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RESUMO 

EFEITO DO BETA-CARIOFILENO NA SUSCETIBILIDADE HEPÁTICA E RENAL 

À AFLATOXINA B1 EM PARÂMETROS BIOQUÍMICOS, OXIDATIVOS E 

MOLECULARES EM RATOS 

AUTORA: Alice Rosa da Silveira 

ORIENTADOR: Ana Flávia Furian 

A Aflatoxina B1 (AFB1) é uma micotoxina produzida principalmente pelos fungos Aspergillus 

flavus e Aspergillus parasiticus. Entre as micotoxinas existentes, a AFB1 tem sido a mais estuda 

devido ao seu elevado potencial toxigênico. A exposição a AFB1 promove um desequilíbrio no 

sistema oxidativo e inflamatório, implicando em danos a diferentes órgãos. Ainda não existem 

intervenções terapêuticas registradas contra a sua toxicidade. Nesse contexto, compostos 

bioativos que poderiam ser consumidos naturalmente nas mesmas refeições em que se encontra 

a contaminação por AFB1 constituem uma estratégia promissora a ser estudada para a redução 

dos efeitos nocivos à saúde causados pela micotoxina. Desta forma, o presente estudo 

investigou os efeitos benéficos do Beta-cariofileno (BCF) contra a toxicidade da AFB1 nos 

tecidos hepáticos e renais, em parâmetros bioquímicos para avaliar a função orgânica, oxidação 

tecidual e o imunoconteúdo de proteínas de vias celulares envolvidas com mecanismos 

antioxidantes e inflamatórios. Para este propósito, ratos Wistar machos foram divididos em 

quatro grupos: controle; AFB1 (250 μg/kg, i.g.); BCF (100 mg/kg, i.p.) e grupo AFB1 + BCF. 

Os animais foram tratados durante 14 dias, conforme aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais da Universidade Federal de Santa Maria – Anexo A. Os resultados mostraram que 

a exposição ao AFB1 causou toxicidade seletiva ao tecido hepático, uma vez que não houve 

alterações significativas nos parâmetros renais mensurados. Nesse sentido, AFB1 aumentou 

biomarcadores de lesão hepática (gama glutamil transferase – GGT e fosfatase alcalina – FAL) 

e reduziu os níveis das defesas antioxidantes não enzimáticas (ácido ascórbico e tiol não 

proteico), porém não causou alterações nos níveis de peroxidação lipídica. Além disso, AFB1 

interferiu na via oxidativa regulada pela proteína associada a ECH semelhante a Kelch 

(Keap1)/fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), aumentando a atividade da 

enzima Glutationa-S-Transferase (GST). Por último, foi observado um efeito significativo da 

AFB1 causando aumento no imunoconteúdo da interleucina 1 beta total (IL-1β). Notavelmente, 

o tratamento associado de AFB1 + BCF atenuou os parâmetros alterados pela micotoxina. 

Ainda, os grupos BCF e AFB1 + BCF mostraram um aumento nos níveis do quinase inibidora 

do fator nuclear kappa-B subunidade beta (IKKβ). Portanto, o consumo frequente dessas 

substâncias em associação, bem como os efeitos do tratamento associado de AFB1 + BCF 

apresentados nesse estudo, reforçam o papel terapêutico da biomolécula contra a toxicidade 

hepática induzida por AFB1. Considerando o exposto, mais pesquisas são necessárias para 

complementar nossos resultados. 

 

Palavras-chave: Micotoxinas. Keap1/Nrf2. Estresse oxidativo. Toxicidade hepatorrenal. Beta-

cariofileno. Roedores.  
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ABSTRACT 

EFFECT OF BETA-CARYOPHYLLENE ON LIVER AND RENAL 

SUSCEPTIBILITY TO AFLATOXIN B1 IN BIOCHEMICAL, OXIDATIVE AND 

MOLECULAR PARAMETERS IN RATS 

AUTHOR: Alice Rosa da Silveira 

ADVISOR: Ana Flávia Furian 

Aflatoxin B1 (AFB1) is a mycotoxin produced manly by Aspergillus flavus and Aspergillus 

parasiticus fungi. Among the existing mycotoxins, AFB1 has been the most studied due to its 

high toxigenic potential. Exposure to AFB1 promotes an imbalance in the oxidative and 

inflammatory system, resulting in damage to different organs. There are still no registered 

therapeutic interventions against its toxicity. In this context, bioactive compounds that could be 

consumed naturally in the same meals as the AFB1 contamination is a promising strategy to be 

studied to reduce the harmful health effects caused by mycotoxin. Thus, the present study 

investigated the beneficial effects of Beta-caryophyllene (BCP), against AFB1 toxicity in liver 

and kidney tissues, on biochemical parameters to assess the organic function, tissue oxidation 

and the immunocontent of cellular pathway proteins involved in antioxidants and inflammatory 

mechanisms. For this purpose, male Wistar rats were divided into four groups: control; AFB1 

(250 µg/kg, i.g.); BCP (100 mg/kg, i.p.) and AFB1 + BCP group. The animals were treated for 

14 days, as approved by the Ethics Committee on the Use of Animals at the Federal University 

of Santa Maria – Annex A. The results showed that exposure to AFB1 caused selective toxicity 

on the liver tissue, since there were no significant changes in the measured renal parameters. In 

this sense, AFB1 increased liver injury biomarkers (gamma glutamyl transferase – GGT and 

alkaline phosphatase – ALP) and reduced levels of non-enzymatic antioxidant defenses 

(ascorbic acid and non-protein thiol), however did not cause changes in lipid peroxidation 

levels. Moreover, AFB1 interfered in oxidative pathway regulated by the Kelch-like ECH-

associated protein (Keap1)/ nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), overacting 

Glutathione-S-Transferase (GST) activity. Lastly, a main effect of AFB1 on the total interleukin 

1 beta (IL-1β) was observed. Remarkably, the associated treatment of AFB1 + BCP improved 

altered parameters by the mycotoxin. In addition, the BCP and AFB1 + BCP groups showed an 

increase in the levels of kinase inhibitor of nuclear factor kappa-B subunit beta (IKKβ). 

Therefore, the frequent consumption of these substances in combination, as well as the effects 

of AFB1 + BCP treatment presented in this study, reinforce the therapeutic role of the 

biomolecule against AFB1-induced liver toxicity. In view of this, more research is needed to 

complement our results. 

 

Keywords: Mycotoxins. Keap1/Nrf2. Oxidative stress. Hepatorenal toxicity. Beta-

caryophyllene. Rodents.  
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1 INTRODUÇÃO 

Desde o plantio até o momento do consumo, os alimentos estão sujeitos à contaminação 

por diversas substâncias altamente tóxicas. Essas contaminações representam não somente 

problemas na qualidade dos produtos finais, como também podem causar diversos transtornos 

ao organismo do homem e dos animais (NERÍN; AZNAR; CARRIZO, 2016; WAN; CHEN; 

RAO, 2020). Dentre as diferentes substâncias com potencial para provocar problemas pela 

ingestão de alimentos contaminados estão os fungos e seus metabólitos secundários, as 

micotoxinas (PATRIARCA; FERNÁNDEZ PINTO, 2017). Atualmente estima-se que cerca de 

75% de todos os grãos do mundo estejam contaminados por alguma micotoxina, o que 

representa um sério problema para saúde pública (LEE; RYU, 2017). 

Dentre as centenas de micotoxinas existentes, as aflatoxinas B1 (AFB1) recebem 

destaque por serem as de maior recorrência em matrizes alimentares relevantes ao consumo 

humano e também por sua alta toxicidade (ALSHANNAQ; YU, 2021). São produzidas, em sua 

maioria, pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, os quais colonizam diversas 

matrizes alimentares como cereais, sementes oleaginosas e especiarias. Devido às 

características que lhes conferem resistência, as AFB1 também podem permanecer em 

alimentos industrializados derivados dos supracitados (RUSHING; SELIM, 2019). 

A toxicidade da AFB1 está relacionada a sua biotransformação hepática. Após a ingestão 

de alimentos contaminados, a AFB1 é absorvida no trato gastrointestinal e posteriormente 

metabolizada para gerar metabólito AFB1-exo-8,9-epóxido (AFBO), o qual é capaz de reagir 

espontaneamente com aminas biológicas em proteínas e ácidos nucleicos, induzindo a produção 

de mediadores inflamatórios e promovendo estresse oxidativo (ESSIGMANN et al., 1982; 

FAN; XIE; MA, 2021).  Esse desequilíbrio fisiológico é descrito por ser um dos mecanismos 

subjacentes aos efeitos hepatotóxicos e nefrotóxicos induzidos pela AFB1 (ABDEL-DAIM et 

al., 2021; MARIN; TARANU, 2012;). 

Com base em inúmeras evidências sobre sua toxicidade, AFB1 foi classificada no grupo 

1 de toxicidade como um carcinógeno humano (IARC, 1993). Além disso, a micotoxina é um 

dos hepatocarcinógenos mais potentes, sendo considerada o principal fator de risco ambiental 

para o desenvolvimento de carcinomas hepatocelulares (ALPERT et al., 1971; ZHANG et al., 

2017; ZHU et al., 2021). Mesmo com isso, ainda não existem intervenções terapêuticas 

registradas capazes de controlar seus efeitos tóxicos. Nesse sentido, sendo o distúrbio no 

sistema antioxidante/inflamatório um dos principais processos associados aos danos à saúde 
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causados pela AFB1, substâncias capazes de estabilizar o status redox celular têm importância 

na proteção  de indivíduos expostos à micotoxina (MARIN; TARANU, 2012).  

Desse modo, os sesquiterpenos são um grupo de compostos bioativos presentes em uma 

grande variedade de alimentos de origem vegetal e geralmente exibem diferentes propriedades 

benéficas à saúde. O Beta-cariofileno (BCF) pertence a esse grupo de terpenos e faz parte da 

composição de alimentos tradicionalmente consumidos, como especiarias, temperos, bebidas 

alcoólicas, chás, entre outros (CALLEJA et al., 2013; KUMAWAT; KAUR, 2020).  

O BCF foi descrito por desempenhar múltiplos efeitos terapêuticos que incluem a 

modulação de alvos moleculares em diferentes condições patológicas. Possui propriedades 

regulatórias de genes envolvidos nas defesas antioxidantes e estresse oxidativo, além de possuir 

efeito anti-inflamatório e capacidade de desintoxicação xenobiótica descritas na literatura 

(FRANCOMANO et al., 2019; LI et al., 2020; SOTO et al., 2021). Além disso, foi aprovado 

como aditivo alimentar em diversos países por não apresentar nenhuma preocupação de 

segurança sob suas condições de uso (SHARMA et al., 2016). 

Assim, considerando os efeitos benéficos, o seu perfil de segurança e a possibilidade de 

ser consumido nas mesmas refeições em que se encontra a contaminação pela micotoxina, o 

BCF é um candidato promissor a ser estudado como agente terapêutico para o controle dos 

efeitos nocivos à saúde causados pela AFB1. 

1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo geral 

Avaliar o possível efeito protetor do BCF frente à toxicidade hepática e renal induzida 

por exposição à AFB1 em ratos, através de ensaios bioquímicos, oxidativos e moleculares. 

1.1.2 Objetivos específicos 

a) Analisar se o tratamento com BCF modifica parâmetros de toxicidade através da 

determinação do peso corporal e peso absoluto e relativo dos órgãos dos animais expostos à 

AFB1. 
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b) Avaliar se o tratamento com BCF altera marcadores plasmáticos de função hepática 

(fosfatase alcalina – FAL, gama glutamil transferase – GGT) e renal (ureia e creatinina) dos 

animais expostos à AFB1. 

 

c) Analisar se o tratamento com BCF altera marcadores de estresse oxidativo, através de 

técnicas bioquímicas (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARS; tióis não proteicos 

– NPSH; ácido ascórbico e enzima glutationa-S-transferase – GST) no fígado e nos rins dos 

animais expostos à AFB1. 

 

d) Investigar se o tratamento com BCF altera a quantidade de proteínas relacionadas com 

a via oxidativa (proteínas da via de sinalização do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 

2 – Nrf2) e inflamatória (proteínas da via de sinalização do fator nuclear kappa B – NF-ᴋB; 

interleucina 1 beta total – IL-1β) no fígado dos animais expostos à AFB1. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 MICOTOXINAS  

 O crescimento populacional, bem como a globalização e o desenvolvimento de uma 

economia baseada no intercâmbio impulsionaram o aumento da produção de alimentos a nível 

mundial (MORETTI; LOGRIECO; SUSCA, 2017). No entanto, ao mesmo tempo, aumentou a 

exposição dos alimentos a contaminantes, os quais colocam em risco a segurança alimentar da 

população. Nesse contexto, o termo contaminante é definido como qualquer substância 

indesejável e não intencionalmente adicionada presente no alimento, como resultado das 

operações efetuadas durante o cultivo, a criação de animais, os tratamentos zoo ou 

fitossanitários, ou como resultado de contaminação ambiental ou de equipamentos utilizados 

na elaboração e/ou conservação do alimento (BRASIL, 2001). 

Dentre as questões emergentes em segurança alimentar, o aumento da ocorrência de 

espécies fúngicas associadas às plantações representam uma preocupação séria para saúde 

humana e animal em todo o mundo. Os fungos são microrganismos eucariontes e heterotróficos 

que podem ser encontrados em diferentes localidades como na água, no ar e no solo e incluem 

leveduras, bolores e cogumelos (HIBBETT et al., 2007). Esses organismos possuem importante 

valor econômico na indústria alimentícia e farmacêutica. No entanto, embora alguns fungos 

possuam propriedades benéficas, outros são parasitas de plantas e causadores de grandes 

prejuízos à agricultura e à saúde (AYOFEMI, 2020). 

Um dos principais vieses da contaminação alimentar por fungos está relacionado à 

produção de metabólitos secundários, como as micotoxinas, que são reconhecidamente tóxicas. 

No entanto, o desenvolvimento de fungos não implica necessariamente na produção desses 

compostos, uma vez que nem todos os fungos as produzem. Da mesma forma, a ausência de 

alterações sensoriais no alimento não significa que ele está livre de toxinas, pois as mesmas 

podem ter sido produzidas antes da inativação do fungo (TURNER; SUBRAHMANYAM; 

PILETSKY, 2009; WINTER; PEREG, 2019).  

A colonização fúngica e/ou produção de micotoxinas são favorecidas por vários 

fatores. As condições mais importantes estão associadas a altas temperaturas e atividade de 

água do produto/planta. Outros fatores relevantes estão relacionados à composição do vegetal, 

pH, teor de oxigênio e umidade atmosférica. Além disso, fatores de estresse como seca, 

fertilização insuficiente, altas densidades de cultivo, competição com ervas daninhas, insetos 
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ou danos mecânicos podem enfraquecer as defesas naturais da planta e promover a colonização 

de fungos (MAGAN; MEDINA, 2016; MARIN et al., 2013). 

A contaminação dos produtos alimentares ocorre através do contato com os esporos ou 

com o micélio dos fungos toxigênicos durante qualquer etapa da fase pré ou pós-colheita e está 

geralmente associada ao manejo inadequado das plantações, bem como à estocagem de safras 

em condições inapropriadas. As micotoxinas, ao contrário dos seus fungos produtores, não são 

detectáveis pela visão, odor ou paladar.  Uma vez produzidas pelos fungos, as micotoxinas 

agem de forma independente. Nesse sentido, eliminar os fungos não reduz a concentração ou o 

efeito das micotoxinas. Além disso, de maneira oposta aos fungos que as produzem, as 

micotoxinas são extremamente estáveis. Elas são resistentes a temperaturas acima de 250 C° e 

toleram uma ampla faixa de pH que pode variar de 3 a 10. Devido a essas razões, dificilmente 

eliminadas das matrizes alimentares durante o processamento (AL-ZOREKY; SALEH, 2019;  

MARIN et al., 2013). Assim, essas características enfatizam a necessidade de monitoramento 

da presença de fungos e suas micotoxinas em todos os estágios de produção de alimentos. 

As micotoxinas são produzidas por diferentes espécies de fungos e cada fungo pode 

produzir mais de uma micotoxina. Além disso, as plantas podem ser afetadas por mais de uma 

espécie fúngica, a qual pode produzir mais de uma micotoxina. Nesse sentido, pode-se observar 

a co-ocorrência de micotoxinas em alimentos ou na ração animal, aumentando assim as chances 

de interação entre os toxicantes e a ocorrência de efeitos toxicológicos sinérgicos (LEE; RYU, 

2017). Em 2019, o programa interno do Centro de Pesquisa BIOMIN (Tulln, Áustria) divulgou 

resultados da sua pesquisa anual sobre a ocorrência de micotoxinas. Nesse estudo, 93.543 

amostras de vários países foram coletadas no período de janeiro a dezembro de 2019. Nesse 

âmbito, o resultado apresentou 21.287 amostras positivas para micotoxinas em rações e 

produtos alimentícios. Ainda, foi verificada a ocorrências de diferentes tipos de micotoxinas 

em 71% das amostras analisadas, indicando que a co-ocorrência é prevalente e configura uma 

ameaça global à segurança alimentar (BIOMIN, 2019). 

A exposição às micotoxinas ocorre principalmente pela via oral, de maneira direta, por 

meio da ingestão de alimentos contaminados de origem vegetal como sementes oleaginosas, 

frutas e especiarias (Figura 1). A exposição também pode ocorrer de modo indireto, através da 

alimentação dos animais com ração contaminada, de forma que subprodutos animais como leite, 

carne e o ovos também se tornam ameaças potenciais à saúde (CARBALLO et al., 2018; 

MAHMOUDI; JIA et al., 2016; NORIAN, 2015). Além disso, as vias cutânea e a inalatória 
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também tem sido descritas por causar toxicidade, através de exposições ocupacionais, por 

mecanismos ainda pouco elucidados (FERRI et al., 2017). 

Figura 1 – Categoria de produtos notificados pelo Sistema de Alerta Rápido para Alimentos e 

Rações (RASFF) por contaminação por micotoxinas (1979 – 2017). 

 

Fonte: Adaptação de Piglowski (2019b). 

Atualmente são conhecidos aproximadamente 500 tipos de micotoxinas (BROOM, 

2015). As aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, tricotecenos (particularmente o 

deoxinivalenol), zearalenonas e patulina são as micotoxinas que causam maior preocupação por 

afetarem a saúde humana e por reduzirem o rendimento das culturas e o potencial produtivo 

dos animais. Os principais efeitos dessas micotoxinas, bem como seus fungos produtores foram 

relatados na Tabela 1.  

Tabela 1– Principais micotoxinas e seus efeitos relatados em modelos experimentais. 

Micotoxina Fungo produtor Principais efeitos relatados Referência 

Aflatoxinas  Aspergillus flavus 

Aspergillus parasiticus 

Hepatotoxicidade 

Carcinogenicidade 

Comprometimento do crescimento 

(HUA et al., 2020) 

(FERREIRA et al., 2019) 

(CASTELINO et al., 2015) 

Ocratoxina Aspergillus ochraceus 

Penicillium verrucosum 

Aspergillus carbonarius 

Nefrotoxicidade 

Hepatotoxicidade 

Carcinogenicidade 

(LI et al., 2021a) 

(SHIN et al., 2019) 

(HERMAN; MANTLE, 

2021) 

Fumonisina Fusarium verticillioides Hepatotoxicidade (RÉGNIER et al., 2019) 
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Fusarium proliferatum Carcinogenicidade (YU et al., 2021) 

Zearalenona Fusarium graminearum 

Fusarium culmorum 

Atividade estrogênica 

Disfunções reprodutivas 

(GAO et al., 2018) 

(YANG et al., 2018) 

Deoxinivalenol Fusarium graminearum 

Fusarium culmorum 

Toxicidade gastrointestinal 

  

(MISHRA et al., 2020) 

Patulina Penicillium expansum Toxicidade gastrointestinal  

Hepatotoxicidade 

Nefrotoxicidade 

(JIN et al., 2016) 

(LU et al., 2017) 

 

Fonte: A autora. 

Os efeitos negativos relacionados à exposição às micotoxinas geralmente são 

verificados em populações residentes de países em desenvolvimento. Nesse contexto, a 

agricultura familiar associada ao pequeno produtor é frequentemente atingida devido à escassez 

de medidas preventivas e de controle. Com isso, a contaminação alimentar passou a ser uma 

preocupação para o comércio de commodities, o qual estaria sujeito a disseminar a 

contaminação e colocar populações em risco (RUSHING; SELIM, 2019). 

Assim, muitos países implementaram regulamentos que estabelecem os limites 

máximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos. A maioria dos regulamentos são 

aplicados às empresas que importam, produzam, distribuam e comercializam categorias 

específicas de bebidas, alimentos e matérias primas com alto risco de contaminação. A 

regulamentação possui o objetivo de controlar o fluxo de commodities contaminadas com 

micotoxinas no comércio nacional e internacional, visando evitar problemas de saúde pública 

e econômica a nível mundial  (HUSSAIN; DAWSON, 2013; MORETTI; LOGRIECO; 

SUSCA, 2017). 

A Tabela 2 exibe os LMT de micotoxinas em alimentos, regulamentados pelos Estados 

Unidos (EUA) e pela União Europeia (UE) (ALSHANNAQ; YU, 2017). 

Tabela 2– Principais micotoxinas e LMT pelos EUA e pela UE em diferentes produtos 

alimentícios. 

Micotoxina Produtos alimentícios 
EUA 

(μg/Kg) 

UE 

(μg/Kg) 

Aflatoxinas B1, 

B2, G1 e G2 

Milho, trigo, arroz, amendoim, sorgo, pistache, 

amêndoas, nozes, figos, sementes de algodão, 

especiarias 

20 para todas 2–12 para B1; 

4–15 para os 

demais; 

Aflatoxina M1 Leite e Produtos lácteos 0,5 0,05 em leite; 
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0,025 produtos para 

crianças 

Ocratoxina A Cereais, frutas secas, vinho, uvas, café, cacau, 

queijo 

- 2-10 

Fumonisinas B1, 

B2, B3 

Milho, produtos de milho, sorgo, aspargos 2000–4000 200–1000 

Zearalenona Cereais, produtos de cereais, milho, trigo, 

cevada 

- 20-100 

Deoxinivalenol Cereais, produtos de cereais 1000 200-500 

Patulina Maçãs, suco de maçã e concentrado 50 10-50 

Fonte: Adaptado de Alshannaq; Yu (2017). 

O Brasil ocupa a posição de um dos países líderes na produção de alimentos agrícolas 

e, por apresentar um clima predominantemente tropical, dispõem de condições ambientais 

ideais para o crescimento de fungos micotoxigênicos (AYOFEMI, 2020). Dessa forma, em 18 

de fevereiro de 2011 foi aprovado o Regulamento Técnico sobre limites máximos para 

micotoxinas admissíveis em alimentos, bebidas e matérias primas sujeitas a contaminação, 

conforme disposto na Tabela 3. 

Tabela 3 – LMT de micotoxinas no Brasil. 

Micotoxina Alimento LMT (μg/Kg) 

Aflatoxina 

(M1) 

Leite fluído 0,5 

Leite em pó 5 

Queijos 2,5 

Aflatoxinas 

(B1, B2, G1, G2) 

Alimentos à base de cereais para alimentação infantil 1 

Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados 5 

Nozes, avelãs, amêndoas, frutas desidratadas e secas 10 

Castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior 15 

Especiarias, amendoim, milho (grão inteiro, partido, amassado, 

moído), castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 

20 

Ocratoxina A Cereais para posterior processamento, incluindo grão de cevada 20 

Fumonisinas 

(B1 + B2) 

Farinha de milho, creme de milho, fubá, flocos, canjica, 

canjiquinha 

1500 

Amido de milho e outros produtos à base de milho 1000 
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Zearalenona 

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de panificação, 

cereais e produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada 

malteada, arroz beneficiado e derivados 

100 

Arroz integral 400 

Farelo de arroz 600 

Produtos e sub-produtos à base de milho 150 

Trigo integral, farinha e farelo de trigo 200 

Desoxinivalenol 

(DON) 

Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo 

de trigo, farelo de arroz, grão de cevada 

1000 

Farinha de trigo, massas, biscoitos de água e sal, e produtos de 

panificação, cereais e produtos de cereais exceto trigo e 

incluindo cevada malteada 

750 

Patulina  Suco de maçã e polpa de maçã 50 

 

Fonte: Adaptação da RDC no 07, de 18 de Fevereiro de 2011, Brasil, 2011. 

Apesar da existência de regulamentos que determinam o LMT de micotoxinas em 

alimentos, a redução da contaminação permanece um desafio, uma vez que para a manutenção 

do controle de contaminações, processos rígidos de gerenciamento necessitam ser 

implementados. Além disso, inúmeros pontos da cadeia produtiva são passíveis de serem 

contaminados, tornando o controle mais dificultoso. Ainda, procedimentos como análises 

periódicas, utilizando amostragem representativa e um protocolo robusto de análise dos dados 

precisariam ser aplicados, além da determinação de um destino adequado para aquelas amostras 

que superassem os LMT instituídos. Devido à complexidade de controle, a exposição humana 

e animal às micotoxinas parece ser inevitável (WOOD, 1992).  

Estima-se que cerca de 75% de todos os grãos do mundo estejam contaminados por 

micotoxinas (LEE; RYU, 2017). Essa conjuntura afeta o agronegócio de muitos países, pois a 

presença desses compostos está associada a interferências ou impedimentos de exportações e 

também a redução da produção animal e agrícola, o que gera numerosos prejuízos (JELINEK; 

POHLAND; WOOD, 1989; WILD; MILLER; GROOPMAN, 2016).  

Além disso, os produtos de melhor qualidade geralmente são destinados à exportação, 

sendo assim, as commodities de qualidade inferior, as quais apresentam níveis de micotoxinas 

acima do permitido nos países importadores, são vendidas e consumidas no mercado interno, 

com riscos evidentes para a saúde da população (RUSHING; SELIM, 2019). Esse cenário é 

ainda mais alarmante em países em desenvolvimento, onde a oferta de alimentos é naturalmente 

limitada e o cumprimento dos regulamentos de segurança podem levar à falta de alimentos e a 
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preços excessivos que incentivam a aquisição de medidas que priorizam a suficiência alimentar 

em detrimento da segurança (EGMOND; JONKER, 2004) 

Nesse contexto, desde 1979, os alimentos compõem a categoria que recebeu mais 

notificações no RASFF, ferramenta implementada para fornecer às autoridades de controle de 

alimentos informações sobre as ameaças detectadas (PIGLOWSKI, 2019a). Desde então, as 

micotoxinas permanecem no páreo entre as categorias de risco mais notificadas (Figura 2).  

Figura 2 – Categorias de risco notificadas no RASFF de 2000 a 2017. 

 

Fonte: Adaptação de Piglowski (2019b). 

As micotoxinas têm sido descritas como uma das categorias de ameaça mais 

frequentemente relatada no RASFF, constituindo cerca de 21% de todas as notificações 

relatadas de 1981 até 2017 (PIGLOWSKI, 2019b). Recentemente, o RASFF relatou 5045 e 439 

notificações para contaminação por micotoxinas em produtos alimentícios e rações, 

respectivamente, exportados para a UE entre os anos de 2010 e 2019. Quase 90% (n = 4.487) 

das notificações foram atribuídas à contaminação por aflatoxinas (ALSHANNAQ; YU, 2021)  

(Figura 3). Ainda, em uma análise comparativa de notificações sobre micotoxinas no RASFF, 

foi verificado que o maior número de notificações estava relacionado à aflatoxina B1 (AFB1) 

(8.784, 80%), seguido por aflatoxinas não especificadas (1.376; 13%) e ocratoxina A (550; 5%) 

(PIGLOWSKI, 2019b). Neste sentido, devido à alta prevalência de contaminação alimentar por 
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micotoxinas, estudos que analisem o impacto sua exposição à saúde da população são de 

extrema relevância. 

Figura 3 – Número total de notificações no RASFF para micotoxinas por ano em produtos 

alimentícios de todos os países (2010 – 2019). 

 

Fonte: Adaptação de Alshannaq; Yu (2021).  

2.2 AFLATOXINAS 

As aflatoxinas são micotoxinas produzidas majoritariamente pelos fungos Aspergillus 

flavus e Aspergillus parasiticus, os quais causam grande preocupação para a segurança 

alimentar devido a ampla distribuição e a alta toxicidade. Esses metabólitos foram inicialmente 

descritos por Stevens e colaboradores (1960) que relataram o aparecimento de uma nova doença 

na Inglaterra, a qual foi responsável por matar mais de 100.000 aves que haviam sido 

alimentados com farinha de amendoim proveniente do Brasil. Pesquisas constataram que o 

surto estava relacionado à contaminação por Aspergillus flavus que produzia uma substância 

fluorescente, então denominada aflatoxina (STEVENS et al., 1960).  

As principais características físicas e químicas das aflatoxinas são a termoestabilidade, 

o baixo peso molecular e a natureza cristalina. Além disso, são solúveis em solventes 

moderadamente polares, como clorofórmio e metanol e pouco solúveis em solventes apolares. 

Ademais, são instáveis quando expostas à luz, particularmente à radiação ultravioleta. Ainda, 

são incolores, inodoras e não alteram o sabor dos alimentos (EATON; GROOPMAN, 2013; 
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WOGAN, 1966). Devido as suas características que lhes conferem estabilidade, as aflatoxinas 

dificilmente são eliminadas das matrizes que foram contaminadas, representando um grande 

risco para a população (RUSHING; SELIM, 2019) 

Mais de 20 aflatoxinas já foram isoladas, no entanto as de maior interesse toxicológico 

são as do tipo B1, B2, G1 e G2. Estruturalmente, são compostos orgânicos que possuem um 

núcleo central cumarínico ligado a uma estrutura bi-furanoide (Figura 4) e se distinguem 

cromatograficamente pela fluorescência emitida sob luz ultravioleta. Nesse contexto, as 

aflatoxinas B1 e B2 (do inglês, “blue”) e G1 e G2 (do inglês, “green”) foram assim 

denominadas devido às fluorescências azul e verde, respectivamente, que emitem quando 

expostas à luz ultravioleta. As aflatoxinas B2 e G2 são derivados dos compostos originais B1 e 

G1. As aflatoxinas B1 e B2, após serem consumidas em alimentos contaminados, são 

metabolizadas pelo fígado e excretadas no leite na forma de aflatoxinas M1 e M2, 

respectivamente. Ademais, os índices numéricos 1 e 2 indicam compostos com maior e menor 

toxicidade, nessa ordem, e seguem a sequência B1> G1 > B2 > G2 (HUSSEIN; BRASEL, 

2001). Nesse cenário, dentre as inúmeras micotoxinas existentes, as AFB1 se destacam pela 

ampla distribuição em alimentos e pela maior toxicidade. 

Figura 4 – Estrutura química das aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1 e M2. O núcleo central 

cumarínico está destacado em azul e a estrutura bi-furanoide, em vermelho. 

 

Fonte: Adaptação de Jiang et al (2021) 
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2.3 AFLATOXINA B1  

2.3.1 Incidência em matrizes alimentares  

As AFB1 são contaminantes de matrizes alimentares extremamente relevantes ao 

consumo humano, fato que torna a situação ainda mais preocupante. As AFB1 já foram 

identificadas em inúmeros produtos alimentícios, entre eles destacam-se os cereais como milho, 

arroz, trigo e cevada e também as sementes oleaginosas como amendoim, nozes e pistache. 

Além desses alimentos, frutas, especiarias e temperos também podem ser afetados pela 

contaminação. Ademais, por resistirem a várias técnicas de processamento, tendem a 

permanecer em produtos finais, a exemplo das cervejas, pães, sucos e vinhos (BRASIL, 2011; 

KABAK; DOBSON; VAR, 2006; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). Existe 

também grande preocupação em relação à exposição da AFB1 por meio da ingestão de 

alimentos de origem animal, visto que já foram descritos por apresentarem resíduos ou 

metabólitos da micotoxina (JIA et al., 2016; MAHMOUDI; NORIAN, 2015; MAZIERO; 

BERSOT, 2010).  

De acordo com um levantamento de dados da literatura sobre a ocorrência de AFB1 em 

produtos alimentícios, foi possível verificar um alto percentual de amostras de alimentos 

contaminados. Além disso, a média das concentrações máximas detectadas nesses estudos 

muitas vezes excederam o limite regulatório de <20 µg/kg adotado pela maioria dos países.  O 

resumo desses estudos pode ser encontrado na Tabela 4 e Figura 5. 
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Tabela 4 – Relatórios de ocorrência de AFB1 em produtos alimentícios (2008-2018). 

Alimento País 

Número 

de 

amostras 

Número 

positivo 

para AFB1 

% positivo 

para AFB1 

Nível mínimo 

de AFB1 

(µg/kg) 

 

Nível 

máximo de 

AFB1 

(µg/kg) 

Arroz Suécia 99 46 56,6 0,1 46,2 

Arroz Índia 1200 814 67,8 0,1 308 

Arroz China 29 29 100,0 0,1 136,8 

Arroz Brasil 230 128 55,7 0,11 180,74 

Arroz Brasil 187 21 11,2 - 63,32 

Nuts Moçambique 23 3 13,0 3,4 123,0 

Nuts Turquia 302 51 16,9 0,16 368,0 

Nuts Paquistão 180 83 46,1 0,04 14,5 

Nuts Zimbábue 208 26 12,5 0,7 175,9 

Milho China 108 108 100,0 1,0 50,0 

Milho Burquina Faso 26 13 50,0 3,4 636,0 

Milho Iran 373 146 39,1 0,5 241,3 

Milho Croácia 633 241 38,1 1,1 2072,0 

Milho Paquistão 100 52 52,0 2,0 1405,3 

Milho Paquistão 75 73 97,3 0,5 409,3 

Milho República 

Democrática 

do Congo 

30 30 100,0 1,75 1401,45 

Milho Sérvia 360 206 57,2 1,3 88,8 

Trigo Tunísia 46 4 8,7 0,12 18 

Trigo China 16 16 100,0 0,3 0,9 

Trigo Malásia 14 9 64,3 0,55 5,07 

Sorgo Tunísia 49 36 73,4 0,4 25,1 

Sorgo Índia 1606 1173 73,0 0,01 263,98 

Sorgo Etiópia 90 85 94,4 - 33,1 

Cereal Tunísia 147 42 28,6 0,1 25,1 

Cereal Espanha, 

Itália, 

Marrocos, 

Tunísia 

173 14 8,1 6,4 66,7 

Cereal Paquistão 237 98 41,4 0,04 6,9 

Frutas secas Tunísia 20 9 45,0 0,1 34,5 

Frutas secas Paquistão 77 33 42,9 0,04 9,8 

Frutas secas Turquia 130 16 12,3 0,1 12,5 

Frutas secas Irã 88 50 56,8 0,3 8,4 

Especiarias Tailândia 60 40 66,7 0,1 53,62 

Especiarias Itália 130 11 8,5 0,08 >15 

Especiarias Malásia 58 49 84,5 0,01 28,43 

Fonte: Adaptação de Rushing; Selim (2019). 
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Figura 5– Frequência (a) e níveis máximos (b) de AFB1 relatados em múltiplos estudos. As 

barras de erro são expressas como desvio padrão. Os valores exibidos acima das barras  

representam o número de estudos que avaliaram cada produto. 

 

Fonte: Adaptação de Rushing; Selim (2019). 

Apesar das altas taxas de contaminação notificadas, foi demonstrado que os dados os 

quais se tem acesso geralmente são limitados, o que além de dificultar avaliações mais 

abrangentes e globais da ocorrência de aflatoxina, pode resultar em uma subestimativa da 

exposição alimentar. Outro importante aspecto é que, embora as concentrações gerais de 

aflatoxinas no arroz e no trigo sejam menores do que as concentrações no milho e no amendoim, 

por exemplo, o consumo de arroz e trigo em alguns países pode representar até 80% da dieta, o 

que evidencia a possibilidade de exposição à altas concentrações (WILD; MILLER; 

GROOPMAN, 2016). 

Além disso, a contaminação por AFB1 é um impasse principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais, onde as altas temperaturas e umidade favorecem o desenvolvimento de 

espécies aflatoxigênicas no campo e durante o armazenamento. No entanto, em consequência 
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das mudanças climáticas, a AFB1 também tem ocorrido em áreas onde não eram anteriormente 

detectadas, ao passo que os países os quais já apresentavam contaminação podem começar a 

ver níveis ainda mais altos nas culturas (BATTILANI et al., 2016; KLERX; LIU; BATTILANI, 

2016; MEDINA; RODRIGUEZ; MAGAN, 2014).  

2.3.2 Toxicocinética e toxicodinâmica 

A toxicidade da AFB1 apresenta grande variabilidade pois é dependente de vários 

fatores. Alguns são relacionados ao organismo como espécie, linhagem, sexo, peso corporal e 

idade. Além disso, o estado nutricional e a composição da dieta são fatores que podem modular 

a toxicidade da micotoxina. Os níveis e tempo de exposição à toxina também são 

particularmente relevantes (EATON; GROOPMAN, 2013). 

Nesse contexto, a suscetibilidade aos efeitos tóxicos da AFB1 foi classificada em três 

graus que compreendem: (1) animais com alta sensibilidade (dose letal 50 – DL50 – ≤ 1 mg/kg) 

em que estão incluídos patos, trutas arco-íris, cobaias, coelhos, cães, gatos e ratos jovens e perus 

jovens; (2) animais medianamente sensíveis (requerem doses de aflatoxina até dez vezes 

maiores do que os animais do primeiro grupo), como suínos, macacos, ratos adultos, bezerros, 

faisões, pintos, furões, hamsters, vacas, doninhas e perdizes; e (3) animais resistentes, como 

ovinos e camundongos. Ademais, os animais jovens são mais sensíveis do que os adultos, da 

mesma forma que os machos são mais suscetíveis que as fêmeas, exceto em estágios específicos 

relacionados à gestação (SCHOENTAL, 1967).  

Por inúmeros fatores, a DL50 da AFB1 não é exata e possui uma ampla faixa 

documentada. De mesmo modo, outras informações toxicocinética são variáveis, dependente 

das informações supracitadas e geralmente específicas de cada experimento (AGAG, 2004; 

EATON; GROOPMAN, 2013; WONG; HSIEH, 1980).  

A toxicidade da AFB1 é exclusivamente dependente da sua metabolização hepática. 

Nesse caso, a biotransformação, que geralmente é referida como um processo de 

desintoxicação, converte a micotoxina inerte em metabólitos tóxicos em um processo 

conhecido como bioativação (BEYERLE et al., 2015; GUENGERICH et al., 1996). 

Nesse contexto, a estrutura molecular da AFB1 possui grupamentos e ligações que 

favorecem a toxicidade da micotoxina.  O anel lactona do anel cumarínico a e ligação dupla do 

anel furano terminal, na posição entre os carbonos C8-C9 (Figura 6) são regiões de alta 

reatividade, pois são suscetíveis às reações de epoxidação que acontecem durante a 

biotransformação da micotoxina (DIAO; HOU; DONG, 2013). 
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Figura 6– Estrutura química da AFB1. A ligação dupla C8 - C9 está destacada em azul e a 

ligação lactona, em vermelho. 

 

Fonte: Adaptação de Zhou et al., 2020. 

A absorção via oral da toxina é facilitada devido a sua característica lipofílica. Após a 

ingestão, a AFB1 é absorvida no trato gastrointestinal, distribuída pela circulação sanguínea 

através da ligação com a albumina e se concentra no tecido hepático devido à alta 

permeabilidade da membrana do hepatócito à micotoxina (EATON; GROOPMAN, 2013). 

O fígado é o órgão primário de bioativação de AFB1 e quatro vias metabólicas 

compreendem esse processo: epoxidação para formar AFB1-8,9-epóxido (AFBO), cetoredução 

que forma o composto aflatoxicol, hidroxilação para gerar as aflatoxinas M1, Q1 e B2a e O-

desalquilação que forma aflatoxina P1 (WU et al., 2009) (Figura 7). As enzimas que participam 

desse processo pertencem à superfamília do citocromo P (CYP). 
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Figura 7 – Vias metabólicas da AFB1. Os processos que levam a toxicidade estão em vermelho 

e os que levam a desintoxicação, em azul. 

 

Fonte: Adaptação de Yiannikouris; Jouany (2002). 

Nesse sentido, em tecido hepático o anel de lactona insaturado sofre epoxidação por 

enzimas CYP450, gerando o metabólito AFBO e seus isômeros endo-8,9-epóxido e exo-8,9-

epóxido. Devido à natureza altamente instável do AFBO, este metabólito pode hidrolisar-se 

espontaneamente, resultando na formação de AFB1- 8,9-dihidrodiol, o qual reage com 

grupamentos amino primários de proteínas celulares, originando bases de Schiff. Associado a 

isso, um desequilíbrio no sistema antioxidante e um estado pró-inflamatório geralmente 

também é constatado. Posterirormente, AFB1- 8,9-dihidrodiol é metabolizado pela enzima 



 

 

31 

 

aflatoxina aldeído redutase para formar AFB1-diálcool, não tóxico e sem a capacidade de 

ligação à proteínas (MONSON; COULOMBE; REED, 2015). 

Ademais, o exoisômero pode intercalar-se no ácido desoxirribonucleico (DNA) e reagir 

com a guanina, localizada na posição 7 (N7), para formar o aduto 4-8-(N7-guanil)-9-hidroxi-

AFB1 (AFB1-N 7 -guanina).  O produto da reação tende a sofrer depuração espontânea pela via 

urinária, formando um sítio apurínico na molécula de DNA. Os sítios vagos tendem a ser 

preenchidos com adenina, resultando em transversão de guanina para timina no gene supressor 

de tumor p53, a qual é observada em diferentes tipos de carcinomas (BRESSAC et al., 1991; 

OZTURK, et al., 1991; PUISIEUX et al., 1991). Ainda, pode transformar-se em 8,9-di-hidro-

8- (N5-formil-20, 50, 60-triamino-4-oxo-N5-pirimidil)-9-hidroxi-AFB1 (AFB1-FAPY), 

quimicamente e biologicamente estável (YIANNIKOURIS; JOUANY, 2002). 

As três interferências no DNA AFB1-N7-Guanina, formação de sítios apurínicos e 

AFB1-FAPY (Figura 8), são as vias precursoras de mutações induzidas pela AFB1. Esse 

mecanismo modifica a estrutura e a atividade biológica do DNA nativo, originando assim os 

mecanismos de mutagenicidade e carcinogenicidade, bem como alterações bioquímicas, 

incluindo a indução de estresse oxidativo, causando a oxidação lipídica, proteica e de ácidos 

nucleicos (DAI et al., 2017; FEDELES; ESSIGMANN, 2018). 

Figura 8 – Vias de ativação metabólica da AFB1 que levam à formação de adutos de DNA. 

 

Fonte: Adaptação de Fedeles; Essigmann (2018). 

Através de uma reação de cetoredução, a via metabólica da AFB1 também pode dar 

origem ao composto aflatoxicol de toxicidade moderada (WU et al., 2009). As reações de 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aldehyde
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hidroxilação e O-desalquilação dos compostos formam produtos de toxicidade reduzida e por 

isso foram consideradas como uma via de desintoxicação. A exceção está relacionada à geração 

de aflatoxina M1, a qual foi determinada como o metabólito mais tóxico entre os hidroxilados 

(LI et al., 2018). A geração da aflatoxina H1 permanece controversa, no entanto, sugere-se que 

seja formada a partir do aflatoxicol ou da aflatoxina Q1 (SALHAB; HSIEH, 1975). As novas 

moléculas formadas possuem o grupo hidroxila em sua estrutura, o qual permite a sua 

conjugação com o ácido glicurônico, sulfatos, entre outros, para posterior excreção 

principalmente através da urina e, em menor quantidade, através da bile e fezes (ESSIGMANN 

et al., 1982; MARCHESE et al., 2018).  

Como uma importante via de desintoxicação da micotoxina, destaca-se a conjugação 

enzimática do metabólito AFB1-8,9-epóxido com o tripeptídeo glutationa no seu estado 

reduzido (GSH), catalisada pela glutationa-S-transferases (GST). Essa conjugação minimiza a 

afinidade do metabólito pelo DNA, formando um conjugado inativo que é posteriormente 

excretada na urina (ESSIGMANN et al., 1982). 

2.3.3  Aspectos epidemiológicos da toxicidade da AFB1 

Ao longo da história, vários episódios de contaminação por AFB1 foram descritos na 

literatura. Em 1974, 200 aldeias no oeste da Índia vivenciaram um surto intoxicação que afetou 

397 pessoas, levando a óbito 106 indivíduos por hepatotoxicidade.  O surto durou dois meses e 

foi restrito à população tribal, cujo alimento básico era o milho. A partir da análise das amostras 

de qualidade duvidosa, foi constatada a contaminação por Aspergillus flavus (6,25 - 15,6 mg/kg) 

e a estimativa de consumo diário da população foi de 2 - 6 mg/kg de aflatoxinas, durante várias 

semanas. A análise do soro dos pacientes constatou a presença de AFB1, a qual foi associada a 

causa da intoxicação (KRISHNAMACHARI et al., 1975). 

Em abril de 2004, o Quênia registrou um dos episódios mais graves de intoxicação 

humana por AFB1 da história, o qual contabilizou 317 casos e 125 mortes por hepatotoxicidade 

aguda. O estudo de caso-controle realizados por LEWIS et al. (2005) mostrou que as pessoas 

afetadas consumiam milho caseiro armazenado em condições úmidas e a exposição diária 

individual de AFB1 foi estimada em até 50 mg (PROBST; NJAPAU; COTTY, 2007). 

Há poucos anos, em 2016, foi relatado um surto caracterizado por sintomas 

gastrointestinais, insuficiência hepática e morte de vários animais e pessoas de famílias de 

agricultores de regiões da República Unida da Tanzânia. Após pesquisa epidemiológica, o surto 

foi atribuído à ingestão de alimentos contaminados com AFB1, em que as exposições de 20 a 
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120 µg/kg de peso corporal por dia, por um período de 1-3 semanas ou consumo de alimentos 

contendo concentrações superiores a 1 mg/kg, foram responsáveis por terem causado 

aflatoxicose aguda e morte de 20 pessoas, 6 cães e 1 gato (KAMALA et al., 2018). 

As aflatoxinas estão entre as substâncias mutagênicas e cancerígenas mais potentes 

conhecidas (WILD; MILLER; GROOPMAN, 2016). O quadro de intoxicação por aflatoxinas 

é denominado aflatoxicose e o impacto na saúde humana depende de diferentes fatores e pode 

ser agravado em organismos com deficiência de vitaminas, baixa ingestão calórica, consumo 

excessivo de álcool, uso de determinados medicamentos ou presença de doenças infecciosas 

(BENNETT; KLICH, 2003). Além disso, a dose e a duração da exposição às aflatoxinas têm 

uma grande relevância na toxicologia e podem causar efeitos decorrentes de exposições agudas 

e/ou crônicas à micotoxina.  

Manifestações agudas se referem à exposição repetida a doses elevadas, por curtos 

períodos de tempo. Nesses casos, os efeitos da toxina aparecerem logo após o contato 

(segundos, minutos ou horas) e podem causar vômitos, dor abdominal, anorexia, febre, ascite, 

edema dos membros inferiores, icterícia e lesão hepática que nos casos mais graves pode ser 

fatal (AZZIZ et al., 2005; KRISHNAMACHARI et al., 1975; REDDY; RAGHAVENDER, 

2007). 

As ocorrências crônicas se referem a exposições em baixas doses de AFB1, por longos 

períodos de tempo. Os efeitos crônicos foram referidos por ocasionar imunossupressão, 

genotoxicidade e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, especialmente relacionado à 

mutação no gene p53, supressor de tumor associado (ALPERT et al., 1971; MARRONE et al., 

2015). A carcinogenicidade da AFB1 está especialmente associada ao fígado, onde a micotoxina 

é biotransformada em metabólitos reativos. No entanto, pâncreas, bexiga, ossos, vísceras, 

sistema nervoso central também já foram descritos por serem acometidos (FOUAD et al., 2019). 

Ademais, sugere-se o envolvimento da aflatoxina em distúrbios nutricionais e déficit de 

crescimento, provavelmente por prejudicar a absorção de micronutrientes, bem como a síntese 

de proteínas e o metabolismo enzimático (DE VRIES; MAXWELL; HENDRICKSE, 1990; 

RAHMANI et al., 2018; SORIANO et al., 2020). 

A AFB1 é considerada um dos principais fatores de risco ambiental para 

desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (ALPERT et al., 1971; PEERS; LINSELL, 1973; 

ZHANG et al., 2017) e foi apontada como responsável por até 28% dos casos mundiais desse 

carcinoma (LIU; WU, 2010). Sabendo que o câncer hepático foi considerado um dos principais 

em termos de incidência e de mortalidade em todo o mundo, adequar as ações de controle da 
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AFB1 é indispensável, uma vez que a toxicidade é atribuída a problemas de saúde gravíssimos 

(BRAY et al., 2018; FERREIRA et al., 2019). 

Além disso, estudos revelaram que AFB1 piora o prognóstico da infecção causada pelo 

vírus da hepatite B, de forma a aumentar drasticamente o risco de desenvolvimento de 

carcinoma hepatocelular (HABIBI et al., 2019; KEW, 2003). Da mesma forma,  tem sido 

estudada a relação da micotoxina com o vírus da hepatite C, a qual também demonstrou 

aumentar o risco para o desenvolvimento do carcinoma hepático (CHU et al., 2018). Portanto, 

devido às altas taxas mundiais de infecção por essas hepatites e, paralelamente, à recorrente 

contaminação de alimentos por AFB1, os infectados encontram-se em um risco superior para 

os efeitos hepatocarcinogênicos da toxina.  

Nesse contexto, através da avaliação dos estudos epidemiológicos que demonstraram a 

relação entre o consumo de alimentos contaminados com micotoxina e seu efeito 

cancinogênico, a Agência Internacional de Pesquisa sobre Câncer concluiu que que haviam 

evidências suficientes da carcinogenicidade da AFB1 em humanos e a classificou como um 

agente carcinogênico pertencente ao grupo 1 (IARC, 1993). Para substâncias com esse caráter 

não há limite abaixo do qual nenhum efeito prejudicial é observado e, portanto, nenhuma 

ingestão diária admissível pode ser definida pelas autoridades, seguindo os princípios de 

segurança ALARA (tão baixo quanto razoavelmente possível) (EC, 2002).  

2.3.4 Metabolismo oxidativo  

Muitos estudos têm atribuído o estresse oxidativo a um dos principais mecanismos que 

medeiam os efeitos tóxicos causados pela exposição à AFB1 (MARIN; TARANU, 2012). Nesse 

sentido, o entendimento sobre os mecanismos oxidativos é de extrema relevância para a 

compreensão dos efeitos prejudiciais provocados pela micotoxina.  

O estresse oxidativo ocorre quando a produção de radicais livres (RLs) e espécies 

reativas é maior do que a capacidade do organismo de neutralizá-los através de seu sistema de 

defesa (STORZ; IMLAY, 1999). O termo RLs é utilizado para designar átomos ou moléculas 

que apresentam em sua estrutura atômica um ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital 

mais externo, característica que confere alta instabilidade e reatividade para esses compostos. 

Entretanto, algumas espécies não possuem elétrons desemparelhados, mas são tão reativas 

quanto as que apresentam, é o caso do peróxido de hidrogênio, o qual é categorizado como 

espécie reativa.  Nesse contexto, a maioria dos RLs existentes contém átomos de oxigênio e 

nitrogênio em sua estrutura e por isso são denominados de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
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e de nitrogênio (ERNs), respectivamente. Entre as EROs, destacam-se o radical ânion 

superóxido (O2
•−), radical hidroxila (OH•) e peróxido de hidrogênio. Entre as ERNs, o principal 

representante é o óxido nítrico (ON•) (ARUOMA, 1998).  

As espécies reativas podem ter origem endógena e/ou exógena. As principais fontes 

endógenas de geração de RLs se desenvolvem através da atividade de sistemas enzimáticos 

fisiológicos, como da ciclooxigenase, lipoxigenase, CYP, xantina oxidase e óxido nítrico 

sintase, e através da mitocôndria no processo de respiração celular. Entre as fontes exógenas, a 

exposição à poluição ambiental, à radiação e a toxinas são exemplos de fatores que predispõe 

ao aumento da geração de RLs (ZANGAR; DAVYDOV; VERMA, 2004). 

Em condições fisiológicas, os níveis de RLs oscilam em baixas concentrações em 

virtude da atuação de mecanismos de defesa celular. Nesse sentido, a ação de antioxidantes se 

destaca pela atividade de neutralização e/ou eliminação dessas espécies. O sistema de defesa 

antioxidante pode ser dividido em sistema enzimático, composto por enzimas como a 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), e não enzimático, 

o qual é composto por substâncias produzidas pela própria célula (glutationa, coenzima Q, 

ferritina, ácido alfa-lipóico, ácido úrico, entre outros) e por elementos obtidos através da dieta 

(vitaminas como a C e a E, alguns minerais e compostos fenólicos) (AHMAD; SARWAT; 

SHARMA, 2008). Outro sistema protetor que recebe destaque é via de sinalização molecular 

da proteína 1 associada a ECH semelhante a Kelch (Keap1)/fator nuclear eritroide 2 relacionado 

ao fator 2  (Nrf2), a qual regula a transcrição de genes que codificam proteínas e enzimas 

antioxidantes, bem como de enzimas de fase II de detoxificação metabólica (QIANG, 2013).  

Quando o estresse oxidativo é instalado, ocorre o ataque de RLs a biomoléculas 

celulares essenciais, tais como lipídios, proteínas e ácidos nucleicos. Nesse contexto, o distúrbio 

entre a geração e a eliminação de espécies reativas pode afetar muitos, se não todos, os 

processos biológicos (BETTERIDGE, 2000), sendo inclusive o mecanismo fisiopatológico de 

diversas doenças. 

Na condição da aflatoxicose, o estresse oxidativo pode ser gerado de forma direta, 

devido ao processo de biotransformação da AFB1 ou pode ser induzido de modo indireto, por 

meio da ação dos metabólitos reativos gerados (WU et al., 2009).  Nesse sentido, a 

biotransformação de xenobióticos mediada pelo CYP450 é um importante processo de geração 

de EROs, cuja reação pode ser considerada uma consequência indesejada dessas enzimas 

(LACKNER, 1998; STEGEMAN et al., 1992).  Assim, durante o metabolismo hepático da 

AFB1, o qual é realizado principalmente pelas isoformas CYP3A4 e CYP1A2, grande 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cyp3a4
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cyp1a2


 

 

36 

 

quantidade de RLs são gerados, os quais perturbam o equilíbrio redox celular. Além disso, o 

metabólito AFBO gerado exibe alta afinidade para atacar covalentemente heteroátomos 

nucleofílicos de nitrogênio, oxigênio e enxofre de macromoléculas essenciais, gerando adutos 

associados a lesões pré-mutagênicas. Dessa forma, a modificação da constituição de proteínas, 

lipídios e ácidos nucleicos foi descrita por induzir o estresse oxidativo (RUSHING; SELIM, 

2019).  

No caso da determinação experimental de espécies reativas, ao invés de serem utilizados 

métodos de quantificação direta, cujo procedimento é dificultado devido à curta meia vida das 

substâncias, foram desenvolvidos ensaios que permitem determinar os produtos dos danos 

produzidos pelo estresse oxidativo, os quais são utilizados com maior frequência. Um dos 

produtos oxidativos mais estudados é o malondialdeído (MDA), o qual é mensurado através do 

ensaio das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e é gerado a partir da 

peroxidação de lipídios constituintes de membranas celulares (RAEL et al., 2004).  O 8-hidroxi-

2′-desoxiguanosina é o produto gerado em consequência do ataque de EROs ao oitavo átomo 

de carbono da base guanina do DNA, sendo o principal biomarcador de dano oxidativo ao DNA 

(VALAVANIDIS; VLACHOGIANNI; FIOTAKIS, 2009). Como marcador de oxidação de 

proteínas, a quantificação de grupos carbonil (aldeídos e cetonas), cuja produção ocorre nas 

cadeias laterais das proteínas após oxidação, é o método mais utilizado (DALLE-DONNE et 

al., 2003).  

Nesse sentido, Yilmaz; Kaya e Comakli (2017) revelaram que uma dose única de AFB1 

(2,5 mg/kg, via intraperitoneal – i.p.) foi suficiente para aumentar os níveis de MDA no fígado 

de ratos Wistar. No mesmo estudo, a redução dos níveis de GSH, bem como da atividade das 

enzimas antioxidantes GST, CAT, GPx e SOD foi observada. Também foram identificadas 

alterações plasmáticas na atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FAL) e lactato desidrogenase e prejuízos 

histológicos associados a degenerações dos hepatócitos. Esses resultados demonstram o 

desequilíbrio oxidativo induzido pela exposição à micotoxina e, consequentemente, os danos 

ao tecido hepático, os quais foram marcados por alterações nos parâmetros bioquímicos e 

histológicos. Vipin e colaboradores (2017) e Owumi e seu grupo de pesquisa (2020), da mesma 

forma, encontraram alterações semelhantes no tecido hepático em ratos de mesma linhagem, 

como resultado de 28 dias de exposição alternada (200µg/kg, i.p) e consecutiva (75 µg/kg, via 

intragástrica – i.g) à AFB1, respectivamente. 
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Ainda, uma única administração de AFB1 (2 mg/kg, i.p.) em ratos Sprague Dawley, por 

sua vez, foi capaz de causar um dano no fígado, semelhante a estudos anteriores. Além disso, 

alterações em parâmetros sorológicos sugestivos de disfunção hepática também foram 

relatados. Esse estudo concluiu que as alterações verificada ao órgão foram resultado de um 

desequilíbrio oxidativo, marcado por redução dos níveis de GSH e atividade da CAT e SOD, 

associado com o aumento da quantidade de 8-hidroxi-2′-desoxiguanosina e MDA, reforçando 

o potencial da micotoxina em causar lesões ao DNA e a lipídios, respectivamente (DENG et 

al., 2020). 

Através de diversas pesquisas, o fígado demonstrou ser o órgão mais afetado pelo efeito 

oxidativo da AFB1, principalmente decorrente do acúmulo da mesma nesse órgão 

(YIANNIKOURIS et al., 2021). No entanto, alguns estudos já demonstraram o acometimento 

renal no processo. Eraslan e colaboradores (2017) relataram que 21 dias de exposição à AFB1 

(500 μg/kg, i.g) foram suficientes para desequilibrar o tônus oxidativo, confirmado através do 

aumento dos níveis de MDA, ON e 4-hidroxinonenal em rins de ratos Wistar, bem como 

aumentaram os níveis de nitrogênio não proteico, creatinina e ácido úrico no soro. Achados 

patológicos como necrose tubular também foram encontrados em tecido renal como resultado 

do estresse oxidativo. El-Mekkawy e colaboradores (2020) tiveram achados similares após 90 

dias de exposição de Ratos Sprague-Dawley à AFB1 (25 µg/kg, ig). 

Recentemente, Deabes e seu grupo (2021) observaram significativas alterações 

oxidativas, histopatológicas e em parâmetros plasmáticos tanto no fígado quanto nos rins de 

ratos Sprague Dawley, após 17 dias de tratamento com AFB1 (2 mg/kg, i.g.). A exposição 

causou elevação na atividade de enzimas hepáticas (ALT, AST, FAL e lactato desidrogenase), 

bem como aumentou os níveis de ureia e creatinina no soro dos animais. Essas modificações 

indicaram que havia prejuízo na função hepática e renal, cujo comprometimento foi 

comprovado através da análise histológica dos tecidos. Anormalidades da função de órgãos 

podem ser atribuídas ao aumento de espécies oxidativas. Nesse sentido, foi verificada uma 

redução dos níveis da capacidade antioxidante total e um aumento no teor de proteínas 

carboniladas e de peroxidação lipídica.  

Além disso, estudos revelaram que o fator de transcrição Nrf2 é um dos principais 

mediadores na transcrição de genes que codificam enzimas antioxidantes em resposta ao dano 

oxidativo. Em condições homeostáticas, a ligação de Keap1 a Nrf2 reprime a transcrição de 

genes antioxidantes. Isso ocorre pois o complexo Keap1/Nrf2 causa a degradação do Nrf2 por 

meio da ubiquitinação através do proteassoma. Em resposta ao estresse oxidativo, através da 
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modificação de resíduos reativos de cisteína, a ubiquitinação é inibida e ocorre liberação de 

Nrf2, permitindo sua translocação para o núcleo para transcrição de genes que modulam a 

expressão de enzimas e efetores antioxidantes (Figura 9) (BAIRD; YAMAMOTO, 2020). 

Figura 9 – Modelo esquemático da via de sinalização Keap1/Nrf2. 

 

Fonte: A autora. 

Ji e colaboradores (2020) mostraram que a expressão de Nrf2 foi reduzida no fígado de 

ratos Wistar expostos à dose de 200 mg/kg de AFB1 por 21 dias alternados, da mesma forma 

que uma dose de 200 μg/kg, por 28 dias alternados (VIPIN et al., 2017). Associado a isso, o 

aumento na peroxidação lipídica e a redução da atividade de enzimas antioxidantes, podem 

estar relacionados a uma disfunção na via Keap1/Nrf2 induzida pelo excesso de espécies 

reativas geradas pela exposição à AFB1.  

Paralelamente, o estresse oxidativo pode promover a indução da produção de 

mediadores inflamatórios no organismo. Da mesma forma, a ativação de células imunes durante 

o processo de inflamação gera RLs que perturbam a homeostase redox. Nesse sentido, estudar 

a contribuição do processo inflamatório no quadro geral associado ao estresse oxidativo possui 

extrema relevância. 
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2.3.4.1 Metabolismo inflamatório associado ao estresse oxidativo 

Durante o estresse oxidativo, a alta produção de EROs e ERNs atua como importante 

sinalizador intracelular para indução de respostas inflamatórias (SERASANAMBATI; 

CHILAKAPATI, 2016). Esse processo resulta na ativação de vários fatores envolvidos na 

regulação da expressão gênica, incluindo não somente o Nrf2, mas também o fator nuclear 

kappa B (NF-ᴋB) (BOWIE; O’NEILL, 2000; CAMPO et al., 2008).  

Por ser ativado por uma variedade de estímulos, o NF-ᴋB possui inúmeras funções 

celulares, incluindo resposta imune à inflamação, apoptose e diferenciação em células 

eucarióticas (WANG; POTOYAN; WOLYNES, 2016). Em situações homeostáticas, o NF-ᴋB 

permanece inativo no citoplasma, associado a um elemento inibitório (IᴋB).  Quando 

estimulado, o IᴋB é fosforilado pelo complexo IKK (inclui as subunidades catalíticas do IᴋB: 

quinase inibidora do fator nuclear kappa-B subunidade alfa e subunidade beta – IKKβ), 

ubiquitinado e degradado, o que permite a liberação e translocação do fator de transcrição para 

o núcleo, promovendo a expressão de mediadores pró-inflamatórios, como óxido nítrico sintase 

induzível, ciclo-oxigenase-2, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucinas-1β (IL-1β), 

-6 e -8, entre outras (Figura 10) (YAMAMOTO; GAYNOR, 2005). 

Figura 10 – Modelo esquemático da via de sinalização IKK/NF-ᴋB. 

 

Fonte: A autora. 
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Além disso, outros fatores de transcrição podem modular a expressão NF-ᴋB. Nesse 

sentido, várias evidências indicam que as vias de sinalização de IKKβ/NF-ᴋB e Keap1/Nrf2 

interagem de forma complementar para manter a homeostase celular (AHMED et al., 2017). 

Nesse contexto, sabe-se que o Keap1 pode marcar a degradação de IᴋB, por meio da atenuação 

da fosforilação do fator inibitório, evitando a ativação do NF-ᴋB. Assim, a estimulação da via 

Keap1/Nrf2 regula negativamente a ativação do NF-ᴋB, afetando a transcrição de mediadores 

inflamatórios. 

A sinalização de NF-ᴋB é complexa. Em algumas situações, o estresse oxidativo inibe 

a atividade de NF-ᴋB, enquanto em outras circunstâncias desencadeiam a sua ativação 

(NAKAJIMA; KITAMURA, 2013). Nesse contexto, várias condições estressoras como 

neoplasias (PARK; HONG, 2016), fumaça de cigarro (GARBIN et al., 2009) e a exposição à 

xenobióticos (SILVESTRE, 2020) mostraram aumentar a modulação transcricional mediada 

por NF-ᴋB.  A relação entre o estresse oxidativo e a ativação da via do NF-ᴋB também depende 

de muitos fatores como da concentração intracelular de EROs e da duração da exposição (CUI 

et al., 2019). Dessa forma, essas inconsistências podem ocorrer quando as intervenções 

antioxidantes do organismo não são suficientes para controlar a quantidade das EROs, 

ocasionando eventualmente a persistência da sinalização pró-inflamatória (WAKABAYASHI 

et al., 2010). 

No caso da exposição à micotoxina, Mehrzad e colaboradores (2017) mostraram que a 

AFB1 causou aumento na produção de RLs, além da ativação da via de sinalização NF-ᴋB, 

promovendo a síntese e secreção de TNF-α, IL-1β, interleucina-6 e outras citocinas pró-

inflamatórias em células de astrócitos murinos in vitro. Da mesma forma, a administração 

repetida de AFB1 (300 µg/kg/21 dias) em camundongos ICR induziu a expressão gênica de NF-

ᴋB e de citocinas relacionadas (HUANG et al., 2019).  

A AFB1 foi descrita por promover a instalação de um quadro inflamatório em 

organismos expostos ao toxicante, assim como demonstrou causar um desequilíbrio no sistema 

antioxidante. Além disso, causou hepatotoxidade, nefrotoxicidade e neoplasias tanto em 

estudos experimentais, como também demonstrou ser um problema atual que permanece 

causando prejuízos à saúde da população. Mesmo considerando os inúmeros estudos abordando 

a toxicidade da AFB1, ainda não existem antídotos ou intervenções terapêuticas registradas 

contra a toxicidade desta aflatoxina, o que sugere uma urgente necessidade em se investigar 

abordagens eficazes na desintoxicação e controle da toxicidade induzida pela sua exposição. 
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2.3.5 Abordagem terapêutica de aflatoxicoses 

Abordagens nutricionais são frequentemente estudadas por influenciarem na progressão 

e/ou prevenção de condições patológicas. Os compostos bioativos geralmente são os 

responsáveis por essas atividades, pois possuem eficiência em controlar diferentes vias 

metabólicas (GANESAN; JAYACHANDRAN; XU, 2018). Esses compostos são biomoléculas 

não essenciais, majoritariamente distribuídas em alimentos de origem vegetal,  sobretudo como 

sistema de defesa contra patógenos e predadores (MITHÖFER; MAFFEI, 2016). Entre os 

compostos bioativos existentes, destacam-se os polifenóis, carotenoides, alcaloides, 

flavonoides, glicosídeos, saponinas, terpenos e compostos organossulfurados (BERNHOFT, 

2010). 

Nesse contexto, pesquisas envolvendo estratégias dietéticas, a base de compostos 

bioativos, são frequentemente estudadas na tentativa de conter os efeitos tóxicos da AFB1. 

Curcumina (WANG et al., 2018), quercetina (GUGLIANDOLO et al., 2020) e licopeno 

(KARACA et al., 2019) são exemplos de substâncias abundantes em alimentos, as quais se 

destacaram pelos efeitos potenciais contra a toxicidade da micotoxina. 

Considerando que muitos estudos tem associado o estresse oxidativo/inflamatório como 

mecanismo precursor das lesões celulares induzidas pela exposição à AFB1, compostos 

eficientes em estabilizar o estado redox da célula constituem uma estratégia promissora a ser 

aplicada para a redução dos efeitos prejudiciais da micotoxina à saúde.  

Ademais, a maioria das pesquisas tem sido realizadas a fim de encontrar compostos 

eficientes para ser incluídos na dieta como uma forma de suplementação (ABDEL-DAIM et 

al., 2021; NAIEL; ISMAEL; SHEHATA, 2019), no entanto, substâncias que poderiam ser 

consumidas naturalmente nas mesmas refeições em que se encontra a contaminação por AFB1 

apresentam uma relevância ainda maior. Neste contexto, destaca-se o Beta-cariofileno (BCF) 

como um potencial exemplo. 

2.4 BETA-CARIOFILENO 

O BCF é um composto bioativo derivado de óleos essenciais de diversas plantas. Ele 

tem despertado grande interesse ao meio científico devido a sua presença em uma variedade 

alimentos comuns ao consumo humano e pelas suas diferentes propriedades benéficas à saúde 

já descritas na literatura (FRANCOMANO et al., 2019). 
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Na natureza, o BCF geralmente está em maior concentração nas partes aéreas, folhas, 

flores e florescimento e também em raízes, rizomas, caules e cascas. Entre as diferentes plantas 

dietéticas cujo BCF é um constituinte, destaca-se o cravo (Syzygium aromaticum), o orégano 

(Origanum vulgare), a canela (Cinnamomum spp.), o alecrim (Rosmarinus officinalis), o lúpulo 

(Humulus lupulus), a pimenta preta (Piper nigrum) e o óleo de copaíba (Copaiba spp.). Além 

disso, constitui-se como um dos principais compostos do óleo essencial da Cannabis sativa L. 

(CALLEJA et al., 2013; SHARMA et al., 2016). 

De acordo com a sua estrutura química, ele se caracteriza como um hidrocarboneto 

bicíclico não aromático (Figura 11), de fórmula molecular C15H24. É descrito como um 

composto bioativo que pertence à classe dos terpenos e a subclasse dos sesquiterpenos, de 

acordo com o seu número de unidades de isopreno (C5H8) na molécula. Além disso, o BCF 

possui uma estrutura química molecular incomum que estimulou o interesse dos primeiros 

pesquisadores em 1964, os quais realizaram a primeira síntese completa do composto (COREY; 

MITRA; UDA, 1964).  A sua estrutura é composta por dois ciclos, entre eles, um formado por 

nove átomos de carbono com uma dupla ligação na configuração E, e outro ciclobutano, atípico 

em derivados vegetais (FRANCOMANO et al., 2019).  

Figura 11 – Estrutura química do BCF. 

 

Fonte: Fidyt (2016). 

O BCF é conhecido quimicamente como trans-(1R,9S)-8-metileno-4,11,11-

trimetilbiciclo e também reconhecido por seus sinônimos cariofileno, (E)-beta-cariofileno, (-)-

trans-cariofileno e L-cariofileno. Nas plantas, o sesquiterpeno é comumente encontrado em 

combinação com iso-cariofileno, alfa-humuleno e óxido de BCF. Nesse contexto, o BCF e iso-
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cariofileno são isômeros trans e cis, respectivamente, alfa-humuleno é um isômero de anel 

aberto, enquanto o óxido de BCF constitui o seu metabólito oxidado (FIDYT et al., 2016). 

No que se refere as suas propriedades físicas, o BCF existe no estado líquido, com 

densidade de 0,89 g/mL à 20 oC e possui ponto de ebulição no intervalo de 253-262oC, a 760 

mmHg. Caracteriza-se como uma substância levemente amarelada, oleosa e, portanto, pouco 

solúvel em solventes polares. O BCF é sensível à luz, à umidade e a altas temperaturas. Além 

disso, na exposição ao oxigênio se auto oxida em óxido de cariofileno e em outros compostos 

de atividade biológica reduzida ou nula (ROTICHROM, 2016; SHARMA et al., 2016). 

O BCF geralmente não é consumido como uma entidade única, mas como um 

componente da dieta por meio de vegetais, especiarias, frutas, grãos e alimentos derivados. 

Dessa forma, o BCF pode ser consumido na mesma refeição que foi contaminada com 

micotoxinas (SHARMA et al., 2016). Assim, o sesquiterpeno parece ser um importante 

candidato a ser estudado para minimizar ou combater a toxicidade da AFB1. Nesse sentido, a 

avaliação de segurança da substância torna-se fundamental ao cogitá-lo como agente 

terapêutico.   

2.4.1 Avaliação de segurança  

A presença do BCF em milhares de plantas que fazem parte da dieta humana é indicativa 

da sua segurança. Nesse sentido, vários estudos in vivo e in vitro foram realizados a fim de 

confirmar o perfil de segurança do composto. Alguns trabalhos foram utilizados por autoridades 

regulatórias com a finalidade de regulamentar o seu uso em alimentos. 

Oliveira e colaboradores (2018) avaliaram a toxicidade oral aguda de uma única dose 

de BCF (300 ou 2000 mg/kg), através de 14 dias de monitoramento e a toxicidade de dose 

repetida (28 dias) de BCF (300 ou 2000 mg/kg) em camundongos Swiss fêmea, conforme as 

Diretrizes da Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico. A ausência de 

sinais clínicos adversos e mortalidade dos animais em ambos os protocolos durante o período 

de exposição, conduziu a classificação do BCF como uma substância de categoria 5 (tóxica em 

doses superiores a 2000 mg/kg de peso corporal).  

A avaliação toxicológica subcrônica (90 dias) por via i.g., realizada por Schmtt, Levy e 

Carroll (2016)  demonstrou ausência de sintomas indicativos de toxicidade na dose de 700 

mg/kg/dia de BCF em ratos Wistar. Da mesma forma, Hart e Wong (1971) verificaram em seu 

experimento uma DL50 oral superior a 5000 mg/kg em ratos da mesma linhagem supracitada. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Organisation_for_Economic_Co-operation_and_Development
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Ademais, a via de administração intraperitoneal também foi relatada sem toxicidade em vários 

estudos (BAHI et al., 2014; CHO et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2016). 

Assim, nenhuma alteração fisiológica biologicamente relevante foi observada nos 

estudos que avaliaram a exposição do BCF. Não foi constatada nenhuma alteração na ingestão 

de água e alimentos, no peso corporal e em marcadores de estresse oxidativo. Além disso, foram 

preservados os parâmetros hematológicos e a morfologia e histologia dos principais órgãos e 

tecidos (cérebro, coração, fígado, pulmões, baço, rins), o que demonstrou experimentalmente 

sua segurança e tolerabilidade em animais (OLIVEIRA et al., 2018; SCHMITT; LEVY; 

CARROLL, 2016). Ainda, não foi constada mutagenicidade no teste de Ames e instabilidades 

cromossômicas no teste do micronúcleo (DI GIACOMO et al., 2018; DI SOTTO; EVANDRI; 

MAZZANTI, 2008; JASSO; GONZÁLEZ; BUJAIDAR, 2009).  

Um estudo de toxicidade subcrônica de 90 dias de exposição ao BCF em ratos do sexo 

masculino e feminino da linhagem Sprague-Dawley (BAUTER, 2012) foi encaminhado para 

análise do Painel Científico de Materiais de Contato com Alimentos, Enzimas, Aromas e 

Auxiliares de Processamento da Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos (EFSA). 

Esse Painel avalia a segurança de substâncias adicionadas a alimentos antes que seu uso possa 

ser autorizado na UE. Com base nos achados toxicológicos, foi concluído que a dose de 222 

mg/kg de peso corporal por dia de BCF fornece um nível sem efeitos adversos (NOAEL) (EFSA 

CEF PANEL, 2015). 

A avaliação do perfil de segurança do composto culminou na sua aprovação para o 

consumo humano como aditivo alimentar, intensificador de sabor e agente aromatizante por 

agências americanas (Administração de Alimentos e Medicamentos – FDA) e europeias 

(EFSA) e também pelo Comitê de Especialistas em Aditivos Alimentares da Organização das 

Nações Unidas para Agricultura e Alimentação e da Organização Mundial da Saúde, que 

declarou que o BCF não apresentava nenhuma preocupação de segurança sob suas condições 

de uso (JECFA, 2004; SHARMA et al., 2016). Nos EUA, o Painel de Especialistas da 

Associação de Fabricantes de Sabor e Extrato atribuiu ao composto o status de "Geralmente 

reconhecido como seguro"  (ADAMS et al., 2011). Além disso, também foi aprovado como 

aromatizante em produtos de higiene (BHATIA; LETIZIA; API, 2008) e como aditivo 

permitido em produtos do tabaco (FOWLES; BATES; NOITON, 2000).  

A alta segurança relatada em estudos experimentais faz do BCF um candidato promissor 

para pesquisas clínicas e usos terapêuticos. Para isso, é fundamental explorar as propriedades 
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relacionadas ao percurso do composto no organismo, bem como sobre o mecanismo pelo qual 

ele exerce sua atividade. 

2.4.2 Farmacocinética e farmacodinâmica 

Embora as evidências experimentais disponíveis sobre o BCF sejam promissoras, ainda 

existem lacunas referentes a sua farmacocinética e farmacodinâmica. Os estudos relacionados 

ao composto tiveram início há algum tempo,  no entanto, o número anual de publicações sobre 

o sesquiterpeno foi amplificado apenas a partir dos anos 2000 (SHARMA et al., 2016). 

Acerca da sua solubilidade, o coeficiente de partição octanol/água descrito foi 6,3 

(FEEDAP, 2016), o qual indica a tendência do composto em se difundir no meio lipossolúvel. 

Nesse contexto, o BCF demonstrou a capacidade de interagir com as bicamadas fosfolipídicas 

através de um modelo de biomembrana in vitro de vesículas multilamelares de 

dimiristoilfosfatidilcolina, o que sugere a sua capacidade de ser absorvido pelas membranas 

biológicas  (SARPIETRO et al., 2015). 

Asakawa e seu grupo de pesquisa (1986) estudaram o metabolismo do BCF em coelhos 

após a administração de uma única dose de 2 g (i.g.). Dois dias após a exposição, os metabólitos 

do composto foram detectados na urina, demonstrando que o BCF é absorvido pelo organismo. 

Em coelhos, o BCF se converte, inicialmente, em dois metabólitos por meio de diferentes 

reações químicas. O primeiro é formado através da epoxidação da ligação dupla localizada entre 

os carbonos 5 e 6 do BCF para produzir o metabólito cariofileno-5, 6-óxido. O segundo ocorre 

por meio da hidrólise no carbono 14 do sesquiterpeno, gerando, por fim, o metabólito 14-

hidroxicariofileno-5,6-óxido. O cariofileno-5, 6-óxido pode sofrer hidroxilação da dupla 

ligação localizada entre o carbono 2 e 12 e, resultando no composto 14- hidroxicariofileno-5,6-

epóxido-2,12-diol (Figura 12). A biotransformação do BCF gera metabólitos mais polares, os 

quais são eliminados pela via urinária.  

Apesar de a farmacocinética do BCF ter sido demonstrada em coelhos, suspeita-se que 

o mesmo sofra transformações sequenciais semelhantes também em humanos, contudo, faltam 

dados experimentais que confirmem esta hipótese (FIDYT et al., 2016). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
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Figura 12 – Metabolismo do BCF em coelhos. 

 

Fonte: Adaptação de Asakawa (1986) e Fidyt (2016). 

Os numerosos benefícios terapêuticos promovidos pelo BCF estão relacionados a 

ativação de diferentes alvos moleculares. O principal descrito na literatura relaciona-se ao 

sistema endocanabinoide, o qual é composto pelos receptores canabinoides do tipo 1 e 2 (CB 1 e 

CB 2). Os receptores CB1 encontram-se distribuídos principalmente no sistema nervoso central 

e CB2 em órgãos periféricos e células imunes. Além disso, fazem parte do sistema os agonistas 

desses receptores, entre eles se destacam os endocanabinoides, cuja ativação está relacionada 

ao controle de diversas funções fisiológicas como cognição, nocicepção, inflamação, 

cardioproteção, metabolismo energético e hepatoproteção. Algumas substâncias exógenas, 

como o BCF, são capazes de mimetizar a ação dos agonistas endógenos. Nesse sentido, o BCF 

é agonista seletivo de CB2, por isso é desprovido dos efeitos psicoativos associados à ativação 

dos receptores CB1 (BATTISTA et al., 2012; DE FONSECA et al., 2005;). Assim, o BCF 

denota um importante potencial para pesquisa e intervenção em múltiplas áreas da saúde 

humana. Outros alvos moleculares cujo BCF demonstrou se ligar para exercer efeitos protetores 

foram os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma α/ γ, µ-opioides, tipo Toll, entre 

outros. No entanto,  são escassas as publicações que avaliaram o efeito do sesquiterpeno 

mediado por esses alvos (SHARMA et al., 2016). 

Além disso, BCF pode promover efeitos benéficos que estão associados as 

características estruturais e químicas do composto. Em reação com espécies reativas, os sítios 
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de ligação que compreendem as olefinas favorecem a geração de radicais terciários que 

estabilizam os RLs, impedindo a continuidade da reação radicalar oxidativa (Figura 13) 

(MAHMOUD et al., 2014; OJHA et al., 2016).      

Figura 13 – Locais para ação antioxidante do BCF. 

 

Fonte: Ojha (2016). 

O BCF atua modulando diversos alvos moleculares em diferentes distúrbios, por 

alteração da expressão gênica e de vias moleculares e celulares de sinalização, através da 

interação direta ou indireta com receptores. Seu efeito como antioxidante  e anti-inflamatório é 

muitas vezes atribuído a atenuação de processos patológicos (LI et al., 2021b; SOTO et al., 

2021).  

2.4.2.1 Efeito antioxidante e anti-inflamatório 

Um dos efeitos mais estudados do BCF está relacionado a sua capacidade de modular o 

estresse oxidativo e o processo inflamatório, ambos relatados em diversas condições 

patológicas (FRANCOMANO et al., 2019). Nesse sentido, sendo esse o principal mecanismo 

subjacente aos danos causados pela exposição à AFB1, a associação da micotoxina com 

composto bioativo tem grande potencial de minimizar tal toxicidade. Ainda, alguns estudos 

demonstraram a atividade hepatoprotetora do BCF em diversas condições deletérias, fato que 

reforça a hipótese do benefício da sua associação com AFB1.  

Nesse sentido, o BCF foi descrito por atenuar o estresse oxidativo através de três 

principais mecanismos: estímulo ao sistema antioxidante endógeno, atividade de neutralização 

direta de RLs ou ainda mediante a redução do processo inflamatório (SIBIN et al., 2018). 
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González e colaboradores (2014) demonstraram a capacidade do BCF em aumentar a 

atividade de GST, em um modelo de toxicidade por exposição ao poluente benzopireno em 

camundongos Swiss. Esse aumento sugere que o BCF poderia catalisar o processo de 

conjugação de metabólitos tóxicos com GSH, favorecendo a eliminação mais rápida do 

toxicante pelo organismo. A este respeito, foi relatado que o BCF induz a translocação nuclear 

Nrf2 que regula a expressão de genes antioxidantes como SOD, GSH, GST e CAT (LOU et al., 

2016; MEERAN et al., 2021).  

Ademais, foi relatado que o BCF apresenta ação antioxidante associada às 

características estruturais e químicas do composto, por meio da estabilização de RLs. Calleja e 

seu grupo de pesquisa (2013) relataram a atividade antioxidante de uma dose única de BCF 

(215 ou 430 mg/kg, i.g.) em um modelo experimental de hepatotoxicidade aguda induzida 

por tetracloreto de carbono em ratos Wistar. O BCF mostrou aumentar a capacidade 

antioxidante total nas duas doses e foi eficiente em inibir a peroxidação lipídica, provavelmente 

devido à capacidade de estabilizar os radicais O2
•− e OH• verificadas nesse estudo. Além disso, 

o composto restaurou os marcadores plasmáticos de lesão hepática (ALT, AST, FAL) reduziu 

o grau de esteatose e a extensão da fibrose no fígado. Outros autores descreveram atividades 

antioxidantes semelhantes do composto (OJHA et al., 2016; VINHOLES et al., 2014). Assim, 

BCF demonstra ser um inibidor eficaz do dano celular induzido por espécies reativas de 

oxigênio. 

Ademais, foi relatado que o BCF melhora o dano hepático induzido por D-galactosamina 

e lipopolissacarídeo por meio da supressão de vias de sinalização inflamatória associadas ao  

NF-κB (CHO et al., 2015). Esses achados estão de acordo com os encontrados por Louvet e seu 

grupo de pesquisa (2011) que mostraram que o BCF apresentou efeitos  hepatoptotetores ao 

induzir a expressão de genes que  limitam a ativação do NF-κB e a secreção de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β e TNF-α) em células hepáticas em um modelo experimental de doença 

hepática induzida por álcool. Outras pesquisas relataram a capacidade do BCF de regular 

negativamente a expressão da ciclo-oxigenase-2, da 5-lipoxigenase, do TNF-α e das 

interleucina-6 e IL-1β em estudos in vitro e em modelos animais de neuroinflamação (GUO et 

al., 2014; OJHA et al., 2016). 

Além de seus efeitos hepatoprotetores, o BCF também atuou como nefroprotetor em um 

modelo de dano induzido por cisplatina em camundongos C57Bl/6J, ação esta que também 

pode apresentar benefícios no quadro de toxicidade causado por exposições à AFB1. Nesse 

estudo, o BCF melhorou os parâmetros bioquímicos de função renal e os parâmetros 
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morfológicos analisados. Também reduziu as respostas inflamatórias, estresse oxidativo-

nitrativo observados, atuando como protagonista no reestabelecimento da homeostase redox 

celular (HORVÁTH et al., 2012). 

O efeito do BCF (50 mg/kg, i.g.) também foi avaliado após isquemia e reperfusão renal 

em ratos Wistar. O composto reduziu as citocinas pró-inflamatórias e a peroxidação lipídica e 

aumentou o conteúdo renal de GSH. O BCF não afetou significativamente os parâmetros 

hemodinâmicos renais ou tubulares, possivelmente devido à gravidade da lesão induzida, no 

entanto, mostrou atenuar o processo oxidativo e inflamatório gerado no protocolo estudado 

(HAMMAD et al., 2018). 

Assim, os efeitos benéficos do BCF em diversos estudos e situações patológicas, a 

segurança e tolerabilidade do composto e a possibilidade de ser consumido nas mesmas 

refeições em que se encontra a contaminação pela micotoxina, são particularidades que 

justificam o estudo do BCF contra a toxicidade induzida por exposições à AFB1. 
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3 MANUSCRITO  

Após a obtenção da carta de aprovação desse projeto pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais dessa instituição (protocolo CEUA nº 5234060519 - Anexo A), os experimentos foram 

conduzidos e os dados obtidos processados. O presente trabalho contempla os materiais, 

métodos, resultados e discussão dos dados obtidos, os quais estão apresentados na forma de 

manuscrito científico, intitulado “Therapeutic potential of beta-caryophyllene against aflatoxin 

b1-induced liver toxicity: biochemical and molecular insights in rats”, atualmente submetido 

na revista Chemico-Biological Interactions, em fase de revisão R1 (Qualis B1 – Ciências 

Biológicas II). 
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Abstract  

Aflatoxin B1 (AFB1) is a mycotoxin highly toxic and carcinogenic to humans due to its 

potential to induce oxidative stress. The Beta-caryophyllene (BCP) have been highlighted for 

its broad spectrum of pharmacological effects.  The present study aimed to investigate the 

beneficial effects of BCP against the susceptibility of hepatic and renal tissues to AFB1 toxicity, 

in biochemical parameters to assess organ function, tissue oxidation, and the immunocontent 

of oxidative and inflammatory proteins. Male Wistar rats was exposed to AFB1 (250 µg/kg, 

i.g.) and/or BCP (100 mg/kg, i.p.) for 14 successive days. It was found that exposure to AFB1 

did not change the measured renal toxicity parameters.  Also, AFB1 increased liver injury 

biomarkers (gamma glutamyl transferase and alkaline phosphatase) and reduced levels of non-

enzymatic antioxidant defenses (ascorbic acid and non-protein thiol), however did not cause 

changes in the lipid peroxidation levels. Moreover, AFB1 interfered in oxidative pathway 

regulated by Kelch-like ECH-associated protein (Keap1)/nuclear factor (erythroid-derived 2)-

like 2 (Nrf2), overacting Glutathione-S-Transferase (GST) activity. Lastly, a main effect of 

AFB1 on the total interleukin 1 beta (IL-1β) was observed. Remarkably, the associated 

treatment of AFB1 + BCP improved altered liver parameters. In addition, BCP and AFB1 + BCP 

groups showed an increase in the levels of inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit 

beta (IKKβ). Thus, these results indicated that BCP has potential protective effect against AFB1 

induced hepatotoxicity.  

Keywords: Mycotoxins, Keap1/Nrf2, oxidative stress, hepatorenal toxicity, rodents. 

 

1 Introduction 

Aflatoxins are mycotoxins produced by Aspergillus species of fungi which contaminate 

improperly stored grains and other staple food products [1].  Aflatoxin B1 (AFB1) is the most 

prevalent and toxic among the existing mycotoxins [2]. Humans are exposed to aflatoxins 
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through ingestion of contaminated food such as corn, rice, wheat, oilseeds and spices [3]. Of 

highlight, the AFB1 biotransformation  to AFB1-exo-8,9-epoxide (AFBO) isomer is related to 

its toxic effects [4]. It affects especially the liver and also other organs such as the kidneys [5]. 

AFB1 is a potent hepatic carcinogen, lethal when consumed in large quantities. Aflatoxin 

chronic exposures may lead to immunosuppression and genotoxicity, while acute exposures 

can result in oxidative damage and neoplasms [6].  Therefore, AFB1 pose a serious risk to 

human health as well as a challenge to food security. 

 The disturbance in the balance between antioxidants and pro-oxidants (free radicals and 

other reactive species – RS) is described as the mechanism underlying the toxigenic potential 

of AFB1 [7]. Therefore, natural compounds which could stabilize redox status are a promising 

strategy for reducing the harmful health effects of mycotoxin.  Bioactive compounds such as 

curcumin, quercetin and lycopene demonstrated to inhibit the AFB1 induced toxicity by 

expression of antioxidant enzymes and biotransformation enzymes against AFB1-induced 

toxicity [8-10]. 

During oxidative stress, the high production of free radicals and RS acts as an important 

intracellular signal to induce inflammatory responses [11]. This process results in the activation 

of factors involved in the gene expression regulation, such as erythroid nuclear factor 2 related 

to factor 2 (Nrf2) and nuclear factor kappa B (NF-ᴋB) [12,13]. Nrf2 is one of the main mediators 

in the transcription of genes that encode antioxidant and metabolic detoxification enzymes in 

response to oxidative damage [14]. Induction of Nrf2 signaling is associated with the prevention 

of hepatotoxicity in vivo and in vitro [15,16]. NF-ᴋB plays a key role in regulating inflammatory 

responses [17]. Some evidence indicate that Nrf2 and NF-ᴋB signaling pathways interact in a 

complementary way to maintain cell homeostasis [18]. In addition, conjugation of AFBO to 

glutathione (GSH) is mediated by glutathione S-transferases (GSTs), is a key endogenous 
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AFBO detoxification mechanism [19]. Thus, bioactive compounds present in foods that have 

activity on these pathways may be beneficial in protecting against AFB1-induced toxicity. 

Beta-caryophyllene (BCP) is a sesquiterpene found in essential oils of a wide variety of  

plant origin products such as in black pepper, cloves, cinnamon, rosemary, oregano and copaiba 

[20,21].  BCP drew attention for its broad bioactivity, mainly related to its antioxidant and anti-

inflammatory effects [22,23]. Studies have shown that BCP induces the nuclear translocation 

of Nrf2 [24,25]. In this regard, BCP has been described as a hepatic inducer of GST activity 

[26]. In addition, BCP had hepatoprotective effects through the suppression of NF-κB-

associated inflammatory signaling pathways [27,28]. However, the protective effects of BCP 

against AFB1-induced toxicity remain unknown. Therefore, the present study aimed to 

investigate the effect of BCP against toxicity induced by exposure to AFB1. Therefore, findings 

were reported on the effects of AFB1 and BCP on hepatorenal function in Wistar rats submitted 

to 14 days of subacute administration to the substances.  

 

2 Materials and methods 

2.1 Drugs and reagents 

AFB1 (Cas No. 1162-65-8, ≥ 95% purity) and BCP (Cas No. 22839-47-0; ≥95% purity) 

were obtained from Sigma (St. Louis, Missouri, USA). A stock solution of AFB1 was prepared 

by dissolving it in 2% of dimethyl sulfoxide (DMSO) and daily diluted in 0.9% NaCl up to the 

working concentration. BCP was daily prepared, immediately before administration, diluting it 

in 0.9% NaCl containing 0.05% Tween 80 ®. The commercial kits used for biochemical assays 

were obtained from Bioclin (Minas Gerais, Brazil). The antibodies sources are described in 

Table S1. All other chemicals used for these experiments were of pure analytical grade or 

obtained from standard commercial suppliers. 
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2.2 Animals  

Twenty-eight 3-week-old male Wistar rats, weighing 50-60 g were used in the study. 

The animals were distributed in four rats per cages (polypropylene, 41 cm × 34 cm × 16 cm L 

× W × H, 1394 cm2), with a floor covered by autoclaved shavings, housed on a ventilated rack, 

under controlled environmental conditions (12:12 h light-dark cycle, with lights turned on at 

07:00 a.m.; 24 ± 1 °C; 45-65% relative humidity) and with free access to water and food. In 

order to avoid the unnecessary use of animals, every effort was made to reduce the number of 

them used in the experiments, as well as minimize their suffering. This study was approved by 

the Ethics Committee for Animal Research of the Federal University of Santa Maria, Brazil 

(Process nº 5234060519/2019) and carried out in strict accordance with the recommendations 

in the 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). 

 

2.3 Experimental Design 

Initially, the animals were randomly divided in four different groups (control, AFB1, 

BCP, AFB1+BCP, n = 7 animals/group) and received one daily administration both AFB1 and 

BCP, for 14 days. Throughout the subacute treatment, all animals received AFB1 or its vehicle 

by intragastric gavage (i.g.) and, subsequently, BCP or its vehicle by intraperitoneal route (i.p.) 

as follows: 

 

Group 1 – Control: 2% DMSO, i.g. + 0.9% NaCl and 0.05% Tween 80, i.p.; 

Group 2 – AFB1: AFB1 250 μg/kg, i.g. + 0.9% NaCl and 0.05% Tween 80, i.p.; 

Group 3 – BCP: 2% DMSO, i.g. + BCP 100 mg/kg, i.p.; 

Group 4 – AFB1+BCP: AFB1 250 μg/kg, i.g. + BCP 100 mg/kg, i.p. 
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Rats received treatments in a repeated administration 1 mL/kg of body weight (BW). 

The dose, administration route and treatment schedule of BCP were based on previous studies 

by our research group [29] and  AFB1 administration protocol was based on previous studies of 

our group and literature [30-33].  

The animals were daily monitored, before receiving the treatment, to record the BW 

gain and also to evaluate the health status. On the fourteenth day, approximately 2 hours after 

the last treatment, animals were euthanized by decapitation and their blood collected from the 

body trunk in heparinized vials for analysis of liver and kidney injury biomarkers. Their organs 

(adrenal glands, brain, heart, liver, lungs, kidneys, and testicles) were dissected, removed and 

weighed as a measure of general toxicity. Furthermore, the liver and kidneys were saved for 

biochemical evaluations or molecular analyzes. Organ weights and relative organ weights 

This toxicity parameter was measured through the wet organ weight (absolute weight) 

and BW of the rat on the day of euthanasia. From that, organ weight and relative organ weight 

were calculated. 

 

2.4 Plasma biochemical parameters 

 In order to get the plasma fractions, heparin was used for collecting blood samples. 

Following, they were centrifuged at 2500 × g for 10 min. Plasma samples were used to estimate 

some biomarkers of hepatorenal function using commercial kits (Bioclin, Minas Gerais, Brazil). 

The alkaline phosphatase (ALP) and gamma glutamyl transferase (GGT) activities were 

measured to investigate liver functionality while urea and creatinine levels to assess renal 

function. 

 

2.5 Tissue preparation for biochemical assays 
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Rat liver and kidneys samples were homogenized in 30 mM Tris hydrochloride (Tris-

HCl) buffer at pH 7.4, 1:10 (w/v), and then centrifuged at 3000 × g for 10 min at 4 ºC to yield 

the supernatant fraction (S1). Freshly prepared S1 was used for determining some oxidative 

status and antioxidant defense parameters described below. 

 

2.5.1 TBARS levels determination  

To measure the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels, S1 aliquots of 

liver or kidneys were incubated with a mix containing 0.8% thiobarbituric acid, acetic acid 

buffer (2.5 M, pH 3.4), 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS) and water for 2 h at 95 ºC. The 

absorbance in the supernatant was measured at 532 nm. The results were calculated as nmol of 

malondialdehyde (MDA)/g of tissue. The TBARS assay was performed according to 

methodology described by Ohkawa et al. [34]. 

 

2.5.2 Non-protein thiol levels 

To determine the non-protein thiol (NPSH) content, S1 aliquots of liver or kidneys were 

mixed with 10% trichloroacetic acid (TCA) (1:1, v/v), centrifuged at 3000 × g for 10 min at 4 

ºC for obtaining S2 fraction. The NPSH levels were determined using 5,5-dithiobis (2-

nitrobenzoic acid) (DTNB), which reacts with the free thiol groups contained in S2, generating 

a yellow complex measurable in the spectrophotometer (412 nm) [35]. The results were 

expressed as nmol of NPSH/g of tissue. 

 

2.5.3 Ascorbic acid levels 

To determine the ascorbic acid content, S1 aliquots of liver or kidneys were precipitated 

with 5% TCA (1:2) and centrifuged at 3000 × g for 10 min at 4 ºC (S2). The S2 generated was 

incubated at 37 ºC for 3 h with 13.3% TCA, thiourea (0.03 M), dinitrophenyl hydrazine (0.1 

M) and copper sulfate (0.017 M) as color reagent in acid ambient. The reaction was quenched 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165032714006764?casa_token=IuJQQocD_R0AAAAA:Z-ld1NAFslMZpZ0vjFt7JD4YliM6JiYLcN9yNhzV8soPAJrcW_bzhKX-A0pR-EU3B2zAbACnr0k
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by addition of 65% sulfuric acid (v/v). The reaction product was spectrophotometrically 

determined at 520 nm [36]. The results were expressed as nmol of acid ascorbic/g of tissue. 

 

2.5.4 Glutathione-S-transferase activity 

To determine the Glutathione-S-Transferase (GST) activity, S1 aliquots of liver or 

kidneys were mixed with 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4), 100 mM glutathione and 

100 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) were used. The reaction product was 

spectrophotometrically detected at 340 nm [37]. The results were expressed as CDNB 

conjugated nmol/min/mg protein. 

 

2.6 Protein content 

The protein content in each sample of S1 was performed according to Bradford method 

[38]. Protein quantification for western blot assay was measured by the bicinchoninic acid 

(BCA) method with a commercially available kit (Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, 

USA). Bovine serum albumin (1 mg/ml) was used as standard for both methods. 

 

2.7 Western blot assay  

Based on the results of oxidative status, the hepatic tissue was selected to further 

investigate the putative mechanisms underlying the BCP beneficial action against AFB1 

toxicity. The liver samples (n=5-7 per group) were homogenized in an ice-cold RIPA lysis 

buffer supplemented with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and a protein inhibitor 

cocktail (Thermo-Fisher Scientific, Massachusetts, USA). The lysate was centrifuged at 13000 

× g for 20 min at 4 ºC. The supernatant was used for protein quantification that was measured 

by the BCA method (Section 2.6). The final protein concentration in each sample was adjusted 

to 2 μg/μL with a sample buffer containing 2-mercaptoethanol. The samples (30 µg of protein) 

and the pre-stained molecular weight standards (Bio-rad, California, USA) were separated by 
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12% SDS-PAGE electrophoresis and transferred to nitrocellulose membrane (0.45 µm by 

Transfer-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-rad, California, USA) (1.0 A) and protein 

loading was confirmed by Ponceau Red. The membranes were blocked with 5% milk solution 

and were incubated overnight at 4 ºC with anti-rabbit Nrf2 (1:1000, Santa Cruz), anti-goat 

Keap1 (1:1000, Santa Cruz), anti-rabbit NF-ᴋB (1:1000, Abcam), anti-rabbit Iκκβ (1:1000, Cell 

Signaling) and anti-goat IL-1β (1:1000, Santa Cruz) antibodies (Table S1). After 24 h, the 

membranes were washed and incubated with the respective secondary antibody over 1 h at 4 

ºC. For protein immunodetection, a chemiluminescence kit was used (Bio-rad, California, 

USA) and the signals were captured by exposing the blots to ChemiDoc MP (Bio-rad, 

California, USA). The intensity of each protein band was quantified by densitometry using 

Image J for Windows (NHI, Bethesda, MD, USA). The values were derived from the ratio 

between units obtained by the protein band and the respective Ponceau Red band [39]. Data are 

expressed as percentage of control. 

 

2.8 Statistical Analysis 

The data were expressed as mean (s) ± standard deviation (SD), using the Statistica 7 

software for data evaluation. The Gaussian distribution was checked by Shapiro-Wilk and 

Kolmogorov- Smirnov’s omnibus normality test to assess the homogeneity of variances. 

Statistical analysis was carried out by two-way ANOVA and Duncan post hoc used for multiple 

comparisons. P values less than 0.05 (p < 0.05) were considered as indicative of significance. 

All F values, degrees of freedom and P-values are available in the supplementary material 

(Table S2). 

 

3 Results 

3.1 Effects of AFB1 and BCP treatments on rats’ body weight and organo‐somatic 

indices 
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Data from BW gain (Figure 1) and relative weight of liver and kidneys (Table 1) in 

repeated AFB1 and BCP exposure, separately or in combination for 14 days, showed no 

statistical difference among the groups. In addition, AFB1 and/or BCP have no effect regarding 

absolute or relative weight of adrenal glands, brain, heart, liver, lungs, kidneys and testicles 

(p>0.05; Data not shown). Over the experimental period, there was no animal mortality in any 

treatment group.  

 

 

Figure 1 – Effect of AFB1 (250 μg/kg, i.g.) and/or BCP (100 mg/kg, i.p.) on BW gain. Data are mean ± SD for n = 

7 animals in each group. The results were evaluated by repeated measures two-way ANOVA (p>0.05). 

 

 Table 1 – Effect of AFB1 (250 μg/kg, i.g.) and/or BCP (100 mg/kg, i.p) on organ-to-BW ratio of animals.  

 

Relative weight 

Treatment 

Control BCP AFB1 AFB1+BCP 

Kidneys  0.893 ± 0.180 0.928 ± 0.096 0.924 ± 0.067 0.926 ± 0.137 

Liver  4.353 ± 0.387 4.513 ± 0.614 4.313 ± 0.323 4.590 ± 0.371 

Data are mean ± SD for n = 7 animals in each group. The results were evaluated by Two-way ANOVA (p>0.05). 
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3.2 Biomarkers of hepatorenal function in rats treated with AFB1 and BCP 

GGT and ALP activities were increased in AFB1 group compared with control. The 

BCP co-treatment (AFB1+BCP group) reduced GGT alteration at the control level and 

attenuated the ALP activity. Urea and creatinine levels showed no statistical difference among 

the groups. No statistically significant differences were found in the biochemical parameters of 

the BCP plasma compared to the control (Table 2). 

 

Table 2 – Effect of AFB1 (250 μg/kg, i.g.) and/or BCP (100 mg/kg, i.p) on hepatic and renal biochemical 

parameters in plasma. 

Parameters Treatment 

Control BCP AFB1 AFB1+BCP 

GGTa 1.928 ± 0.285 1.875 ± 0.388# 2.460 ± 0.529* 2.024 ± 0.326# 

ALPa 359.667 ± 89.978 389.103 ± 73.892# 524.759 ± 172.071* 433.563 ± 91.262 

Ureab 330.000 ± 91.589 325.510 ± 132.420 263.926 ± 75.582 309.116 ± 114.575 

Creatinineb 1.697 ± 0.067 1.501 ± 0.118 1.888 ± 0.862 1.568 ± 0.362 

 

Data are mean ± SD for n = 7 animals in each group. The results were evaluated by Two-way ANOVA followed by Duncan’ 

test. The asterisk (*) means p<0.05 in comparison to control group; the hashtag (#) means p<0.05 in comparison to AFB1 group. 

Abbreviations: GGT, Gamma Glutamyl transferase; ALP, alkaline phosphatase; (a) means U/L; (b) means mg/L. 

 

3.3 Oxidative stress parameters in rats treated with AFB1 and BCP 

Lipid peroxidation in liver was analyzed using the TBARS assay, but there were no 

changes between the groups. The hepatic NPSH content was evaluated to investigate the non-

enzymatic antioxidant defenses. AFB1 reduced NPSH content in the liver when compared to 

those from control group. Importantly, BCP co-treatment (AFB1+BCP) prevented this 

alteration. In addition, AFB1 group showed reduced content of ascorbic acid in the liver in 

comparison to control. The BCP co-treatment (AFB1+BCP group) attenuated the ascorbic acid 

levels reduction induced by AFB1. Furthermore, the GST activity in the liver of animals 
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receiving AFB1 showed a statistically marked increase in comparison to all groups. Of note, 

AFB1+BCP treatments normalized GST activity to control levels (Table 3). Lastly, repeated 

exposure to AFB1 and BCP, separately or in combination caused no significant changes in renal 

oxidative stress parameters evaluated among the groups (Table 3).  

 

 Table 3 – Effect of AFB1 (250 μg/kg, i.g.) and/or BCP (100 mg/kg, i.p.) on oxidative stress parameters: 

thiobarbituric acid reactive substances levels (TBARS); non-protein thiols content (NPSH); ascorbic acid 

content; glutathione-S-transferase (GST) in liver and kidney samples. 

Parameters Organ 
Treatment 

Control BCP AFB1 AFB1+BCP 

TBARS 

levelsa 

Liver 21.649 ± 4.011 22.755 ± 6.545 21.007 ± 2.332 21.905 ± 5.602 

Kidney 1.717 ± 0.220 1.766 ± 0.331 1.698 ± 0.096 1.637 ± 0.363 

NPSH 

levelsa 

Liver 154.508 ± 9.603 147.670 ± 40.971# 105.641 ± 29.390* 150.16 ± 23.45# 

Kidney 49.243 ± 8.022 46.037 ± 14.234 49.539 ± 16.324 46.626 ± 18.890 

Ascorbic 

acid levelsa 

Liver 9.222 ± 3.738 8.640 ± 3.262# 4.910 ± 1.389* 6.453 ± 2.549 

Kidney 8.126 ± 3.935 8.984 ± 3.627 8.421 ± 3.579 8.957 ± 6.128 

GST 

activityb 

Liver 555.151 ± 38.194 539.065 ± 112.643# 887.670 ± 84.987* 493.3 ± 65.355# 

Kidney 207.541 ± 76.429 184.700 ± 94.642 202.216 ± 63.368 170.729 ± 61.896 

Data are mean ± SD for n = 7 animals in each group. The results were evaluated by Two-way ANOVA followed by Duncan’ 

test. The asterisk (*) means p<0.05 in comparison to control group; the hashtag (#) means p<0.05 in comparison to AFB1 group. 

Abbreviations: (a) means nmol/g tissue; (b) means nmol CDNB/mg protein/min 

 

 

3.4 BCP effect on the liver oxidative and inflammatory pathways  

 The effects of AFB1 and/or BCP treatment on oxidative pathway were analyzed trough of 

Nrf2 and Keap1 immunocontents. Two-way ANOVA revealed a main effect of BCP treatment 

on the Nrf2 levels. In this sense, AFB1+BCP group showed an increase in the Nrf2 levels, 

whereas those from AFB1 group were not altered when compared to the control (Figure 2A). 

Contrarily, a main effect of AFB1 was found in the Keap1 immunocontent. Furthermore, 

AFB1+BCP group presented an increase in the Keap1 immunoreactivity levels when compared 

to control group (Figure 2B). 
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Figure 2 – Effect of AFB1 (250 μg/kg, i.g.) and/or BCP (100 mg/kg, i.p) on the oxidative pathway: (A) nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2); (B) Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) in the liver. Data are 

mean ± SD for n = 5-7 animals in each group. The results were evaluated by Two-way ANOVA followed by 

Duncan’ test. The asterisk (*) means p<0.05 in comparison to control group; The pound (£) sign means p<0.05 in 

comparison to AFB1+BCP group. 

 

  Regard inflammatory pathways, NF-ᴋB levels showed no statistical difference among 

the groups (Figure 3A). On the other hand, the BCP group increased IKKβ quantity in 

comparison with control and AFB1 groups, while AFB1+BCP group increased IKKβ quantity 

only compared to the control group. AFB1 showed no significant difference compared to the 

control group (Figure 3B). Lastly, AFB1 showed a main effect on the total IL-1β levels 

(p<0.05), which were verified by adding the precursor (pre) and mature (mat) fractions of IL-

1β, although no changes between groups were observed (Figure 3C). 
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Figure 3 – Effect of AFB1 (250 μg/kg, i.g.) and/or BCP (100 mg/kg, i.p) on the inflammatory pathways: (A) 

nuclear factor kappa b (NF-ᴋB); (B) inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta (IKKβ); (C) total 

interleukin 1 beta (IL-1β) in the liver. Data are mean ± SD for n = 5-7 animals in each group. The results were 

evaluated by Two-way ANOVA followed by Duncan’ test. The asterisk (*) means p<0.05 in comparison to control 

group; The ampersand (&) means p<0.05 in comparison to BCP group. 

 

 

4 Discussion 

Bioactive compounds are often studied for the attenuation of many pathological 

conditions [40,41]. Inhibition of oxidative stress-induced tissue damage by association with 

these compounds has been studied as a promising strategy to contain the toxic effects of AFB1 

[42,43]. We found that BCP co-treatment (AFB1+BCP group) increased non-enzymatic 

antioxidant defense levels and attenuated AFB1-induced hepatotoxicity in vivo. For the first 

time we showed that BCP has a modulatory role on the Nrf2 pathway in liver tissue, suggesting 

that the regulation of GST activity in the AFB1+BCP co-treatment group was through this 

pathway. Thus, in the present study, the attenuation of the toxic effects induced by the 

mycotoxin after BCP administration might be through its antioxidant activity.   
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Animal body weight and organ weight assessments have conventionally been used to 

evaluate the toxic effect of compounds [44]. In this sense, it is important to highlight those 

isolated changes in these parameters do not necessarily indicate toxic effects, just as the non-

alteration does not signal the absence of toxicity [45]. In this context, there were no significant 

changes among the groups in body weight gain, as well as in the total and relative weights of 

the organs. However, a significant increase in the levels of plasma biomarkers GGT and ALP 

was verified in the animals' exposure to mycotoxin. In general, plasma enzymes are released 

into plasma when the liver is damaged, or the cell membrane integrity is lost [46]. Therefore, 

the alteration of these enzymes indicates that there was a liver function impairment. Of special 

importance, the AFB1 treatment associated with BCP normalized the GGT and ALP activity, 

resulting in reduced release of markers into the plasma, indicating the hepatoprotective effect 

of BCP against AFB1 induced liver damage. In addition, BCP co-treatment (AFB1+BCP group) 

increased the content of NPSH at control level and attenuated the ascorbic acid levels reduction, 

evidencing the antioxidant BCP effect already shown in previous studies [21].  Emphasizing 

this argument, BCP attenuated these and other parameters through the high activity against OH- 

and O2
-, improving liver functions in carbon tetrachloride-induced lesions [21]. Previous studies 

have also demonstrated the efficacy of natural compounds in attenuate hepatotoxicity 

associated with oxidative stress. Similar results were found when rats exposed to AFB1 were 

treated with lycopene, coumarin and quercetin. The antioxidant properties of these compounds 

have been associated with preventing AFB1-induced toxicity [8,9,47].  

The selected dose of AFB1 (250 μg/kg) represents an estimated human dose of 0.040 

mg/kg (40 μg/kg), according to the formula proposed by Reagan-Shaw et al. [48]. The 

acceptable tolerable daily intake of total aflatoxins recommended by the World Health 

Organization is 20 μg/kg. In this way, such a dose would represent occasional intoxication by 

high amounts of aflatoxins, since higher doses of AFB1 were found in food products such as 
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corn (1401.45 µg/kg) [49] and peanuts (3000 μg/kg) [50]. On the other hand, BCP toxicity was 

classified in category 5 (toxicity greater than 2.000 mg/kg of BW), according to the 

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) [51], reinforcing the safety 

of the experimental dose of 100 mg/kg used in this protocol, which represents an estimated 

human dose of 16,21 mg/kg, conforming to the same formula aforementioned [48]. Further, no 

precise data was found on the amount of the compound in food, but it is known that BCP 

compose up to 70% of the essential oil of black pepper [52], as well as 24% of oregano [53]. 

An important aspect observed by our results is that the exposure protocol used in this 

experiment caused toxicity only in liver tissue. It was concluded by analyzing changes in 

plasma biomarkers and in oxidative parameters linked to hepatorenal function. Our data are in 

agreement with the findings by Yiannikouris et al. [54], which examined the radiolabeled AFB1 

toxicokinetic in rats and detected a high concentration of the substance in hepatic tissue, while 

only a low proportion was found in the kidneys. Notably, kidney involvement in AFB1 toxicity 

may vary depending on factors related to the treatment protocol and the animal species. Eraslan 

et al. [55] showed that 21 days of exposure to AFB1 (500 μg/kg/day, i.g.) increased 

malondialdehyde (MDA), nitric oxide and 4-hydroxynonenal levels in Wistar rat’s kidneys. 

Furthermore, El-Mekkawy et al. [5] found increased levels of TBARS and hydrogen peroxide 

(H2O2) and reduction in the activity of antioxidant enzymes such as catalase (CAT), glutathione 

peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD) after 90 days of exposure of Sprague-

Dawley rats to AFB1 (25 µg/kg/day, i.g.). Thus, the absence of changes in the kidneys may have 

occurred due to the use of insufficient dose and/or treatment period and also because it is not 

the main organ related to mycotoxin toxicity [2].  

AFB1-induced toxicity is commonly initiated by the imbalance between the generation 

of oxidizing compounds and the action of the antioxidant defense systems [42]. Lipid 

peroxidation is one of the key indicators of oxidative damage and is a feature that occurs in the 
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course of AFB1 toxicity. In this study, we performed the TBARS assay, but no changes were 

found in this parameter to any groups, probably due to the high efficiency of the antioxidant 

defenses in counterbalancing the oxidative products generated. The organism has an effective 

defense mechanism to prevent and neutralize the RS and tissue peroxidation by a set of 

endogenous enzymatic and non-enzymatic antioxidants [56]. In fact, we found that the repeated 

exposure protocol to AFB1 induced a non-enzymatic antioxidant defenses reduction, through 

decreasing NPSH and ascorbic acid levels, and an increase in the GST activity in the liver 

tissue. Other studies have shown that lipid peroxidation was associated with reduced 

antioxidant defenses [5,57]. Therefore, the antioxidant defenses changes may represent an 

increased demand for defense mechanisms to minimize the oxidative damage induced by 

mycotoxin, since reduced glutathione (GSH) (measured by NPSH levels) and GST play 

fundamental role in detoxification reactions [58].  

In summary, GST catalyzes the conjugation of GSH with xenobiotics and electrophilic 

substances, favoring their detoxification [59]. This enzyme acts through prevention and control 

of the formation of RS involved in the initiation of reactions that generate oxidative damage 

[60]. In the present study, we verified an increase in GST activity in the liver tissue in AFB1 

group in comparison with all groups. Specifically, AFB1 + BCP group showed their enzyme 

activity restored at the control level, in agreement with the results of other studies published 

previously [61]. In this sense, Johnson et al. [62] showed that the reactive metabolites generated 

from AFB1 bioactivation demand a high activity of the GST enzyme to neutralize and eliminate 

them. These data also reinforce our findings associated with TBARS levels, suggesting that the 

high activity of GST was efficient in countering the RS verified through the non-alteration of 

the lipid peroxidation content in animals exposed for 14 days to AFB1. Therefore, our findings 

concerning TBARS levels are contradictory with some previous works related to this marker, 

but in these studies higher doses and/or longer periods of exposure were applied, such as 28 
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μg/kg/42 days [63], 500 μg/kg/7 days [10], 3 mg/kg/single dose [64], suggesting a dose- and/or 

time-dependent damage. Thus, these data evidenced that when higher doses and/or longer 

treatment times than those used in this protocol were applied, the constitutive activity of GST 

may be depleted, which could induce oxidative stress, such as verified in the studies reported 

above. 

The Keap1/Nrf2 pathway is the principal protective response to oxidative stress [65,66]. 

The expression of Nrf2 and its natural inhibitor, the Keap1 protein, were analyzed to appreciate 

the role of Nrf2 in the hepatoprotective efficiency of BCP. Importantly, we observed an increase  

on the Nrf2 levels to BCP co-treatment (AFB1 + BCP) group. These findings agree with the 

results obtained for GST activity, in which the animals of the AFB1 + BCP group had their 

enzyme levels stabilized at the control level. It is possible to suggest that BCP acts as an inducer 

of Nrf2 (Figure 4). Through its binding to cysteine residues existing in Keap1, it inhibits Nrf2 

ubiquitination dependent on Keap1, which allows the accumulation of nuclear factor inside the 

cell and its subsequent nucleus translocation, where it promote antioxidant transcription 

[14,67]. As far as we know, this was the first study to evaluate the effect of BCP on the 

Keap1/Nrf2 pathway in rat liver. However, other studies have shown its protective efficiency 

in brain [24] and cardiac tissues [25] associated with this pathway, in different pathological 

conditions. Oppositely, 14 days of administration of AFB1 (250 μg/kg/day, i.g.) in rats seems 

to induce the formation of de Keap1/Nrf2 complex, since a main effect of mycotoxin was 

observed on the Keap1 levels, which is supported by the study of inactivating mutations in 

Keap1 [14,68,69]. Thus, these data show that the interaction between the complex is not enough 

to promote the ubiquitination of Nrf2, possibly caused by some factor related to the studied 

protocol [14]. Interestingly, Ji et al [14] showed that the Nrf2 expression was reduced in the 

liver of Wistar rats exposed to the 200 mg/kg dose of AFB1, i.p., administered for 21 alternate 

days, in the same way as a dose of 200 μg/kg, i.p., for 28 days [15]. Thus, a study using higher 
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doses or longer period of exposure to AFB1 should be carried out to confirm the effects of BCP 

on the course of mycotoxin hepatotoxicity. 

Liver inflammatory injury is closely related to xenobiotics exposure, such as 

mycotoxins [70]. Several evidences indicate that Nrf2 and NF-ᴋB signaling pathways interact 

in a complementary and specialized way to maintain cellular homeostasis [67,71]. In our study, 

there was no difference between groups for the NF-ᴋB immunocontent. However, it was 

observed a positive regulation of IKKβ levels (which is essential for the NF-ᴋB activation) in 

liver tissue of animals from BCP and BCP + AFB1 groups. In this context, it is known that 

Keap1 can mark the IKKβ degradation by ubiquitination, preventing the NF-ᴋB activation [72]. 

On the other hand, our results showed a main effect of AFB1 on total IL-1β levels, consistent 

with previous reports [66]. In this sense, our findings demonstrated that IKKβ/NF-ᴋB 

immunocontents were not altered in animals exposed to AFB1 due to modulation mediated by 

increased Keap1 levels. AFB1 appears to promote pro-inflammatory responses through the 

release of IL-1β independently of NF-ᴋB. In contrast, previous researches have demonstrated 

that AFB1 stimulated activation of the NF-ᴋB signaling pathway in vitro and in vivo [68,73]. In 

this sense, the dose used in this protocol was not sufficient to generate an inflammatory response 

dependent on NF-ᴋB pathway. This made it difficult to interpret the results regarding the effect 

of co-treatment with BCP in the context of inflammation induced by exposure to AFB1. 

However, BCP was reported to improve liver damage induced by D-galactosamine and 

lipopolysaccharide through the suppression of inflammatory signaling pathways associated 

with NF-κB and cytokines such as IL-1β [27]. In this context, other inflammatory markers [74] 

should be evaluated to verify the inflammatory potential of AFB1 (250 µg/kg/14 days, i.g.), as 

well as the role of BCP in this condition. 



 

 

70 

 

 

Figure 4 – Overview of antioxidant effect of BCP against the liver toxicity induced by AFB1 exposure.  

Exposure of animals to AFB1 caused hepatotoxicity visualized manly through changes in liver injury biomarkers 

(GGT and ALP), in the non-enzymatic antioxidant system (ascorbic acid and NPSH) and in the GST activity. We 

suggest that BCP acts as an inducer of Nrf2 through its binding to cysteine residues. This prevented Nrf2 

ubiquitination and degradation and allowing its translocation to the nucleus to promote antioxidant transcription. 

This may have been the mechanism by which BCP co-treatment (AFB1 + BCP) regulated the levels of GST and 

consequently increased the levels of non-enzymatic antioxidant defenses, controlling the mycotoxin-induced 

hepatotoxicity.  

 

Although the current study provided important results on the therapeutic effects of BCP 

on AFB1-induced toxicity, we must recognize some limitations of this study for proper data 

comprehension. First, in this study, we use an accessible dose of AFB1 administrated by i.g. 

route, in which the extent of absorption and metabolism may have changed the concentration 

of AFB1 and its metabolites and, consequently, the degree and rate of hepatic and renal exposure 

[75]. Thereby, we cannot rule out that other losses may be obtained through other exposure 

routes. Similar occurs with the BCP, in which the i.p. route does not represent actual compound 
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exposure, in the same way that harmful effects could be generated when organisms are exposed 

by other routes. However, we consider this route to the BCP administration because previous 

studies of our research group have already demonstrated pharmacological action at this 

route/dosage [29]. Second, it is important to mention that our findings related to the kidneys 

may not demonstrate the actual organs involvement in AFB1 toxicity, since the non-alteration 

of the analyzed biochemical parameters may have been a consequence of molecular signals to 

control the oxidative stress induced by the mycotoxin. Third, the toxicity of aflatoxins can vary 

according to several parameters such as animal species, age and sex [2]. In this study we use 

young male rats due to the animals' greater sensitivity to the effects of mycotoxin [76]. 

However, it is not possible to rule out that other effects are observed in animals with parameters 

different from those used in this experiment. Fourth, the single dosage and the schedule 

treatment tested in the current study could limit the mechanistic conclusions regarding the 

biological properties of BCP. Despite the interesting results obtained, different doses and 

treatment protocols must be evaluated to better understand the therapeutic potential of the 

compound. 

In conclusion, in the present study we investigated the protective effects and molecular 

mechanisms of BCP action against the oxidative and inflammatory responses of AFB1 in the 

liver and kidneys of rats. Of particular importance, our results suggest that liver tissue is more 

susceptible to AFB1 toxicity compared to the kidneys. Considering the current results, as well 

as previous reports in the literature, it is possible to propose dose- and time-dependent toxicity 

for AFB1. Further, the present study demonstrated that co-treatment with BCP protects the liver 

against AFB1-induced hepatotoxicity. BCP significantly decreased GGT and ALP levels and 

increased non-enzymatic antioxidant levels. BCP was shown to have activity in the Nrf2 

pathway in liver tissue and regulated GST activity in the AFB1 + BCP co-treatment group. 

Thus, our results suggest that the hepatoprotective action of BCP may be linked to its 
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antioxidant potential. The results obtained in the analysis of inflammatory markers were not 

conclusive, so more inflammatory pathways need to be studied in the context of AFB1 

intoxication to understand the possible role of BCP in this condition. Our findings suggest that 

BCP might be considered as a potential natural agent for the prevention of AFB1 induced 

oxidative stress and hepatotoxicity. Therefore, future studies with BCP should be carried out 

using an acute or longer protocol of AFB1 toxicity to confirm the effects reported here. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Table S1. Antibodies used in this study. 

         

Antibody 
Molecular Weight 

(kDa) 
Species Dilution Source 

 

Nrf2 (nuclear factor [erythroid-derived 2]-like 2) 90-110 rabbit 1:1000 Sigma-Aldrich  

Keap-1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) 69 goat 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
 

NF–κB (nuclear factor-κB) 65 rabbit 1:1000 Abcam 
 

Iκκβ (NFκβ/Rel transcription factor) 87 rabbit 1:1000 Upstate Cell Signaling 
 

IL-1β (interleukin 1β) 17/31 goat 1:1000 Santa Cruz Biotechnology  

 

 

Table S2. Statistical summary of biochemical evaluations. 
 

Statistical Summary 

Biochemical 

parameters 
Tissue 

Variables Two-

way ANOVA 
DF F value P value 

 

GGT Plasma 

BCP factor 1 2.727 0.112  

AFB1 factor 1 5.305 0.030  

BCP x AFB1 1 1.679 0.207  

ALP Plasma 

BCP factor 1 0.518 0.478  

AFB1 factor 1 5.969 0.022  

BCP x AFB1 1 1.978 0.172  

Urea Plasma 

BCP factor 1 0.259 0.615  

AFB1 factor 1 0.106 0.313  

BCP x AFB1 1 0.356 0.540  

Creatinine Plasma 
BCP factor 1 1.486 0.240  

AFB1 factor 1 0.371 0.551  
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BCP x AFB1 1 0.086 0.773  

TBARS 

Liver 

BCP factor 1 0.294 0.593  

AFB1 factor 1 0.163 0.690  

BCP x AFB1 1 0.003 0.955  

Kidney 

BCP factor 1 0.003 0.955  

AFB1 factor 1 0.514 0.480  

BCP x AFB1 1 0.279 0.602  

NPSH 

Liver 

BCP factor 1 2.504 0.127  

AFB1 factor 1 3.793 0.063  

BCP x AFB1 1 4.652 0.041  

Kidney 

BCP factor 1 0.294 0.592  

AFB1 factor 1 0.006 0.938  

BCP x AFB1 1 0.001 0.979  

Ascorbic Acid 

Liver 

BCP factor 1 0.196 0.662  

AFB1 factor 1 8.949 0.006  

BCP x AFB1 1 0.957 0.338  

Kidney 

BCP factor 1 0.172 0.682  

AFB1 factor 1 0.006 0.937  

BCP x AFB1 1 0.009 0.924  

GST 

Liver 

BCP factor 1 45.982 0.000  

AFB1 factor 1 22.455 0.001  

BCP x AFB1 1 39.056 0.000  

Kidney 

BCP factor 1 0.912 0.349  

AFB1 factor 1 0.115 0.737  

BCP x AFB1 1 0.023 0.880  

Nrf2 Liver 

BCP factor 1 7.181 0.015  

AFB1 factor 1 0.300 0.590  

BCP x AFB1 1 1.084 0.311  

Keap1 Liver 

BCP factor 1 13.780 0.001  

AFB1 factor 1 0.374 0.547  

BCP x AFB1 1 0.857 0.365  

Nf-kb Liver 

BCP factor 1 0.340 0.567  

AFB1 factor 1 0.379 0.545  

BCP x AFB1 1 0.094 0.762  

IKKB Liver 

BCP factor 1 0.339 0.567  

AFB1 factor 1 0.379 0.545  

BCP x AFB1 1 0.094 0.762  

Total IL-1B Liver 

BCP factor 1 0.399 0.539  

AFB1 factor 1 4.904 0.045  

BCP x AFB1 1 0.611 0.448  
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4 CONCLUSÕES 

Diante dos resultados encontrados nesse estudo, pode-se concluir que: 

1. As exposições à AFB1 e/ou o co-tratamento com BCF (AFB1+BCF) não promoveram 

modificações no peso corporal, assim como no peso absoluto e relativo dos órgãos dos 

animais. 

 

2. As exposições à AFB1 causaram toxicidade seletiva ao tecido hepático, uma vez que 

não houveram alterações significativas nos parâmetros renais mensurados. Da mesma 

forma, o co-tratamento com BCF (AFB1+BCF) não alterou esses parâmetros. 

 

3. Na dose e tempo de exposição utilizados nesse protocolo, a AFB1 não causou alterações 

nos níveis de peroxidação lipídica no fígado dos animais. O co-tratamento com BCF 

(AFB1+BCF) também não alterou esse parâmetro. 

 

4. O co-tratamento com BCF (AFB1+BCF) restaurou o marcador plasmático de função 

hepática GGT e atenuou a atividade da FAL nos animais expostos à AFB1. 

 

5. As exposições à AFB1 interferiram na via oxidativa regulada por Keap1/Nrf2, 

aumentando a atividade da enzima GST no fígado dos animais. 

 

6. O tratamento associado com BCF (AFB1+BCF) reestabeleceu os níveis de NPSH e GST 

ao nível do controle no fígado dos animais expostos à AFB1. 

 

7. As exposições à AFB1 causaram um efeito principal no imunoconteúdo hepático de IL-

1β. 

 

8. O co-tratamento com BCF (AFB1+BCF) aumentou o imunoconteúdo hepático de IKKβ 

nos animais expostos à AFB1. 

Concluímos que o tratamento com BCF foi eficiente em restaurar os parâmetros 

alterados pela exposição à AFB1. Os nossos resultados sugerem que o tecido hepático é mais 

suscetível à toxicidade de AFB1 em comparação com os rins. Assim, o BCF demonstrou ser 
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eficiente em controlar a homeostase redox celular, ao equilibrar os níveis das defesas 

antioxidantes ao normal, bem como ao regular positivamente a via do Nrf2 que contribuiu para 

a transcrição de genes de enzimas antioxidantes de fase II. Portanto, estudos futuros com AFB1 

devem ser realizados usando um protocolo agudo ou mais longo para confirmar os efeitos aqui 

relatados do BCF e melhor compreender os mecanismos moleculares associados com tais ações. 
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ANEXO A – CARTA DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS 


