AFB1 sozinha e associada ao ASP diminui a atividade da enzima catalase (CAT)
no figado e aumenta nos rins; a atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST)
aumenta nos grupos AFB1 e ASP sozinhos, e no grupo AFB1 + ASP no figado,
sendo que nos rins ocorre um aumento no grupo AFB1 sozinha e AFB1 associada
ao ASP para o grupo tratado por 7 dias. O tratamento por 14 dias aumentou a
atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) e catalase (CAT) no figado e
nos rins em todos 0s grupos.

A AFB1 e/ou ASP ndo alteram os marcadores de estresse oxidativo, &cido
ascorbico, tidis ndo proteicos (NPSH), peroxidacgdo lipidica (TBARS) no cortex
cerebral, hipocampo, figado e rins, no entanto o poder antioxidante usando ferro
reduzido (FRAP) no hipocampo dos animais tratados com AFB1 sozinha diminuiu
em comparacdo ao controle apés 7 dias de tratamento. No tratamento de 14 dias
observamos uma diminuicdo em todos os grupos quanto ao contetdo de &cido
ascorbico, NPSH e FRAP no figado, cortex e hipocampo, e um aumento no
TBARS em todos os grupos no figado, rins, cértex cerebral e hipocampo.

A AFB1 e/ou ASP, ndo alteram a atividade da enzima Na+/K+, ATPase no cortex
cerebral nos diferentes tempos.

A AFBL1 e/ou ASP apds 7 dias de tratamento alteraram o comportamento motor e
exploratério dos animais, através dos parametros analisados no campo aberto,
promovendo uma diminui¢do no nimero de cruzamentos horizontais e respostas de
levantar no grupo ASP. O grupo AFB1 aumentou a laténcia para explorar quando
comparado aos demais grupos, seguido de um aumento no tempo gasto no centro.
Este Gltimo pardmetro também modificado pela associacdo dos dois compostos
quando comparado ao grupo ASP. No tratamento de 14 dias verificamos um
aumento numero de cruzamentos horizontais nos grupos AFB1, e AFB1 + ASP, e
um aumento na laténcia para explorar; tempo gasto no centro em todos 0s grupos.

Verificamos também uma diminuicdo nas respostas de levantar no grupo ASP e na
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associagédo, o tempo de limpeza aumentou no grupo AFB1 e diminuiu nos grupos
ASP e na associacao.

6- O ASP sozinho e associado a AFB1 ap6s 7 dias de tratamento, promoveu um
aumento no numero de esferas enterradas no teste de Marble Burying, este mesmo
parametro analisado ap6s 14 dias, foi aumentado nos grupos AFB1 e na associacao.

7- A AFBL, o ASP e a associagdo, ap0s 7 dias promovem uma diminuicdo na laténcia
para limpeza e no tempo de limpeza da face no teste de borrifagem de sacarose.
Apols 14 dias, a AFB1, o ASP e a associacdo promoveram uma diminui¢do do
tempo de limpeza da face e do dorso.

8- A AFB1 e/ou ASP nao interferiram no escore de nidificagdo dos animais nos dois
periodos de exposicao.

9- Houve a diminuicdo na imunorreatividade da superoxido dismutase 2 (SOD-2) no
hipocampo dos animais dos grupos AFB1 e ASP. A AFB1 e/fou ASP ndo
interferiram na imunorreatividade da glutationa-S-transferase mitocondrial (GST-

m) e na oxido nitrico sintase (NOS-2) no cértex e hipocampo dos animais.

Os principais resultados encontrados neste trabalho, para os tratamentos de 7 e 14 dias
com AFB1 e/ou ASP, estdo agrupados na tabela 9.

Tabela 9 — Resultados da exposicdo a AFB1 e ASP ap0s 7 e 14 dias

(continua)
Andlises 7 dias 14 dias
ConmpeiEmEE AFBL | ASP | AFBI+ASP | AFBl | ASP | AFBI1+ASP
Campo Aberto

Laténcia i - - i )
Cruzadas - - - i )
R. Levantar - - - - l )
Tempo Centro 1 - - 1 i i
Limpeza - - i i 1 l

Enterramento de Bolinhas - 1 1 1 1

Borrifagem de sacarose

Laténcia ! 1 !
Limpeza da Face ! 1 1 I ! !
Limpeza do Dorso - - - l | |




Tabela 9 — Resultados da exposi¢do a AFB1 e ASP apés 7 e 14 dias
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(concluséo)

Andlises 7 dias 14 dias
Comportamentais AFBL | ASP | AFBI+ASP | AFBL | ASP | AFBI+ASP
Bioquimicas
Acido Ascorbico
Figado - - - 1 ! 1
Rim - - - - - -
Cortex Cerebral - - - 1 ! 1
Hipocampo - - - I ! !
FRAP
Figado - - - ! } !
Rim - - - ! - -
Cortex Cerebral - - - 1 ! !
Hipocampo ! - - 1 I 1
NPSH
Figado - - - 1 I 1
Rim - - - - - 1
Cortex Cerebral - - - 1 ! !
Hipocampo - - - - - l
TBARS
Figado - - - T T T
Rim - - - - - T
Cortex Cerebral - - - T - T
Hipocampo ! - 7 7 - T
CAT
Figado l - 1 T T T
Rim 7 - 7 7 i T
GST
Figado 1 7 7 T i T
Rim 1 - ) ) 7 1

Fonte: Autor.

— indica nenhuma alteracdo em relacdo ao controle;

1 indica aumento em comparagdo ao controle;
{ indica diminuigdo em relac&o ao controle.

Diante destes resultados podemos concluir que a exposi¢do a AFB1 e/ou ASP por 7 e

14 dias é capaz de promover efeitos sobre a atividade da GST e CAT nos 6rgéos perifericos

(figado e rim) e a nivel de sistema nervoso central (cortex e hipocampo). Os efeitos
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comportamentais também mostraram a agdo dos compostos isolados ou em combinacéo,
evidenciados pela alteracdo nos pardmetros de locomocdo (numero de cruzamentos e
respostas de levantar), no comportamento tipo ansiolitico, determinado através da laténcia
para explorar e do tempo gasto no centro no teste de campo aberto, no nimero de esferas
enterradas no teste de Marble Burying e no comportamento tipo depressivo através da laténcia
e do tempo de limpeza da face e do dorso observados no teste de borrifagem de sacarose.
Verificamos que os efeitos se mostram de forma tempo depende uma vez que foram mais
evidentes no tratamento de 14 dias.

Como o ASP pode estar presente em milhares de produtos alimenticios os quais
podem estar sujeitos a contaminacdo por aflatoxinas, salientamos a importancia do
conhecimento dos efeitos tdxicos e do sinergismo que pode ocorrer entre estes diferentes
componentes alimentares, 0s quais podem ser capazes de promover o aumento do estresse

oxidativo e facilitar para o desenvolvimento de doencas.
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DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
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Universidade Federal de Santa Maria

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da associacdo da aflatoxina B1 com aspartame em parametros bioquimicos e
cognitivos em ratos", protocolada sob o CEUA n? 3403220317, sob a responsabilidade de Ana Flavia Furian e equipe; Ana Claudia
Monteiro Braga; Micheli Dassi; Naieli Schiefelbein Souto; Marina Venturini Copetti - que envolve a produgdo, manutencao e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na reunio de 27/04/2017.

We certify that the proposal "Effects of the association of aflatoxin B1 with aspartame on biochemical and cognitive parameters in
rats", utilizing 179 Heterogenics rats (179 males), protocol number CEUA 3403220317, under the responsibility of Ana Flavia
Furian and team; Ana Claudia Monteiro Braga, Micheli Dassi; Naieli Schiefelbein Souto; Marina Venturini Copetti - which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15,
2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved
by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 04/27/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 05/2017 a 03/2020

Area: Farmacologia

Origem: Biotério Central UFSM
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 21 a 23 dias N: 179
Linhagem: Wistar Peso: 40a50g

Resumo: As micotoxinas sao substancias téxicas resultantes do metabolismo secundério de fungos, sendo conceituadas como
compostos ndo-essenciais ao desenvolvimento fingico, formadas no estédgio final da fase exponencial de crescimento. Séo
produzidas por diversos géneros de fungos, que contaminam produtos agricolas em toda cadeia de producéo alimentar desde o
campo, colheita, transporte e armazenamento. As condi¢ées de pré e pds-colheita e os cultivos determinam o crescimento de
géneros especificos de fungos. Os mais importantes géneros flngicos produtores de micotoxinas sdo os Aspergillus, Claviceps,
Penicillium e Fusarium. Quando produzidos em associagdo com alimentos, racdo animal e forragens, os metabdlitos téxicos podem
ser ingeridos pelo homem e animais, provocando as micotoxicose. Entre as diversas micotoxinas, a aflatoxina B1 (AFB1) apresenta
0 maior potencial téxico, € comumente encontrada em uma variedade de alimentos como o milho e outros tipos de culturas,
especialmente durante o processo de producao, colheita, armazenamento ou processamento. O consumo de alimentos
contaminados com aflatoxinas afeta negativamente até 5 bilhdes de pessoas que vivem em climas quentes e imidos. Sendo
classificada como um carcinégeno para humanos do grupo 1 pela Agéncia Internacional de Investigagcdo sobre o Cancro (IARC). A
AFB1 é metabolizada no figado, pela acdo de enzimas do citocromo P-450 a um metabdlito 8,9 ] epéxido, o qual reage com
macromoléculas celulares, incluindo proteinas, RNA e DNA, alterando o metabolismo celular, e assim pode provocar cancer
principalmente no figado, por agir dessa forma ela altera parametros hematoldgicos e promove um desequilibrio no sistema
oxidativo, especialmente nas enzimas antioxidantes. Além da sua agao a nivel periférico, hd grande necessidade de estudos dos
seus efeitos no sistema nervoso central. Os adogantes sdo substancias utilizadas como substitutos da sacarose, sao utilizados em
mais de 90 paises. Sao constituintes de muitos alimentos mais de 6000, dentre eles podemos destacar alimentos constituidos de
cereais (paes, bolachas, cerais matinais). Dentre estes compostos, destacamos o Aspartame (ASP), que foi descoberto em 1965 por
James Schlatter, pesquisador dos Laboratérios de G. D. Searle (empresa farmacéutica) nos Estados Unidos. Foi desenvolvido por
acaso na tentativa de se encontrar um novo medicamento para o tratamento da ulcera, mas seu consumo s6 foi liberado pela Food
and Drug Administration (FDA) em 1981, apds a realizacdo de diversos estudos toxicoldgicos. No Brasil, o livre comércio de
dietéticos, entre eles os que continham aspartame, foi autorizado em 1988. O ASP é conhecido comercialmente como [JZero Cal[, é
N-L-alfa-aspartil-L-fenilalanina-1-metil-éster, um dipeptidio esterificado sintético, composto pelos aminoécidos acido aspartico e
fenilalanina, sendo 200 vezes mais doce que a sacarose. O ASP é metabolizado no trato gastrointestinal em 50% de fenilalanina,
40% de acido aspartico e 10% de metanol. Os produtos de degradagdo, D-fenilalanina, acido d-aspartico e metanol podem ser
formados por exposicdo ao calor, durante o transporte, cozedura em alimentos e bebidas. De todos os metabdlitos do ASP, o
metanol é o mais téxico e provoca toxicidade sistémica no figado. O metanol é oxidado para formaldeido, depois para acido
férmico e finalmente para dgua e CO2. Portanto, durante o metabolismo do metanol, o nivel de NADH é elevado, o que leva a
formagao de radical aniénico superéxido (02 [J -). Os metabdlitos do metanol reagem com a citocromo ¢ oxidase nas mitocéndrias,
causam danos que resultam em um aumento da produgdo de radicais de oxigénio. Estudos clinicos demonstraram que a
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administracdo de ASP é responsavel por disturbios neurolégicos e comportamentais. Ja foi demonstrado que seu uso cronico pode
contribuir para reagdes de hipersensibilidade e aterosclerose. O mecanismo de toxicidade baseia-se principalmente na indugao de
estresse oxidativo, uma vez que pode atuar em diferentes tecidos, desta forma, existe uma grande preocupagao em relagao a se
estudar os efeitos colaterais do consumo do ASP, bem como os reais niveis de segurancga. Atualmente existe um incentivo muito
grande ao consumo de alimentos ricos em cereais e com baixo teor de aglcar, no entanto deve-se levar em consideragao o risco
de contaminagao dos cerais por micotoxinas e a possivel toxicidade causada pela ingestéo excessiva de adogantes, uma vez que a
associacdo de cereais e adogantes é comum nos alimentos que compdem a nossa dieta, desta forma existe a necessidade de
estudos que possam avaliar a seguranca e os possivel danos ao organismo. Portanto, o objetivo do nosso trabalho serd avaliar o
efeito causado por exposicdes a AFB1 (250 pg/kg, v.o.) e/ou Aspartame (75mg/kg, v.0.), por 7 dias. Apés os tratamentos serao
realizados testes comportamentais a fim de avaliar parametros de locomogao, ansiedade, aprendizado, meméria e depressao
(teste de campo aberto, reconhecimento de objetos, teste de bolinhas enterradas (murble burying), teste de construgao do ninho e
teste da borrifagem da sacarose (splash)). Apds os testes comportamentais, serdo analisados parametros bioquimicos no figado,
rins, pulmao, bago e cértex cerebral. Serdo quantificados parametros de estresse oxidativo, através da atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST).
Também vamos quantificar a carbonilacdo proteica e niveis de 3-nitrotirosina, a atividade da enzima Na+/K+ ATPase,
determinagao de acido ascorbico, determinagao de tidis nao-proteicos (NPSH), determinagdo do poder antioxidante usando ferro
reduzido (FRAP) e avaliagdo da peroxidagao lipidica pela determinagao das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS),
bem como alteragdes na morfologia dos tecidos, e imunorreatividade da proteina quinase A (PKA-Ser96) e proteina quinase C (PKC-
Ser957). Os resultados obtidos permitirdo uma visdo mais ampla dos efeitos da AFB1 combinada com o ASP.

Local do experimento: prédio 21, sala 5219
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