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As aflatoxinas são produzidas principalmente pelos fungos Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. 

A aflatoxina B1 (AFB1) é a micotoxina mais frequente e altamente tóxica, apresenta efeitos 

carcinogênicos, mutagênicos e teratogênicos. Esta micotoxina tem sido detectada em culturas de 

importância em todo o mundo, como milho, amendoim, feijão, arroz, trigo, algodão, sorgo, frutas e 

também em rações de animais. A AFB1 exerce seus efeitos após sua conversão hepática em 8,9-epóxido, 

pela ação de enzimas do citocromo P-450, o qual reage com macromoléculas celulares, incluindo 

proteínas, RNA e DNA. Além disso, há um aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio, 

alteração do desempenho neurocomportamental, prejuízos à coordenação motora, e diminuição dos níveis 

proteicos. Estudos revelam que a AFB1 altera os níveis de neurotransmissores como a norepinefrina, 

serotonina e dopamina, e sabe-se que estas alterações influenciam no comportamento dos animais, como 

também inibe a atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase, enzima que no cérebro, é essencial para a 

manutenção do gradiente eletroquímico, manutenção dos potenciais de repouso e liberação e captação de 

neurotransmissores. Assim, uma diminuição da atividade Na
+
,K

+
-ATPase pode ocasionar aumento da 

excitabilidade  neuronal, facilitando a ocorrência de convulsões. Sendo assim, o objetivo deste trabalho 

foi investigar a influência da AFB1 em facilitar as convulsões induzidas por uma dose subconvulsivante 

de pentilenotetrazol (PTZ), e avaliar seus efeitos tóxicos sobre o cérebro, através da determinação da 

atividade da Na
+
,K

+
-ATPase e parâmetros de estresse oxidativo após a  exposição aguda à AFB1 em 

ratos. Foi realizado o registro eletroencefalográfico dos animais após a administração oral aguda de AFB1 

(250 µg/kg) seguida por uma dose subconvulsivante de pentilenotetrazol (30 mg/kg, i.p.). A 

administração prévia da AFB1 ao PTZ reduziu a latência das mioclonias, não alterou a amplitude global 

das ondas cerebrais, e a exposição concomitante ao PTZ reduziu a atividade total,  α1 e α2/α3 da enzima 

Na
+
,K

+
-ATPase no córtex cerebral. No hipocampo, a AFB1 e o PTZ reduziram a atividade total e α2/α3 

da Na
+
,K

+
-ATPase. A AFB1 não alterou a atividade da catalase (CAT) e da glutationa-S-transferase 

(GST) no córtex cerebral dos animais. Concluímos que a AFB1 exerce efeito neurotóxico, facilitando as 

convulsões induzidas por PTZ, possivelmente devido à redução da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase. 

 

                     

Palavras chave: Aflatoxina B1, Na
+
,K

+
-ATPase, estresse oxidativo, neurotoxicidade, convulsões, 

pentilenotetrazol. 

 

 

VIII 



 
 

ABSTRACT 

 

Dissertation of Master’s Degree 

Graduate Course in Pharmacology 

Federal University of Santa Maria, RS, Brazil. 

 

 

EFFECT OF ORAL ADMINISTRATION OF AFLATOXIN B1 IN 

PENTYLENETETRAZOL-INDUCED SEIZURES IN RATS 

Author: Francielle Trombetta 

Advisor: Ana Flávia Furian 

Place and date: Santa Maria, August, 14
th

, 2014. 

 

Aflatoxins are produced by Aspergillus flavus fungi, mainly A. parasiticus and A. nomius. Aflatoxin B1 (AFB1) 

is the most common and highly toxic mycotoxin, presents carcinogenic, mutagenic and teratogenic effects. This 

mycotoxin has been detected in cultures of worldwide importance such as maize, groundnuts, beans, rice, wheat, 

cotton, sorghum, fruit and also in animal feed. AFB1 exerts its effects after its conversion into liver 8,9-epoxide 

by the action of cytochrome P-450, which reacts with cellular macromolecules, including proteins, RNA and 

DNA. Furthermore, there is an increase in levels of reactive oxygen species, altered neurobehavioral 

performance, damage to motor coordination, and decreased protein levels. Studies show that AFB1 alter the 

levels of neurotransmitters such as norepinephrine, serotonin and dopamine, and it is known that these changes 

influence the behavior of animals, also inhibits the activity of the enzyme Na
+
, K

+
-ATPase. This enzyme in the 

brain is essential for the maintenance of the electrochemical gradient, maintenance of resting potential and the 

release and uptake of neurotransmitters. Thus, a decrease in activity Na
+
, K

+
-ATPase could cause increased 

neuronal excitability, facilitating the occurrence of seizures. Thus, the aim of this study was to investigate the 

influence of AFB1 in facilitating seizures induced by a subconvulsant dose of pentylenetetrazol (PTZ), and 

evaluate its toxic effects on the brain, by determining the activity of Na
+
, K

+
-ATPase and oxidative stress 

parameters after acute exposure to AFB1 in rats. EEG recording of the animals was performed after acute oral 

administration of AFB1 (250 mg/kg) followed by a subconvulsant dose of pentylenetetrazol (30 mg/kg, ip). Prior 

administration of AFB1 to PTZ reduced the latency of myoclonus, did not alter the total amplitude of the brain 

waves, and concomitant exposure to PTZ reduced the activity total, α1 and α2/α3 of the enzyme Na
+
, K

+
-ATPase 

in the cerebral cortex. In the hippocampus, the AFB1 and PTZ reduced total and α2/α3 activity of the Na
+
, K

+
-

ATPase. The AFB1 not alter the activity of catalase (CAT), and glutathione-S-transferase (GST) in the cerebral 

cortex of animals. We conclude that AFB1 exerts neurotoxic effect, facilitating seizures  induced by PTZ 

possibly by inhibiting Na
+
, K

+
-ATPase activity. 

 

Key-words: Aflatoxin B1, Na
+
,K

+
-ATPase, oxidative stress, neurotoxicity, seizures, pentilenetetrazol 
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1. INTRODUÇÃO 



 

 

As aflatoxinas são metabólitos secundários biologicamente ativos em sua maioria 

produzidos por certas espécies de fungos Aspergillus (Bedard and Massey, 2006), 

principalmente por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. (Coppock, 2012; Varga, 

2009). Há muitas aflatoxinas, como a aflatoxina B1, B2, G1, G2 e, dentre as quais a 

aflatoxina B1 (AFB1) é a mais frequente e tóxica do grupo (Abdel-Wahhab et al., 1998; 

Wogan et al., 1971). A contaminação de alimentos por aflatoxinas continua a ser um 

importante problema de saúde pública no mundo, especialmente nos países em 

desenvolvimento, onde foi relatada que a exposição à aflatoxina é associada com 

aproximadamente 40% das doenças (Williams et al., 2004). 

A população em geral está exposta as aflatoxinas principalmente através do consumo 

de alimentos contaminados, tais como especiarias, grãos de cereais, sementes oleaginosas, 

milho e produtos de milho, caroço de algodão, amendoim e produtos de amendoim, nozes, 

bebidas fermentadas feitas a partir de grãos, leite, queijo, carne, nozes, e sucos de fruta podem 

ser contaminados com aflatoxinas (Bullerman, 1986). A contaminação é maior em plantas 

cultivadas em climas quentes, úmidos e tropicais em geral, mas também pode ocorrer em 

climas temperados que variam de ano para ano (IARC, 1976; Program, 2011). 

Consequentemente, as aflatoxinas podem invadir a oferta de alimentos a qualquer momento 

durante a produção, processamento, transporte e armazenamento. Evidências de aflatoxicoses 

agudas em humanos têm sido relatadas principalmente em países em desenvolvimento, que 

carecem de recursos efetivos para a fiscalização da presença de aflatoxinas nos alimentos 

(Simjee, S., 2007). Estima-se que a presença das aflatoxinas em alimentos e ar poluído tem 

um impacto negativo em até 5 bilhões de pessoas que vivem em climas quentes e úmidos 

(Williams et al., 2004). 

A AFB1 é metabolizada no fígado, pelo sistema do citocromo P450 para o metábolito 

altamente reativo AFB1-8,9-epóxido, o qual é responsável pela toxicidade (Garner, 1979; 

Williams et al., 2004). O metabolito 8,9-epóxido é eliminado por conjugação com glutationa, 

em uma reação mediada pela enzima glutationa-S-transferase.  

A AFB1 é classificada pela Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer como 

Grupo 1 de carcinógenos humanos (IARC, 1993). Os sintomas em humanos da aflatoxicose 

aguda manifestam-se por vômitos, dor abdominal, edema pulmonar, coma, convulsões, morte 

com edema cerebral, acúmulo de gordura no fígado, rins e coração (Strosnider et al., 2006).  
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Uma das manifestações da toxicidade induzida por AFB1 é o estresse oxidativo 

(Souza et al., 1999). O estresse oxidativo ocorre quando a geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) domina a capacidade do sistema para neutralizar e eliminá-los. EROs são os 

radicais livres de ânions reativos formados por incompleta redução de um elétron de oxigênio 

incluindo ânion superóxido (O2•) e radical hidroxila (•OH) (C., 1999). O aumento do nível de 

EROs geralmente resulta  da falta ou perturbação funcional das moléculas antioxidantes ou 

devido à superprodução de EROs (Sohal and Weindruch, 1996). Vários estudos mostram a 

participação do estresse oxidativo nos efeitos tóxicos induzidos pela AFB1, e atribuem a este 

fato a hepatotoxicidade característica induzida por esta micotoxina. Sugere-se que os efeitos 

tóxicos da AFB1 são mediados pelo aumento da produção de espécies reativas como o O2•, 

•OH e o H2O2 durante o metabolismo hepático desta micotoxina (Towner et al., 2003).  

Além disso, dentre as diversas proteínas constituintes da membrana neuronal, destaca-

se a enzima Na
+
, K

+
-ATPase, que é particularmente sensível ao estresse oxidativo (Jamme et 

al., 1995; Morel et al., 1998).  No cérebro, cerca de 50% do ATP ou mais é consumido pela 

Na
+
, K

+
-ATPase, (Erecinska and Silver, 1994), e a atividade desta enzima é essencial para a 

manutenção do gradiente eletroquímico, modulação dos potenciais de repouso e liberação de 

neurotransmissores (Stahl and Harris, 1986). Desta forma, a Na
+
, K

+
-ATPase, pode ser alvo 

de neurotransmissores,  hormônios e outras substâncias que, agindo diretamente na enzima ou 

através de suas vias de sinalização intracelulares específicas, podem regular a atividade da 

Na
+
, K

+
-ATPase, através da fosforilação de resíduos específicos nesta enzima, principalmente 

na subunidade α (Therien and Blostein, 2000). Além disso, uma disfunção na atividade da 

enzima Na
+
, K

+
-ATPase, pode causar oscilações no potencial de membrana, levando a 

despolarização prolongada e/ou repetitivas, as quais são características de neurônios de 

indivíduos epiléticos. Além disso, uma significante correlação entre a inibição desta enzima e 

os déficits cognitivos em diversos modelos de doenças neurodegenerativas como doença de 

Alzheimer e Parkinson foram evidenciadas em alguns estudos (Bagh et al., 2008; Jovicic et 

al., 2008; Kong et al., 2005). 

Assim, este estudo teve como objetivo investigar a influência da AFB1 na facilitação 

de convulsões induzidas por uma dose subconvulsivante de PTZ, e investigar seus efeitos 

tóxicos sobre o sistema nervoso central através da determinação da atividade da Na
+
, K

+
-

ATPase e parâmetros de estresse oxidativo após exposição aguda à micotoxina em ratos. 
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2. OBJETIVOS 

 

 



 

2.1 – Objetivo Geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi verificar a influência da AFB1 em facilitar as 

convulsões induzidas por uma dose subconvulsivante de PTZ, e investigar seus efeitos tóxicos 

sobre o sistema nervoso central pela determinação da atividade da Na
+
, K

+
-ATPase e 

parâmetros de estresse oxidativo após exposição aguda à micotoxina em ratos. 

 

 

2.2 - Objetivos Específicos 

 

1 – Determinar o efeito da exposição aguda à AFB1 na latência para o 

desenvolvimento de mioclonias induzidas por PTZ; 

 

2- Determinar o efeito da exposição aguda à AFB1 na amplitude do registro 

eletroencefalográfico de ratos submetidos à indução de convulsão por PTZ; 

 

3- Determinar a atividade da enzima Na
+
, K

+
 ATPase em córtex cerebral e hipocampo 

de ratos expostos agudamente a AFB1 e PTZ. 

 

4- Avaliar a atividade da enzima catalase em córtex cerebral de ratos expostos 

agudamente a AFB1 e PTZ. 

 

5- Avaliar a atividade da enzima glutationa S-transferase em córtex cerebral de ratos 

expostos agudamente a AFB1 e PTZ. 
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3.1- Micotoxinas 

 

 

Os fungos por sua versatilidade em se adaptar podem causar efeitos indesejáveis para 

a agricultura e indústria de alimentos, são ubíquos na natureza, sendo capazes de persistir no 

solo, vegetação e água (Moss, 1992). Fungos denominados toxigênicos além de depreciarem 

produtos destinados à alimentação são capazes de produzir as micotoxinas (Sharma, 1991). 

Definiu-se que para uma substância ser caracterizada como micotoxina, esta deve: ser 

causadora de doenças em homens ou animais, ocorrer na natureza, ser produzida por fungos e 

ser aguda ou cronicamente tóxica (Pastore, 2004). 

Micotoxinas são metabólitos tóxicos secundários produzidos por vários fungos 

filamentosos, (Malmann, 2007) que se desenvolvem naturalmente em produtos alimentícios, 

sendo formados no estágio final da fase exponencial de crescimento e não são essenciais para 

o desenvolvimento fúngico (Santin, 2005). São compostos orgânicos, tendo como principais 

características, baixo peso molecular, amplo espectro de toxicidade, baixa capacidade 

imunogênica, atuam em pequenas concentrações, e são termoestáveis (Bok and Keller, 2004). 

O desenvolvimento fúngico é favorecido em climas tropicais e subtropicais como o do Brasil, 

que oferecem fatores como temperatura e umidade, mas outros fatores não relacionados com 

o clima, como durante e após a colheita, transporte, processamento e principalmente o 

armazenamento do produto, que também favorecem o desenvolvimento de micotoxinas. A 

ausência de sinais aparentes de contaminação por fungos não significa que o alimento 

encontra-se livre de toxinas, já que elas podem permanecer no produto mesmo depois do 

desaparecimento dos fungos responsáveis por sua produção (Sabino, 1996). Em todo o mundo 

a exposição humana as micotoxinas pelo consumo de alimentos é uma questão de saúde 

pública (Brera C; Miraglia M; Colatosti, 1998; Goldblatt, 1977; Smith et al., 1995). Sua 

entrada no organismo geralmente se dá pela via digestória e sua absorção comumente causa 

reações sob a forma de hemorragias, ou mesmo, necroses. Muitas destas toxinas têm afinidade 

por determinado órgão ou tecido, frequentemente os mais atingidos são o fígado, os rins e o 

sistema nervoso (Santurio, 2000). 

A presença de micotoxinas em alimentos e derivados afeta o agronegócio de muitos 

países, não sendo um problema apenas de países em desenvolvimento interferindo ou até 

mesmo impedindo a exportação, reduzindo a produção animal e agrícola e, em alguns países, 

afetando, também, a saúde humana (Jelinek et al., 1989; Leung et al., 2006; Miller, 1995). 

Aproximadamente 25% a 50% de todas as commodities produzidas no mundo, especialmente 
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os alimentos básicos, estão de alguma forma contaminadas com micotoxinas sendo 

demonstrado por cálculos confiáveis (Bhat, 1991; Mannon, 1985). Os grãos contaminados 

com micotoxinas e fungos toxigênicos, podem ocasionar, além de problemas de saúde, perdas 

econômicas consideráveis já que lotes contaminados devem ser descartados (Bhatnagar et al., 

2003). A FAO (Food and Agriculture Organization) avalia uma perda mundial de 25% dos 

grãos produzidos (Vieira, 1995).  

As micotoxinas são capazes de entrar nas cadeias alimentares humanas e animais por 

meio de contaminação direta ou indireta. A contaminação indireta de alimentos e rações 

ocorre quando qualquer ingrediente foi previamente contaminado por um fungo toxigênico, e 

mesmo que durante o processamento o fungo tenha sido eliminado, as micotoxinas ainda 

permanecerão no produto final. A contaminação direta ocorre quando o produto (alimento ou 

ração) se torna contaminado por um fungo toxigênico, com posterior formação de 

micotoxinas. Alimentos e rações em sua grande maioria podem permitir o crescimento e o 

desenvolvimento de fungos toxigênicos, tanto durante a produção, quanto durante o 

processamento, o transporte e o armazenamento (Frisvad, 1992). A ingestão de micotoxinas 

por seres humanos ocorre principalmente pela ingestão de produtos contaminados, vegetais, 

produtos derivados tais como leite, queijo, carnes e outros produtos animais (Smith et al., 

1995), podendo causar micotoxicoses.  

Micotoxicoses são enfermidades causadas por micotoxinas, que possuem sinais e 

sintomas como: lesões de pele, sintomas de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, 

neurotoxicidade, hematotoxicidade ou genotoxicidade, podendo causar à morte, e também 

apresentam efeitos mutagênicos, teratogênicos, carcinogênicos ou imunossupressores (Cole, 

1981; JECFA, 2001; JECFA., 1995; JECFA., 1998). Os principais gêneros de fungos 

envolvidos em casos de micotoxicoses são Aspergillus, Fusarium e Penicillium, mas existem 

também espécies produtoras de toxinas em outros gêneros (Sabino, 1996). Atualmente são 

conhecidas mais de quinhentas micotoxinas, produzidas por aproximadamente uma centena 

de fungos. As principais micotoxinas podem ser divididas em três grupos: Aflatoxinas 

produzidas por fungos do gênero Aspergillus como A. flavus e A. parasiticus; Ocratoxinas 

produzidas por fungos dos gêneros Aspergillus e Penicillium, e as Fusariotoxinas, produzidas 

por diversas espécies do gênero Fusarium (Malmann, 2007).   
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3.2. – Aflatoxinas 

 

 

As aflatoxinas são metabólitos secundários biologicamente ativos em sua maioria 

produzidos por certas espécies de fungos Aspergillus (Bedard and Massey, 2006), 

principalmente por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. Outros fungos produtores 

de aflatoxinas conhecidos são A. bombycis, A. fumigatus, A. ochraceus e A. pseudotamarii 

(Coppock, 2012; Varga, 2009), encontrados com frequência na natureza. As aflatoxinas 

apresentam incidência relativamente maior em países de clima tropical ou subtropical, onde 

os fungos têm temperatura e umidade favoráveis para o seu crescimento (Moss, 1998). 

Em 1960 foi descoberta a aflatoxina na Inglaterra, devido ao surto que provocou alta 

mortalidade em perus, conhecido como “turkey - X disease”. Durante a epidemia, milhares de 

aves morreram após o consumo de torta de amendoim acrescentada na ração, proveniente do 

Brasil. O principal fungo encontrado no alimento foi o Aspergillus flavus (Wogan, 1992). O 

termo aflatoxina foi formado a partir do nome do seu principal agente produtor (Aspergillus 

flavus toxina).  

 

 

3.2.1. – Características Físico-Químicas das aflatoxinas 

 

 

As aflatoxinas são consideradas as micotoxinas de maior importância toxicológica no 

Brasil dentre as centenas de micotoxinas conhecidas, por apresentarem efeitos carcinogênicos, 

mutagênicos e teratogênicos. Alguns compostos já foram descritos como sendo aflatoxinas, 

mas apenas quatro tipos de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foram relatados como contaminantes 

naturais de sementes e alimentos. A aflatoxina B1 geralmente apresenta a maior prevalência 

em vários produtos agrícolas, e também é a mais tóxica do grupo sendo produzida junto com a 

B2 por A. flavus, e em quantidades similares o A. parasiticus produz as quatro aflatoxinas 

(Malmann, 2007).  

As aflatoxinas são substâncias fluorescentes com características próprias assim como 

outros compostos heterocíclicos.  As aflatoxinas B1 e B2 apresentam uma fluorescência azul, e 

a letra B é derivada da palavra Blue enquanto que as aflatoxinas G1 e G2
 
apresentam uma 

fluorescência verde amarelada sob luz ultravioleta, sendo que a letra G é derivada da palavra 
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Green (Hussein and Brasel, 2001). As aflatoxinas M1 e M2 isoladas no leite, carne e urina são 

metabólitos das aflatoxinas B1 e B2, produzidas pelo fígado após ingestão de alimentos 

contaminados (Coulombe, 1991).  

A estrutura química das aflatoxinas é muito semelhante, sendo que todas apresentam 

um núcleo central cumarínico ligado a uma estrutura bi-furanóide. São compostos químicos 

simples e de baixo peso molecular. As aflatoxinas do grupo B apresentam anel ciclopentona 

na molécula, enquanto que as da série G apresentam anel lactona (Hussein and Brasel, 2001). 

A série B das aflatoxinas é quimicamente diferente da série G pela presença do anel 

ciclopentenona no lugar de um anel 3-lactona. Nas aflatoxinas B1 e G1 são encontradas uma 

dupla ligação 8,9 na forma de um éter vinil no anel terminal furano, mas não são encontradas 

nas aflatoxinas B2 e G2 (Jaimez et al., 2000). As estruturas químicas das aflatoxinas são 

semelhantes, mas elas apresentam diferentes graus de atividade biológica. A aflatoxina B1 é 

frequentemente encontrada em cereais, e a que apresenta maior toxicidade, seguida pela 

aflatoxina G1, B2 e G2 (Coulombe, 1991). 

As aflatoxinas podem ser classificadas como compostos de natureza cristalina, 

termoestáveis e bastante solúveis em solventes moderadamente polares, como clorofórmio e 

metanol, portanto possuem pouca solubilidade em água. São destruídas totalmente na 

presença de amônia e pelo tratamento por hipoclorito (Salud, 1983). Não há um método 

totalmente eficaz para a inativação das aflatoxinas, sendo que a eficiência de cada processo 

depende do tipo de alimento a ser descontaminado, sua atividade de água, os tipos de 

aflatoxinas nele presentes, o nível de contaminação e o grau de associação em que as 

aflatoxinas estão ligadas aos constituintes ao alimento, principalmente às proteínas. A 

decomposição das aflatoxinas ocorre na faixa de temperaturas entre 23,7 – 30,6ºC, variando 

de acordo com a atividade de água, pH do substrato e exposição ao calor. Por outro lado, os 

raios ultravioletas da luz do sol são muito eficazes na desativação das moléculas de 

aflatoxinas (Rustom, 1997). 

As aflatoxinas apresentam ocorrência no mundo inteiro, sendo que as espécies de 

Aspergillus são capazes de crescer em ampla variedade de substratos e sob diversas condições 

ambientais. A formação da toxina nos produtos agrícolas ocorre em condições de tempo 

quente e úmido, e em instalações de armazenagem deficiente ou inadequada, sendo que os 

fatores mais importantes que influenciam o crescimento e a produção de aflatoxinas são: a 

umidade relativa, que na maioria dos casos a faixa requerida é de 88 a 95%, e a temperatura, 

sendo ótima para o crescimento do fungo de 36 a 38ºC e para a produção máxima de toxina 

de 25 a 27°C (Abbas, 2005). Outros fatores que podem ainda influenciar a produção de 
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aflatoxinas são: composição do substrato, pH, atmosfera (teor de oxigênio e de dióxido de 

carbono), competição microbiana, danos mecânicos, linhagem do fungo contaminante e 

estresse da planta (Alonso-Gonzalez et al., 2006).  

Esta micotoxina pode contaminar uma grande variedade de alimentos, principalmente 

o amendoim, nozes, sementes de algodão, milho, trigo, sementes oleosas em geral, ração 

animal (Northolt, 1997). Principalmente na Índia e América do Sul, o milho e o amendoim 

continuam sendo as maiores fontes de aflatoxinas, porém outros cereais produzidos em clima 

tropical bem como seus subprodutos também são susceptíveis à contaminação por aflatoxinas 

(Moss, 1998). A preocupação relacionada aos impactos negativos das aflatoxinas sobre a 

saúde levou à investigação de estratégias para prevenir sua formação em alimentos, bem 

como, para eliminar, inativar ou reduzir a biodisponibilidade destas toxinas em produtos 

contaminados (Hernandez-Mendoza et al., 2009). Entretanto, só poderemos evitar a 

contaminação dos produtos melhorando algumas práticas agrícolas, usando agentes 

antifúngicos adequados, utilizando conhecimentos e aplicações da engenharia genética, além 

de controlar as adequadas condições de armazenamento dos grãos e cereais, principalmente a 

temperatura e a umidade (Gonzalez, 2001).  

 

 

3.2.2. – Legislação  

 

 

No Brasil, as aflatoxinas são as únicas micotoxinas cujos limites máximos em 

alimentos estão previstos na legislação. A Resolução nº 34 de 1976, antiga CNNPA/MS – 

Comissão Nacional de Normas e Padrões para Alimentos estabelece um limite de aflatoxina 

B1 e G1= 30µg/kg para todos os alimentos exceto amendoim, milho e seus produtos (Sabino, 

1996). A ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) em 15 de outubro de 2002 

criou a Resolução RDC nº 274, 2002 que revoga a Resolução nº 34/76, para os alimentos 

como leite fluído, leite em pó, amendoim, pasta de amendoim, milho em grão, farinha ou 

sêmola de milho para consumo humano, aprovando o regulamento técnico sobre limites 

máximos de aflatoxinas admissíveis nestes alimentos (Brasil, 2002). 

No Rio Grande do Sul, entre março de 2000 a abril de 2002, 664 amostras de 

amendoim e seus derivados foram analisadas, e 31,33% estavam contaminadas com 

aflatoxinas, sendo a maioria proveniente de produtos informais comercializados sem 

fiscalização sanitária (Mallmann, 2005). No amendoim a ocorrência de aflatoxinas é maior, 
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devido à afinidade do Aspergillus flavus por este alimento e, principalmente, quando as 

condições de umidade e temperatura são favoráveis ao seu crescimento (Diniz, 2006).  

No Brasil, embora a legislação esteja em vigor, à ocorrência de aflatoxinas tem sido 

observada com frequência, e em elevados níveis, principalmente no Estado de São Paulo, em 

alimentos utilizados para consumo humano e animal, como milho, amendoim e derivados 

(Sabino et al., 1989). A contaminação de derivados de amendoim, como paçocas e outros 

doces, assume destacada relevância em saúde pública, devido ao fato das crianças 

constituírem os principais consumidores desses produtos (Almeida F., 1998; Bruno, 2000). 

 

 

3.2.3. – Metabolismo das aflatoxinas 

 

 

 As aflatoxinas são rapidamente absorvidas pela sua alta lipossolubilidade e são 

lentamente excretadas. As aflatoxinas são absorvidas no trato gastrointestinal por difusão 

passiva, difundindo-se rapidamente por todo o organismo de maneira que três horas após a 

alimentação, podem encontrar-se as aflatoxinas B1 e B2 em todos os tecidos (Mello, 1999; 

Sharma, 1991), sendo que seu pico máximo é em uma hora (Jubert, C. et al. 2009). Ao ser 

absorvida a aflatoxina B1 é imediatamente ligada de forma reversível à albumina e também 

em menor escala a outras proteínas. As formas ligadas e não ligadas da aflatoxina B1 a 

proteínas séricas distribuem-se pelos tecidos, principalmente no fígado (Wyatt, 1991). São 

biotransformadas primariamente no fígado, por enzimas microssomais do sistema de funções 

oxidases mistas (CYP), pertencentes à superfamília de enzimas do citocromo P-450 (Biehl, 

1987), que constituem parte do processo de detoxificação de uma ampla variedade de 

xenobióticos no organismo (Forrester et al., 1990). A forma ativa da aflatoxina B1 é o 

metabólito 8,9-epóxido de aflatoxina B1, anteriormente denominado AFB1 - 2,3 - epóxido, 

originado através da epoxidação da dupla ligação do éter vinílico, presente na estrutura bi-

furanóide da molécula de aflatoxina B1 (Biehl, 1987). Este composto, altamente eletrofílico, é 

capaz de reagir rapidamente, através de ligações covalentes, com sítios nucleofílicos de 

macromoléculas, como do ácido desoxirribonucléico (DNA), ácido ribonucléico (RNA) e 

proteínas. Estas ligações determinam à formação de aductos, os quais são responsáveis pela 

lesão bioquímica primária produzida pelas aflatoxinas (Oliveira, 1997). 

 O metabólito 8,9-epóxido da aflatoxina B1 também pode sofrer uma conjugação 

enzimática com uma molécula de glutationa reduzida, através de glutationa-S-transferases, 
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constituindo uma importante via de detoxificação deste composto, podendo ser excretado na 

urina, bile e fezes (Essigmann et al., 1982).  Esta ligação do 8,9-epóxido da aflatoxina com o 

DNA modifica a sua estrutura e por isso a sua atividade biológica, originando assim os 

mecanismos básicos dos efeitos mutagênicos e carcinogênicos da aflatoxina B1. A formação 

de aductos ocorre através da ligação com guaninas da molécula de DNA, na posição N7, ao 

nível do códon 249, do gene supressor de tumores p53 (Hsieh and Atkinson, 1991). A 

ocorrência deste tipo de alteração é característica de vários carcinomas no homem, sobretudo 

o hepático (Bressac et al., 1991; Harris, 1991; Ozturk, 1991; Puisieux et al., 1991).  

Estudos em fígados de ratos demonstraram que os aductos AFB1- N7-guanina podem 

ser retirados após a sua formação, deixando sítios apurínicos na molécula de DNA (Hsieh and 

Atkinson, 1991). Os sítios vagos tendem a ser preenchidos com adenina, resultando em 

transversão de guanina para timina, o que origina um ponto de mutação bastante significativo 

(Aguilar et al., 1993). Os aductos de DNA, depois de sofrerem depurinação espontânea, 

podem ser conjugados e excretados, sobretudo através da urina (Groopman et al., 1992). 

A biotransformação da aflatoxina B1 inclui, além da epoxidação, as reações de 

hidroxilação e de O-desmetilação. Na reação de hidroxilação são formadas as aflatoxinas M1 

(AFM1), aflatoxina Q1
 
(AFQ1) e a aflatoxina B2a (AFB2a), enquanto que a aflatoxina P1 

(AFP1) é formada na reação de O-desmetilação. Esses quatro novos compostos possuem o 

grupo hidroxila em sua molécula, permitindo a sua conjugação com o ácido glicurônico ou 

sulfatos, tornando-as substâncias bastante solúveis em água. Essas substâncias podem então 

ser excretadas através da urina, bile e fezes (Biehl, 1987).  

As vias de biotransformação da aflatoxina B1 mudam entre as espécies animais, tal 

evento poderia justificar os diferentes graus de susceptibilidade à aflatoxina B1 entre os 

indivíduos (Wogan, 1992). Existe atualmente consenso, entre grande número de especialistas, 

de que a aflatoxina B1 é, na realidade, um pró-carcinógeno, o qual requer ativação metabólica 

para manifestar seus efeitos tóxicos (Biehl, 1987; Hsieh and Atkinson, 1991; Wogan, 1992). 

Devido às reações ocorridas entre a aflatoxina B1 e DNA, RNA e proteínas, a transição 

de enzimas e formação de algumas destas conduz a graves consequências para o organismo 

por comprometer o metabolismo energético, produção de anticorpos e mobilização de gordura 

(Beer, 1991). Os efeitos citotóxicos da aflatoxina B1 ocorrem devido à formação de radicais 

livres dentro dos hepatócitos resultando na peroxidação dos fosfolipídeos e consequente 

aumento na permeabilidade das membranas plasmática, mitocondrial, do retículo 

endoplasmático e dos lisossomos, diminuindo a fluidez, inativando completamente as 

proteínas de membrana e despolarização da membrana mitocondrial (Bischof, 2007). 
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3.2.4. – Toxicidade das aflatoxinas 

 

 

As diferenças intra e interespécies observadas na biotransformação da aflatoxina B1, 

particularmente em relação aos mecanismos de bioativação e detoxificação. Por exemplo, a 

habilidade de ativar a aflatoxina B1, para a formação do epóxido, é mais eficiente em 

preparações enzimáticas de fígado de ratos, do que de primatas, incluindo o homem; por outro 

lado, observa-se o oposto em relação à capacidade de formação de derivados hidrossolúveis e 

a consequente detoxificação da AFB1(Massey et al., 1995). 

Foram investigados em cobaias de laboratório os principais efeitos teratogênicos da 

aflatoxina B1 e consistiram em número reduzido de nascidos vivos, baixo peso médio dos 

nascidos vivos, atraso no desenvolvimento físico, alterações de desempenho 

neurocomportamental e coordenação motora prejudicada (Kihara, 2000). Na literatura há 

relatos da indução da fenda palatina, malformação do esqueleto e do sistema nervoso central, 

retardamento do crescimento intra-uterino, carcinogênese transplacental em ratos e 

imunossupressão seletiva em embriões de pintos (Wild and Turner, 2002). 

Devido à concentração de aflatoxina nos alimentos, o tipo e o tempo de ingestão das 

aflatoxinas, são observados diferentes sinais e sintomas. A grande maioria dos animais 

expostos a esta micotoxina mostram sinais da doença que vão de agudos (letais ou não letais), 

subagudos e crônicos. Os primeiros sinais clínicos se apresentam em poucas horas a uma 

semana sendo eles: hepatite, hemorragia, nefrite e enterite seguida de morte (Malmann, 2007). 

Os efeitos subagudos provocam alterações e distúrbios nos órgão dos animais e dos homens, 

principalmente no fígado, sendo resultado da ingestão de doses menos elevadas por períodos 

maiores (Teixeira, 2008). Já, os efeitos crônicos são manifestações decorrentes da ingestão de 

baixas doses de aflatoxinas por um período prolongado. Na aflatoxicose crônica, o sinal 

clínico mais evidente é a diminuição da taxa de crescimento dos animais jovens, sendo 

observados os efeitos de imunossupressão, redução da contagem de linfócitos T, diminuição 

da produção de imunoglobulinas, diminuição da fagocitose e a diminuição da resistência 

(Leeson, 1995) Também se pode observar a diminuição da eficiência reprodutiva, piora da 

conversão alimentar, taxa de crescimento e ganho de peso (Malmann, 2007), sendo que em 

qualquer um dos casos, o aparecimento dos sintomas e sua gravidade dependem da espécie 

animal, idade, estado nutricional e do sexo. 
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Entre as espécies animais a sensibilidade aos efeitos das aflatoxinas é variável. A 

relação dose-resposta pode variar de acordo com raça, sexo, idade, composição da dieta, entre 

outros fatores, mesmo entre indivíduos de uma mesma espécie (Coulombe, 1991). Para várias 

espécies, os machos são mais susceptíveis do que as fêmeas e em geral a sensibilidade é 

acentuadamente maior nos jovens do que nos adultos (Leeson, 1995). Entretanto, 

considerando todos estes fatores, o efeito de toxicidade crônico mais importante das 

aflatoxinas é representado pela carcinogênese hepática em várias espécies animais, (peixes, 

aves, roedores, carnívoros e primatas). Nestes animais, mesmo quando ingerida em 

quantidades muito baixas a aflatoxina B1 induz à formação de carcinoma hepatocelular, o que 

permite considerá-la como um dos mais potentes hepatocarcinógenos naturais (Coulombe, 

1991). A dose efetiva de AFB1
 

ingerida para a indução de tumores hepáticos varia 

amplamente entre as espécies, de modo similar ao que ocorre em relação à toxicidade aguda. 

Peixes e aves são extremamente sensíveis, e a dose efetiva para a indução de hepatomas situa-

se entre 10 e 30 μg/kg de aflatoxina B1 na dieta. Contudo, a sensibilidade é particularmente 

variável entre roedores, sendo que os ratos respondem nos níveis de 15 a 1.000 μg/kg de 

aflatoxina B1 na dieta, enquanto que certas cepas de camundongos não apresentam nenhuma 

resposta em doses de até 150.000 μg/kg de AFB1
 
(Wogan, 1992).  

Além dos efeitos hepatocarcinogênicos, está comprovada a relação entre a ingestão de 

aflatoxina B1 com a incidência da hepatite B e do “Kwashiorkor”, que é uma condição 

causada por uma carência proteica ou de outros nutrientes, cujos sintomas são letargia, 

retardamento metal, anemia, despigmentação da pele, perda ou descoloração do cabelo, que 

mata milhões de crianças nos países subdesenvolvidos (Burgueira, 1986; Wong, 1998). 

Pesquisadores têm sugerido que o desenvolvimento da “Kwashiorkor” pode ser resultado da 

intoxicação aguda por aflatoxinas, e que os efeitos dependem da frequência e da quantidade 

de ingestão de produtos contaminados com elas (Teixeira, 2008). 

 

 

3.3. – Estresse Oxidativo e aflatoxinas 

 

 

3.3.1. – Radicais Livres e Estresse Oxidativo 
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Radical livre (RL) refere-se a um átomo ou molécula quimicamente muito reativa, 

com que contenha um ou mais elétrons não pareados no orbital atômico ou moléculas com 

alto grau de reatividade química que é a causa para o grande número de efeitos prejudiciais ao 

organismo (Vega, 2002).  

Tal configuração eletrônica faz dos RLs moléculas muito instáveis, com meia-vida 

muito curta, apresentando uma grande capacidade reativa. A presença desses radicais no 

organismo humano torna crítica à manutenção de muitas funções fisiológicas normais 

(Pompella, 1997). A fim de captar um elétron para sua estabilização, estes radicais podem 

reagir com qualquer composto como proteínas, lipídios, açúcares, DNA entre outros, 

provocando uma reação em cascata que pode culminar em lesão e morte celular (Halliwell, 

2007a; Júnior, 1998). 

Esses RLs, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos átomos de oxigênio 

ou nitrogênio, são classificados como espécies reativas de oxigênio (EROs) ou espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs) (Barreiros, 2006; Droge, 2002). A geração contínua das EROs 

é um processo fisiológico característico do ciclo respiratório celular (Sies and Cadenas, 1985). 

Os organismos obtêm o ATP da redução completa do O2 na membrana mitocondrial, o qual é 

reduzido à água. Entretanto o O2 pode não ser reduzido completamente, originando 

intermediários altamente reativos e danosos às células como radical superóxido (O2•), 

peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (•OH), sendo esses os principais (Floyd, 

1984). 

Entre estas formas reativas de oxigênio o radical superóxido apresenta uma baixa 

capacidade de oxidação, o peróxido de hidrogênio não é considerado um radical livre 

verdadeiro, mas é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de 

DNA por meio de reações enzimáticas (Anderson, 1996). 

O O2• é o primeiro intermediário a ser formado a partir da redução incompleta do O2 

molecular para a formação de H2O (Harris, 1992). A partir deste elemento podem se formar 

outras espécies ativas de O2, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (•OH) 

(Esterbauer et al., 1986; Pryor and Castle, 1984). O H2O2 em condições fisiológicas é formado 

na mitocôndria em função da atividade metabólica (Chance, 1979) sendo gerado a partir do 

superóxido por meio de dismutação, consequentemente esta reação é catalisada pela enzima 

superóxido dismutase (SOD) (Pal Yu, 1994). Quando o H2O2 recebe mais um elétron e um 

íon hidrogênio, é formado o radical hidroxila, que é o mais reativo dos intermediários, pode 

reagir e alterar qualquer estrutura celular que esteja próxima e, assim, influenciar enzimas, 

membrana ou ácido nucléicos (Heunks, 1999). O radical hidroxila tem meia vida-longa, sendo 
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capaz de atravessar as camadas lipídicas e reagir com as membranas eritrocitárias devido à 

sua elevada difusibilidade, (Cimen, 2008; Valko et al., 2006), podendo ter sua toxidade 

aumentada de 10 para 1000 vezes na presença de ferro (Reação de Fenton, gerando •OH) 

(Halliwell, 2007b). Um alvo importante das EROs são as membranas fosfolipídicas que 

causam reações de oxidação em cadeia, aumentando a permeabilidade a íons, promovendo 

inativação de receptores de membrana e a produção de metabólitos tóxicos (MacNee, 2001). 

O processo de peroxidação lipídica está ligado a uma série de processos patológicos 

envolvendo EROs (Middleton et al., 2000; Nordberg and Arner, 2001).  

Em condições normais, os radicais livres são continuamente produzidos e 

neutralizados pelos sistemas de defesa antioxidante do organismo. Porém, quando estes 

radicais livres são produzidos em altas quantidades, ou quando as defesas antioxidantes são 

deficientes, eles podem causar dano celular, representando um mecanismo fundamental para 

as doenças ou efeitos nocivos em seres humanos, denominado “estresse oxidativo” (Halliwell, 

1999).  

Em sistemas aeróbios faz-se essencial o equilíbrio entre agentes óxido-redutores e o 

sistema de defesa antioxidante. Esses agentes são gerados endogenamente como consequência 

direta do metabolismo do O2 e também em situações não fisiológicas, como a exposição da 

célula a xenobióticos como a AFB1, que provocam a redução incompleta do O2 (Ross D, 

1991). 

 

 

3.3.2. – Estresse oxidativo e sistema nervoso central 

 

 

 O cérebro é um dos principais órgãos que gera grandes quantidades de EROs. Em 

comparação com outros órgãos, o cérebro é especialmente vulnerável ao estresse oxidativo 

devido à baixa atividade das enzimas antioxidantes e altas quantidades de lipídios com ácidos 

graxos insaturados, que são alvos da peroxidação lipídica (Milder and Patel, 2012).  

O cérebro obtém quase toda a sua energia a partir da fosforilação oxidativa 

mitocondrial, que produz ATP ao mesmo tempo em que reduz o O2 molecular a H2O. Em 

determinadas condições, espécies altamente reativas, como os radicais livres de oxigênio e 

hidroxila, e o H2O2 podem ser gerados como produtos colaterais desse processo (Gupta et al., 

2001). O excesso de ferro depositado no cérebro e alterações no metabolismo do ferro pode 

também contribuir no desenvolvimento de muitas doenças (Dal-Pizzol et al., 2000).  
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Portanto, o metabolismo de alguns dos principais neurotransmissores, como a 

dopamina, gera EROs capazes de consumir as defesas antioxidantes, que são baixas em 

muitas regiões do cérebro (Gilgun-Sherki et al., 2002). Sob condições normais, o cérebro 

pode equilibrar o excesso de  EROs gerado com a suas próprias defesas antioxidantes.  

Doenças frequentes na velhice e já consagradas como consequentes ao estresse 

oxidativo são a doença de Parkinson, o acidente vascular cerebral, a doença de Alzheimer, a 

esclerose múltipla e catarata (Nohl, 1993). O cérebro é reconhecidamente susceptível ao dano 

oxidativo em função da alta utilização de oxigênio (atividade mitocondrial) e dos altos níveis 

de lipídios não saturados e metais de transição, como o ferro (Shigenaga et al., 1994). Além 

disso, espécies reativas e peroxidação lipídica têm sido implicadas na patogênese de 

desordens neurológicas, incluindo trauma cerebral, isquemia e doenças neurodegenerativas. 

As hipóteses mais aceitas envolvem genética de grupo familiar e deficiência na atividade 

mitocondrial (Halliwell, 1992; Halliwell, 1994). 

 

 

3.3.3. – Defesas enzimáticas 

 

 

Os sistemas biológicos são protegidos dos danos provocados por espécies reativas de 

oxigênio basicamente através de três etapas: prevenção (proteção contra a formação de ERO); 

intercepção (através do sistema antioxidante enzimático e não enzimático, que interceptam as 

ERO e impedem as continuações de reação em cadeia) e reparo (sistema que atuam quando há 

ocorrência de algum dano) (Picada J.N., 2003). As principais enzimas antioxidantes são a 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e a catalase, que evitam o acúmulo 

de H2O2 e de O2•, e a consequente produção de radicais •OH, contra o qual não existe nenhum 

sistema enzimático específico de defesa. As defesas não-enzimáticas incluem os antioxidantes 

lipofílicos (tocoferóis, carotenóides e bioflavonóides) e hidrofílicos (glutationa e ascorbato, 

além da albumina sérica, do ácido úrico e do ácido dehidroascórbico (Halliwell, 1999). 

Vários estudos mostram a participação do estresse oxidativo nos efeitos tóxicos 

induzidos pela aflatoxina B1, e atribuem a este fato a hepatotoxicidade característica induzida 

por esta micotoxina. Sugere-se que os efeitos tóxicos são mediados pelo aumento da produção 

de espécies reativas como o ânion superóxido, o radical hidroxila e o peróxido de hidrogênio 

durante o metabolismo hepático da micotoxina (Towner et al., 2003).  
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El – Nekeety et al. (2011), mostrou que o consumo de dieta contendo aflatoxina (2,5 

mg/kg,  29 dias) por ratos Sprague – Dawley (100-120 g) aumentou os níveis de AST 

(Aspartato Aminotransferase), ALT (Alanina Aminotransferase), fosfatase alcalina (FAL), 

colesterol, triglicerídeos, lipídeos totais, creatinina, ácido úrico e óxido nítrico e reduziu os 

níveis da TAC (capacidade antioxidante total), sendo que nos tecidos hepático e renal 

aumentou os níveis de MDA (malonaldialdeído). O tratamento dos animais com o 

antioxidante Thymus vulgaris mostrou hepatoproteção, melhorando todos os parâmetros 

analisados (El-Nekeety et al., 2011).  

Já Verma and Mathuria usaram em seu experimento camundongos Swiss albinos 

machos (37-40g) que receberam a administração de aflatoxina por 45 dias, mostrando 

aumento dos níveis de MDA e redução da atividade das enzimas catalase, superóxido 

dismutase, glutationa, glutationa peroxidase e bem como do conteúdo de ácido ascórbico 

(vitamina C) nos tecidos hepático e renal. Além disso, o antioxidante curcumina protegeu dos 

efeitos causados pela aflatoxina (Verma and Mathuria, 2008). O mesmo antioxidante 

(curcumina) também apresentou efeitos hepáticos benéficos no trabalho de Dimas S. El-

Agamy (2010), que também utilizou o resveratrol como antioxidante, mas este não reverteu o 

dano causado pela aflatoxina B1. A administração por 90 dias de aflatoxina B1 (25 µ/kg) em 

ratos machos Fischer albinos, aumentou os níveis plasmáticos da AST, ALT e γ-GT (gamma-

glutamil transaminase), juntamente com a redução da atividade de enzimas antioxidantes 

SOD, catalase e GPx, e aumento dos níveis de peroxidação lipídica no fígado dos animais.  

Da mesma forma, Ravinayagam V. et al. (2012) mostrou que a administração de 

aflatoxina B1 (2 mg/kg, i.p.,  45 dias) aumentou os níveis malondialdeído, peroxidação 

lipídica e proteínas carbonil no fígado e nos rins, e reduziu a atividade das enzimas SOD, 

CAT, GPx, bem como os níveis de glutationa, grupos tióis e vitamina E e C, e o antioxidante 

Tridham (300 mg/kg por v.o.) reverteu estas alterações. 

Além disso, a administração de aflatoxina B1 (450 µg/kg, i.p./ 6 semanas) duas vezes 

por semana à ratos Wistar machos reduziu a atividade das enzimas catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD), glutationa-S-trasferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e 

glutationa redutase (GR) e aumentou os níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbiturioco no 

fígado e, a administração de clorofila e leite fermentado com probióticos normalizou as 

atividades enzimáticas e os níveis de perocidação lipídica (Kumar et al., 2012).  

O efeito antioxidante da Urtica Dioica L. (2 mL/kg, por v.o./90 dias) em ratos 

Sprague-Dawley (250 a 300g) foi evidenciado após a administração de  aflatoxina B1 (25 
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μg/kg, por v.o./90 dias) no fígado, rins e eritrócitos. O antioxidante reverteu a redução da 

atividade das enzimas GR, CAT, SOD e GST, e o aumento do malondialdeído (MDA), AST, 

ALT e γ-GT (Yener et al., 2009). No mesmo estudo, também foram investigados os efeitos da 

AFB1 no cérebro dos animais, onde houve redução da atividade das enzimas antioxidantes e 

reversão com o uso da planta, mostrando efeito neurotóxico da AFB1 e neuroprotetor da 

Urtica Dioica L.. O possível efeito neurotóxico da AFB1 também foi sugerido por Kambur M., 

et al., (2011), que demonstrou que houve um aumento nos níveis de malondialdeído e da 

atividade da catalase em cérebro, justificando este aumento pela indução do sistema de defesa 

antioxidante resultando em aumento da síntese enzimática para a eliminação dos radicais 

livres induzidos pela exposição a toxina (Barja, 2004). 

Os resultados obtidos utilizando machos também são observados quando se pesquisam 

os efeitos da administração de aflatoxina em fêmeas. Fêmeas Sprague Dawley (100-120 g) 

administradas com aflatoxina B1 (3 mg/kg, v.o./29 dias) apresentaram aumento dos níveis da 

AST, ALT, FAL, colesterol, triglicerídeos, lipídios totais, ácido úrico e creatinina, e dos 

níveis de peroxidação lipídica no fígado e rim, bem como uma redução da capacidade 

antioxidante total (TAC). E, de forma semelhante, a adição dos antioxidantes Lactobacilos 

casei e Lactobacilos reuteri mostram uma melhora nos níveis destes marcadores (Hathout et 

al., 2011). 

Assim, a partir de um balanço entre as defesas antioxidantes e os efeitos tóxicos das 

EROs a biomoléculas, os seres vivos conseguem manter o metabolismo e o funcionamento 

celular inalterados. Porém, em situações específicas, este panorama pode ser comprometido 

através do excesso de produção de EROs, falha das defesas antioxidantes, gerando estresse 

oxidativo. Trabalhos mostram que a aflatoxina B1 induz a um quadro de estresse oxidativo, 

entretanto como os estudos utilizam diferentes espécies, sexos, tecidos e diferentes esquemas 

de intoxicação, portanto, torna-se importante a caracterização dos efeitos sobre parâmetros de 

estresse oxidativo resultantes da exposição aguda à aflatoxina B1. 

 

 

3.4. – Neurotoxicidade e aflatoxina 

 

 

Considerando que existem poucos estudos que investigam os efeitos da AFB1 sobre o 

sistema nervoso central, há a necessidade de se estudar se ela interfere na neurotransmissão 

e/ou com algum sistema de neurotransmissores/receptores específico. Neste sentido, sabe-se 
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que esta micotoxina causa uma alteração no metabolismo do triptofano no cérebro, o que 

diminui as concentrações de serotonina (Kimbrough et al., 1992). Assim como, tem-se 

mostrado que injeções repetidas de aflatoxina B1 (16 µg/kg i.p./6 semanas) em ratos aumenta 

no sistema nervoso central e periférico a atividade de Na
+
, K

+
 -ATPase, de ß-glucuronidase, e 

ß-galactosidase, e diminui a atividade de Mg
2+

-ATPase (Ikegwuonu, 1983). 

Além disso, também foi observado que além da diminuição dos níveis de serotonina 

em ratos Sprague-Dawley (285 a 332g) expostos à aflatoxina via oral duas vezes por semana 

durante três semanas, com uma dose baixa de 32.8 μg/kg, ou com uma dose alta de 327.9 

μg/kg. Após 3 dias da ultima dose administrada foram retirados os órgão da região cerebral 

para análise, onde foi apontada uma redução dos neurotransmissores norepinefrina (NE) e 

dopamina (DA). Foi demonstrado que a aflatoxina B1 reduziu em 37% a dopamina estriatal e 

29% a serotonina, além disso, essa redução também foi observada nos metabólitos da 

dopamina, (ácido homovanílico (HVA) e ácido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC)).  

As concentrações destes neurotransmissores e metabólitos foram pouco alteradas no 

córtex cerebral, cerebelo, hipotálamo e medula oblonga. Por isso parece que o maior efeito da 

aflatoxina é sobre vias dopaminérgicas, podendo perturbar a seletividade da conversão da 

tirosina para catecolaminas (Coulombe and Sharma, 1985). Desta forma, estas alterações nos 

níveis dos neurotransmissores podem acarretar alterações no comportamento dos animais, que 

podem ser imperceptíveis se não forem bem avaliadas. 

Neste contexto, considerando que a exposição à aflatoxina altera os níveis dos 

neurotransmissores serotonina, norepinefrina e dopamina, e, considerando as importantes 

funções fisiológicas e comportamentais que estes neurotransmissores possuem, torna-se 

relevante o estudo das possíveis alterações eletrográficas observadas após a exposição a AFB1 

em ratos.   

 

 

3.5. – Na
+
,K

+
-ATPase 

 

 

Na
+
, K

+
 -ATPase (EC 3.6.3.9) é uma proteína de membrana plasmática que está 

presente em virtualmente todas as células eucarióticas e possui um papel crucial na 

manutenção da homeostase iônica celular (Skou and Esmann, 1992). Em 1941 as primeiras 
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evidências da presença de uma bomba capaz de translocar Na
+
 e K

+
 através da membrana 

celular foram introduzidas por Dean (Dean, 1941). 

Skou sugeriu em 1957, uma proteína de membrana com propriedades catalíticas (uma 

ATPase) capaz de realizar o transporte ativo de sódio e potássio contra seus gradientes de 

concentração, utilizando a adenosina trifosfato (ATP) como fonte de energia (Skou, 1957). A 

brilhante descoberta da enzima Na
+
,K

+
-ATPase e de seu papel vital na manutenção da 

viabilidade celular culminou com a condecoração através do Prêmio Nobel em Química, em 

1997, entregue a Jeans C. Skou. 

Usando a energia proveniente da hidrólise do ATP a Na
+
, K

+
-ATPase catalisa o 

transporte de 3 íons Na
+
 para o meio extracelular e de 2 íons K

+
 para o meio intracelular, 

sendo está sua reação básica (Skou and Esmann, 1992). Esse transporte é de grande 

importância, consome cerca de 40-60% do ATP cerebral para manter o gradiente 

eletroquímico necessário à excitabilidade neuronal, regulação do volume celular, balanço 

osmótico e para o transporte de moléculas ligadas ao co-transporte de Na
+
; como glicose, 

aminoácidos e neurotransmissores (Aperia, 2007; Erecinska et al., 2004; Jorgensen et al., 

2003; Kaplan, 2002). Além das funções básicas, a Na
+
,K

+
-ATPase está envolvida em muitas 

funções de tecidos especializados, como o transporte de Na
+
 trans-epitelial e a excitabilidade 

neuronal e muscular (Li et al., 2004).   

 

 

3.5.1. – Estrutura da Na
+
,K

+
-ATPase 

 

 

A Na
+
,K

+
-ATPase é um complexo enzimático formado por duas subunidades 

catalíticas principais (α e β), associadas covalentemente e incorporadas no interior da 

bicamada lipídica (Aperia, 2007; Crambert et al., 2000).  

A subunidade α é formada de aproximadamente 1000 aminoácidos, com peso 

molecular aproximadamente de 110 kDa (Jorgensen et al., 2003; Kaplan, 2002). Quatro 

isoformas foram descritas da subunidade α, são elas: α1, α2, α3 e α4, que atuam em diferentes 

tecidos, sendo a α3 encontrada no cérebro (Blanco et al., 2000; Dostanic-Larson, 2006; 

Habiba, 2000). Nessa subunidade encontram se os sítios de ligação de ATP, íons e ouabaína, 

e ela é responsável pelas propriedades catalíticas e de transporte da enzima (Blanco and 

Mercer, 1998). 
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A subunidade β apresenta aproximadamente 370 aminoácidos e seu peso molecular 

aproximado de 55 kDa (Jorgensen et al., 2003; Kaplan, 2002). Já foram descritas quatro 

isoformas, β1, β2, β3 e β4 (Kaplan, 2002). Essa subunidade parece estar intimamente ligada à 

estrutura, já que a subunidade α perde sua atividade ao ser separada da subunidade β. Além 

disso, ela está ligada à afinidade dos íons pela enzima (Blanco et al., 2000; Geering, 2001). A 

sensibilidade da Na
+
,K

+
-ATPase aos íons Na

+
 e K

+
 é dependente da isoforma da subunidade 

β, devido a sua interferência na ativação enzimática desencadeada pela presença extracelular 

do íons K
+
 (Lopina, 2001). 

 

 

3.5.2. – Mecanismo de regulação 

 

 

Múltiplos mecanismos podem regular a atividade da Na
+
,K

+
-ATPase, influenciando os 

papéis funcionais da enzima em diferentes condições e tornando-a mais vulnerável a doenças 

neurodegenerativas. Esses mecanismos reguladores também tornam a enzima alvo potencial 

para tratamentos terapêuticos (Mallick, 2010). 

O mecanismo de ação da Na
+
,K

+
-ATPase ocorre inicialmente pela ligação de três íons 

sódio na porção intracelular da enzima, quando ocorre uma mudança conformacional da 

enzima que é fosforilada. Os sítios de ligação de Na
+
 ficam expostos ao meio extracelular e 

são liberados. Após o bombeamento dos três íons Na
+
 para fora da célula, dois íons K

+
 ligam-

se em sítios específicos da enzima e o fosfato é liberado mudando novamente a conformação 

e liberando o K
+
 ligado para o meio intracelular. A Na

+
,K

+
-ATPase apresenta duas formas 

conformacionais: uma desfosforilada, com alta afinidade pelo Na
+
 e baixa pelo K

+
 e outra 

fosforilada, com alta afinidade pelo K
+
 e baixa por Na

+
 (Devlin, 2007; Jorgensen et al., 2003; 

Kaplan, 2002). 

Além de sua dependência em ATP, a atividade da Na
+
,K

+
-ATPase é regulada pelo 

estado de fosforilação e por substâncias endógenas. A atividade da Na
+
,K

+
-ATPase é inibida 

pela ouabaína, que tem um sítio de ligação na face extracelular da enzima. Os níveis de 

ouabaína são modulados em várias doenças fisiopatológicas. Além disso, a enzima é 

estimulada por vários neurotransmissores, por exemplo, noradrenalina, adrenalina, dopamina 

e por hormônios como a insulina (Mallick, 2010). 
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3.5.3 – Aspectos Fisiológicos e Patológicos da Na
+
,K

+
-ATPase no cérebro 

 

 

A Na
+
,K

+
-ATPase está presente em praticamente todas as células, incluindo os 

músculos esquelético e cardíaco e em alta concentração nas membranas celulares do cérebro 

(Aperia, 2007) e sua atividade é crucial para o desenvolvimento e função cerebral. Esta 

enzima é a mais abundante no cérebro, consumindo cerca de 40-50% do ATP gerado, 

contribuindo de maneira crucial para a manutenção dos gradientes eletroquímicos de Na
+
 e K

+
 

que são de fundamental importância para a manutenção da excitabilidade neuronal e da 

condução do potencial de repouso, e para sistemas de transporte secundário envolvidos na 

captação e liberação sináptica de neurotransmissores e regulação do volume celular, pH e 

concentrações de cálcio (Ca
2+

) (Benarroch, 2011; Crema et al., 2010). Portanto, mudanças na 

atividade da Na
+
,K

+
-ATPase afetam diretamente a sinalização celular via neurotransmissores 

e a atividade neuronal, ocasionando aumento ou diminuição da excitabilidade neuronal, 

dependendo do grau de inibição induzido e do tipo neuronal afetado (Grisar et al., 1992; 

Moseley et al., 2007). 

Estudos sugerem que a inibição da Na
+
,K

+
-ATPase é encontrada em várias condições 

neuropatológicas, incluindo isquemia cerebral, epilepsia e doenças neurodegenerativas, como 

Alzheimer, Esclerose Múltipla e doença de Parkinson (Benarroch, 2011; Crema et al., 2010; 

Ferreira et al., 2011). Além disso, o estresse oxidativo pode modular a atividade da Na
+
, K

+
-

ATPase, sendo que as EROs modificam a composição lipídica da membrana plasmática 

(Jamme et al., 1995), induzem a carbonilação de proteínas (Dean et al., 1997), e assim 

aumentam a susceptibilidade à proteólise e comprometimento da funcionalidade da proteína.  

Além disso, tem sido sugerido que a Na
+
, K

+
-ATPase desempenha um papel em vários 

distúrbios neurológicos, (Aperia, 2007; Benarroch, 2011). A ouabaína, o inibidor da Na
+
,K

+
-

ATPase, aumenta a entrada de Ca
2+

 em fatias cérebro de ratos (Fujisawa et al., 1965), provoca 

convulsões eletrográficas registradas em camundongos (Jamme et al., 1995), liberação de 

glutamato por reversão do transportador dependente de Na
+
 (Li and Stys, 2001) e morte 

celular no hipocampo de ratos (Lees et al., 1990). Sendo assim, a supressão da atividade 

genética Na
+
,K

+
-ATPase prejudica a aprendizagem espacial e aumenta o comportamento 

relacionado à ansiedade (Moseley et al., 2007). Bem como é de notar que a diminuição da 

atividade de Na
+
,K

+
-ATPase foi encontrada no pós-mortem de cérebro humano epiléptico 
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(Grisar et al., 1992) e uma mutação no gene da subunidade α Na
+
,K

+
-ATPase tem sido 

associada com epilepsia em seres humanos (Jurkat-Rott et al., 2004).  

Estudos têm demostrado que o grau de inibição de Na
+
,K

+
-ATPase induzido pela 

injeção intraperitoneal de PTZ, se correlaciona positivamente com a duração das convulsões 

induzidas por este agente (Fighera, 2006; Souza, 2009).  

A prolongada excitação dos neurônios durante as convulsões pode levar a injúria e 

morte celular, resultante de mecanismos bioquímicos desconhecidos e que não são bem 

entendidos. Um aceitável mecanismo de injúria celular envolve a formação de uma 

quantidade excessiva de radicais livres (Floyd, 1990; Reiter et al., 1997) levando a estresse 

oxidativo, alterações estruturais em proteínas celulares, membranas lipídicas, DNA e RNA 

(Benzi and Moretti, 1995). O estresse oxidativo contribuiu em grande parte na morte de 

células neuronais e gliais em modelos epiléticos em roedores (Arnaiz, 1998). 

 O cérebro é um alvo preferencial do processo peroxidativo, pois apresenta uma 

grande quantidade de ácidos graxos poli-insaturados. Pesquisas sugerem que o aumento na 

quantidade de radicais e/ou a diminuição na atividade das defesas antioxidantes podem ser 

reportados durante os processos convulsivos (Berg et al., 1995; Naffah-Mazzacoratti, 2001). 

Estudos relacionam a administração intraestriatal de metilmalonato à indução de convulsões, 

formação de espécies oxidativas e inibição da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase em 

estriado de ratos (Fighera, 2003; Fighera, 1999; Marisco, 2003; Mello, 1996; Royes, 2005; 

Wyse, 2000).  

Alguns trabalhos demonstram um aumento em diversos marcadores de espécies 

reativas, como substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (Bashkatova, 2003; Patsoukis, 

2004) e proteína carbonila (Oliveira, 2004; Patsoukis, 2004), assim como uma redução na 

atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase (Oliveira, 2004) em modelos de convulsão induzidos por 

PTZ, o que sugere que a geração de EROs e ERNs estariam relacionadas com os efeitos 

convulsivantes e neurotóxicos do PTZ (Bashkatova, 2003). Do mesmo modo, o tratamento 

com antioxidantes foi capaz de atenuar as convulsões induzidas por esse composto e/ou o 

dano induzido pelas espécies reativas (Bashkatova, 2003; Kabuto, 1998), o que enfatiza a 

relação da geração de estresse oxidativo e redução da Na
+
,K

+
-ATPase ao aparecimento de 

convulsões. 

Neste sentido, o objetivo geral deste trabalho foi verificar a influência da AFB1 em 

facilitar as convulsões induzidas por uma dose subconvulsivante de PTZ, e investigar seus 

efeitos tóxicos sobre o sistema nervoso central pela determinação da atividade da Na
+
, K

+
-

ATPase e parâmetros de estresse oxidativo após exposição aguda à micotoxina em ratos. 
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Abstract 

Aflatoxins are produced mainly by Aspergillus flavus, A. parasiticus and A. nomius. Aflatoxin B1 (AFB1) is the 

most common and highly toxic mycotoxin and has been detected in cultures of great importance in the world. 

AFB1 exerts its effects after conversion into 8,9-epoxide, which reacts with proteins, RNA and DNA. 

Furthermore, AFB1 could increase ROS levels, alter neurobehavioral performance, damage to motor 

coordination, and decreased protein levels. It is known that the activity of the enzyme Na
+
,K

+
-ATPase is very 

important in the brain and a decrease in the activity of this enzyme can result in increased neuronal excitability 

as facilitating seizures. Thus, the aim of this study was to investigate the influence of AFB1 in facilitating 

seizures induced by a subconvulsant dose of pentylenetetrazol (PTZ), and evaluate its toxic effects on the brain, 

by determining the activity of Na
+
, K

+
-ATPase and oxidative stress parameters. EEG recording was performed 

after acute oral administration of AFB1 (250 mg/kg, p.o.) followed by a subconvulsant dose of PTZ (30 mg/kg, 

i.p.). AFB1 reduced the latency for myoclonus, did not alter total amplitude of the brain waves, and concomitant 

exposure to PTZ reduced the activity total, α1 and α2/α3 of the enzyme Na
+
, K

+
-ATPase in the cerebral cortex. 

In the hippocampus, the AFB1 and PTZ reduced total and α2/α3 activity of the Na
+
, K

+
-ATPase.  AFB1 not alter 

the activity of catalase (CAT), and glutathione-S-transferase (GST) in the cerebral cortex of animals. We 

https://www.facebook.com/naieli.schiefelbein?hc_location=timeline
mailto:furian.anaflavia@gmail.com
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conclude that AFB1 exerts neurotoxic effect, facilitating seizures  induced by PTZ and reducing the activity of 

the Na
+
, K

+
-ATPase. 

 

Key-words: Aflatoxin B1; Na
+
,K

+
-ATPase; oxidative stress; neurotoxicity; seizures; pentilenetetrazol 

 

 

Introduction 

 

 

Aflatoxins are biologically active secondary metabolites mostly produced by certain 

species of Aspergillus molds (Bedard and Massey 2006), mainly produced by Aspergillus 

flavus, A. parasiticus, and A. nomius. Other fungi known to produce aflatoxins are A. 

bombycis, A. fumigatus, A. ochraceus, and A. pseudotamarii (Varga 2009; Coppock 2012). 

There are many natural aflatoxins such as aflatoxin B1, B2, G1, and G2, among which 

aflatoxin B1 (AFB1) is the most frequently occurring and highly toxic one (Wogan, Edwards 

et al. 1971; Abdel-Wahhab, Nada et al. 1998). The contamination of foods by aflatoxin 

remains a significant public health problem worldwide, particularly in the developing world 

where aflatoxin exposure has been reported to be associated with approximately 40% of all 

disease burden (Williams, Phillips et al. 2004). 

General population is exposed to aflatoxin primarily by consuming contaminated 

foods such as spices, cereal grains, oil seeds, corn and corn products, cottonseed, peanuts and 

peanut products, tree nuts, fermented beverages made from grains, milk, cheese, meat, nuts, 

and fruit juices might be contaminated with aflatoxins (Bullerman 1986). Contamination is 

higher on crops grown in hot, humid and tropical climates generally, but also can occur in 

temperate climates varying from year to year (IARC 1976; Program 2011). Consequently, 

aflatoxins can invade the food supply at any time during production, processing, transport, 

and storage. Evidence of acute aflatoxicosis in humans has been reported primarily in 

developing countries lacking the resources to effectively screen aflatoxin contamination from 

the food supply (Simjee, S. 2007). Reported mortality rates in the acute phase of aflatoxicosis 

range from 10 to 60% (Chao, Maxwell et al. 1991; Peraica, Radic et al. 1999). It has been 

estimated that aflatoxins, through food and polluted air, negatively impact up to 5 billion 

people who live in warm and humid climates (Williams, Phillips et al. 2004). 

AFB1 is metabolized in the liver by the cytochrome P450 system to the highly reactive 

AFB1-8,9-epoxide, which is responsible for the toxicity (Garner 1979; Williams, Phillips et 
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al. 2004). The 8,9-epoxide metabolite can be detoxified through conjugation with glutathione, 

a reaction mediated by the enzyme glutathione S-transferase.  

Aspergillus group of fungi have a wide range of biological activities like acute 

toxicity, teratogenicity, mutagenicity and carcinogenicity (Eaton 1994; Abdel-Wahhab, Nada 

et al. 1999; Abdel-Wahhab, Ahmed et al. 2006; Abdel-Wahhab, Omara et al. 2007; Abdel-

Wahhab, Hassan et al. 2010). AFB1 is classified by the International Agency of Research on 

Cancer as Group 1 human carcinogen (IARC 1993). In humans, acute aflatoxicosis is 

manifested by vomiting, abdominal pain, pulmonary edema, coma, convulsions, and death 

with cerebral edema and fatty involvement of the liver, kidney, and heart, this being the only 

human study investigating the acute effect of aflatoxins (Strosnider, Azziz-Baumgartner et al. 

2006). The occurrence of acute aflatoxicosis was evidenced by the severe outbreak in Kenya 

in 2004 (Probst 2007). The metabolic effects of aflatoxin includes inhibition of DNA, RNA 

and protein synthesis (Bushby 1981). Reports which suggest that AFB1 is a potential 

etiological agent of reye's syndrome, a disease characterized by cerebral edema and neuronal 

degeneration in adolescent children (Ryan, Hogan et al. 1979; Nelson 1980). Studies indicated 

that AFB1 alters specific peripheral and central nervous system neuronal ATPase (Ikegwuonu 

1983) and reduces whole brain tryptophan hydrolase in rats (Weekley and Llewellyn 1984). 

AFB1 was also shown to significantly alter whole-brain serotonin (5-HT) values in chickens 

(Ahmed and Singh 1984). 

Moreover, one of manifestations of AFB1-induced toxicity is oxidative stress (Souza, 

Tome et al. 1999).  Oxidative stress occurs when the generation of reactive oxygen species 

(ROS), overpowers the system’s ability to neutralize and eliminate them. ROS are free 

radicals of reactive anions formed by the incomplete one-electron reduction of oxygen 

including superoxide anion (O2•), hydrogen peroxide (H2O2), and hydroxyl radical (•OH) (C. 

1999). Increased levels of ROS usually results from lack or functional disturbance in 

antioxidant molecules or due to overproduction of EROs from the surrounding environment 

(Sohal and Weindruch 1996). Several studies show the involvement of oxidative stress in the 

toxicity induced by AFB1, and attribute this to the characteristic hepatotoxicity induced by 

this mycotoxin. It is suggested that toxic effects are mediated by increased production of 

reactive species such as O2• the •OH and the H2O2 during the hepatic metabolism of 

mycotoxin (Towner, Qian et al. 2003). 

In addition, oxidative stress could modulate the activity of  Na
+
, K

+
- ATPase, since 

ROS modifies the lipid composition of plasma membrane (Jamme, Petit et al. 1995), induces 

protein carbonylation  (Dean, Fu et al. 1997) and so increases susceptibility to proteolysis and 
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impairment of protein functionality. The Na
+
,K

+
-ATPase is an ubiquitous membrane-

spanning enzyme, which catalyzes the transport of sodium and potassium across the plasma 

membrane of mammalian cells coupled to the hydrolysis of ATP. The enzyme comprised a 

catalytic a subunit and a smaller glycosylated b subunit (Mercer, R. W. et. al. 1993). In the 

brain consumes about 50% or more ATP (Erecinska and Silver 1994), contributing crucially 

to the maintenance of the electrochemical gradients of Na
+
 and K

+
 which are of fundamental 

importance for the maintenance of neuronal excitability and conduct of the resting potential, 

and for secondary transport systems involved in the uptake and release of neurotransmitters 

and synaptic regulation of cell pH and volume concentrations of calcium (Ca
2+

) (Crema, 

Schlabitz et al. 2010; Benarroch 2011). Therefore, changes in the Na
+
, K

+
-ATPase directly 

affect cell signaling via neurotransmitters and neuronal activity, causing an increase or 

decrease in neuronal excitability, depending on the degree of inhibition induced, neuronal 

type and activity affected (Grisar, Guillaume et al. 1992; Moseley, Williams et al. 2007). 

Furthermore, it has been suggested that the Na
+
,K

+
-ATPase plays a role in several 

neurological disorders (Aperia 2007; Benarroch 2011).The ouabain inhibitor of Na
+
,K

+
-

ATPase increases Ca
2+

 entry in rat brain slices (Fujisawa, Kajikawa et al. 1965), causes 

electrographically recorded seizures in mice (Jamme, Petit et al. 1995), glutamate release by 

reversal of Na
+
-dependent transporter (Li and Stys 2001) and cell death in rat hippocampus 

(Lees, Lehmann et al. 1990). Furthermore, genetic suppression of Na
+
,K

+
-ATPase activity 

impairs spatial learning and increases anxiety-related behavior (Moseley, Williams et al. 

2007). The same way decreased Na
+
,K

+
-ATPase activity has been found in the post-mortem 

epileptic human brain (Grisar, Guillaume et al. 1992) and a mutation in the Na
+
,K

+
-ATPase α 

subunit gene has been associated with epilepsy in humans (Jurkat-Rott, Freilinger et al. 2004).  

Therefore in the present study, we have investigated the effects of AFB1 in facilitates 

the  convulsions induced by a subconvulsive dose of PTZ, and investigate its toxic effects on 

brain by the measuring Na
+
, K

+
- ATPase activity and oxidative stress parameters after acute 

exposure to mycotoxin in rats. 

 

 

 

 

Materials and methods 
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Animals and reagents 

 

 

Young male Wistar rats (70–100 g) were used. Animals were maintained under 

controlled light and environment (12:12 h light-dark cycle, 24 ± 1 ºC, 55% relative humidity) 

with free access to water and food (Supra; Santa Maria, RS, Brazil). All experimental protocols 

were designed with the goal of keeping the number of animals used to a minimum, as well as 

their suffering. These protocols were conducted in accordance with national and international 

legislation (guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation – CONCEA – and of 

U.S. Public Health Service’s Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals – PHS 

Policy), and with the approval of the Ethics Committee for Animal Research of the Federal 

University of Santa Maria (Process 0048/2013). Aflatoxin B1 (Cas. No.  1162-65-8; ≥ 95 % 

purity) was obtained from Sigma (St. Louis, Missouri, USA). A stock solution of AFB1 was 

prepared dissolving it in DMSO 0.02 %. 

 

 

Electroencephalographic (EEG) surgical procedures 

 

 

Animals were anesthetized with ketamine (80mg/kg; i.p.) and xilazine (10 mg/kg; i.p) 

and placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under stereotactic guidance, two stainless steel 

screw electrodes were placed over the parietal cortex, along with a ground lead positioned 

over the nasal sinus. The electrodes were connected to a multipin socket and were fixed to the 

skull with dental acrylic cement. Chloramphenicol (200 mg/kg, i.p.) was administrated 

immediately before the surgical procedure. After surgery and for 2 days all rats received a 

subcutaneous injection of 0.01 mg/kg buprenorphine hydrochloride for amelioration of pain. 

Experiments were performed 3 days after surgery. 

 

 

Experimental design 

 

 

After surgery with 3 days intervals, twenty four rats were divided into four groups for 

acute treatment with single-dose of: 
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 Group I. Control group (DMSO 0.02%, v.o., and  NaCl 0,9% i.p.); 

 Group II. PTZ (DMSO 0.02%, v.o., and  PTZ 30 mg/kg i.p.); 

 Group III. AFB1 (aflatoxin B1, 250 µg/kg v.o., and NaCl 0.9% i.p.); 

 Group IV. AFB1-PTZ (aflatoxin B1 250 µg/kg v.o., and  PTZ 30 mg/kg i.p.). 

AFB1 (250 μg/kg, v.o.) was given orally, and electroencephalographic activity was 

recorded for 1 hour, then PTZ (30 mg/kg, i.p.) was  administrated and recorded for another 15 

minutes. Immediately after EEG, animals were killed by decapitation and cerebral cortex and 

hippocampus tissues were quickly removed for biochemical analysis, as described further 

below. 

 

 

EEG recordings 

 

  

The procedures for EEG recording and injection of drugs were carried out as 

previously described. To perform the procedures the animals were placed in an acrylic glass 

cage (25 x 25 x 40 cm) and habituated for 15 min before EEG recording. The rat was then 

connected to a 100x headstage pre-amplifier (model #8202-DSE3) in a low-torque swivel 

(Pinnacle Technology Inc, Lawrence, KS, USA) and the EEG was recorded using a PowerLab 

16/30 data acquisition system (AD Instruments, Castle Hill, Australia). 

Routinely, a 15 min baseline recording was obtained to establish an adequate control 

period. After was administered a dose of 250 μg/kg orally of AFB1 and observed the 

electroencephalographic activity for one hour. After this period, was  injected  a dose of PTZ 

(30 mg/kg, i.p.) and observed for 15 minutes to verify the latency of clonic seizures and 

generalized tonic-clonic seizures, concomitant with the completion of the 

electroencephalogram.  EEG signals were amplified, filtered (1 Hz, highpass), digitalized 

(sampling rate 1024 Hz) and stored in a PC for off-line analysis. EEG recordings were 

analyzed off-line using LabChart 7.2 software (AD Instruments) (McColl, Horne et al. 2003). 

Wave amplitude was automatically calculated using the native LabChart functions Event 

count and Average cyclic height, respectively. To electroencephalographic wave’s amplitude 

determination only EEG register of the animals which doesn’t present generalized seizure 

were used. 

 



 

47 

 

 

Na
+
,K

+
-ATPase activity measurements 

 

 

The cerebral cortex and hippocampus was homogenized in ice-cold 30mM Tris– HCl 

buffer. Na
+
,K

+
-ATPase activity was measured according to Wyse et al.(Wyss and Kaddurah-

Daouk 2000). Briefly, the assay medium consisted of 30 mM Tris-HCl buffer, ph 7.4; 0.1 mM 

EDTA, 50 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM MgCl2 and 50 μg of protein in the presence or 

absence of ouabain, in a final volume of 350 μL. The reaction was started by the addition of 

adenosine triphosphate to a final concentration of 5 mM. After 30 min at 37 ºC, the reaction 

was stopped by the addition of 70 μL of 50% (w/v) trichloroacetic acid. Saturating substrate 

concentrations were used and the reaction was linear with protein and time. Appropriate 

controls were included in the assays for non-enzymatic hydrolysis of ATP. The amount of 

inorganic phosphate (Pi) released was quantified by the colorimetric method described by 

Fiske and Subbarow (Fiske and Subbarow 1925), using KH2PO4 as reference standard. 

Specific Na
+
,K

+
-ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-insensitive 

activity from the overall activity (in the absence of ouabain) and expressed in nmol Pi/mg 

protein/min. 

We also investigated whether some Na
+
, K

+
-ATPase α isoforms are selectively 

modulated by AFB1. For this purpose, we used a classical pharmacological approach based 

on the isoform-specific sensitivity to ouabain (Nishi, Snyder et al. 1999). We determined 

whether AFB1 inhibited ouabain-sensitive ATPase activity using 3 μM (that inhibit Na
+
, K

+
-

ATPase isoforms containing α2 and α3 subunits) or 4mM ouabain (that inhibits all isoforms). 

 

 

Catalase (CAT) activity 

 

 

CAT activity was determined by following the decomposition of 30 mM hydrogen 

peroxide in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) at 240 nm for 120 s in a 

thermostatized (37º C) spectrophotometer, according to the method proposed by Aebi (Aebi 

1984). CAT specific activity was expressed as first-order rate constant k, per mg of protein. 
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Appropriate controls for non-enzymatic decomposition of hydrogen peroxide were included 

in the assays. 

 

 

Glutathione S-transferase (GST) activity 

 

 

GST activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm, at 30ºC by the method of 

Habig, Pabst (Habig, Pabst et al. 1974). The reaction mixture contained an aliquot of 

supernatant of sample, 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4), 100 mM GSH and 100 

mM CDNB, which was used as substrate. The enzymatic activity was expressed as nmol 

CDNB/min/mg of protein. 

 

 

Protein determination 

 

 

Protein content was measured colorimetrically by the method of Bradford (Bradford 

1976), and bovine serum albumin (1 mg/mL) was used as standard. 

 

 

Statistical analysis 

 

 

Graphpad prism 5 software was used for statistical analysis and for plotting graphs. 

EEG records and biochemical analysis were analyzed by two-way analysis of variance 

(ANOVA) and latency was carried out by the Student’s t test. Wave amplitude was analyzed 

by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post hoc test. A 

probability of p<0.05 was considered significant. All data are reported as mean and S.E.M. 
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Results 

 

 

In order to investigate whether previous administration of AFB1 (250 μg/kg v.o.) 

facilitates seizures induced by a subconvulsant dose of PTZ (30 mg/kg i.p.) in male Wistar 

rats we monitored the animals for the appearance of myoclonic jerks and generalized seizures. 

Figure 1 shows the representative electroencephalographic recording after vehicle (DMSO) 

and PTZ administration (Fig 1A and 1B), and following recordings after AFB1 and PTZ 

administration (Fig 1C and 1D, respectively). We found a facilitation in seizures induced by a 

subconvulsant dose of PTZ after AFB1 exposure since the latency for first myoclonic jerk is 

lower than in vehicle group. It could also be visualized in Figure 1G, where statistical 

analyses revealed that AFB1 decreased latency for myoclonic jerks (U(20.50)=0.0277, Fig. 

1G) induced by a subconvulsant dose of  PTZ. 

Figure 1E shows the EEG wave amplitude for all period of analysis. Basal period 

comprehend the first fifteen minutes for adaptation to animal to the apparatus, so AFB1 or 

vehicle (DMSO) were administrated and observed for one hour, and the last fifteen minutes 

corresponds to PTZ administration. Statistical analyses shows that AFB1 or PTZ does not 

modify the wave amplitude for all the period observed (F(89,979)=0.9718; P=0.5550).  Figure 

1F shows the wave amplitude for each period of EEG. We found that AFB1 and  PTZ does 

not alter wave amplitude (F(1,11)= 0.3852; P=0.5475, Fig. 2) in each period.  

Since AFB1 facilitates the development of seizures induced by a subconvulsant dose 

of PTZ we decided to study the possible mechanisms associated with its toxic effects. In this 

context, we found decreased total Na
+
, K

+
-ATPase and α1 subunit activity in cerebral cortex 

after AFB1 and PTZ treatment (F(1,22)=6.155; P=0.0212, Fig 2A; (F(1,22)=6.073; P=0.0220, 

Fig 2B)). In addition, PTZ administration reduced α2/α3 subunit activity (F(1,22)=7.467; 

P=0.0122, Fig 2C) in cerebral cortex of rats. 

Furthermore, in hippocampus PTZ reduced total Na
+
, K

+
-ATPase and α2/α3 subunit 

activity  (F(1,22)=14.54; P=0.0010; F(1,22)=8.478; P=0.0081, Fig 3A and  Fig 3C) without 

alterations in α1 subunit activity (F(1,22)=3.071; P=0.0936; Fig 3B). AFB1 does not modify 

Na
+
, K

+
-ATPase activity and subunits in hippocampus. 

Regarding the involvement of oxidative stress on toxic effects induced by  AFB1, we 

investigated enzymatic indicators of oxidative stress in the cerebral cortex after mycotoxin 

exposition. Statistical analysis showed that CAT activity was not altered by AFB1 or PTZ in 
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the cerebral cortex (F(1,22)=0.008963; P=0.9254, Table 1). Moreover, we evaluated the effect 

of AFB1 and PTZ on GST activity of cerebral cortex. Statistical analysis showed that 

mycotoxin and PTZ does not modify GST activity of cerebral cortex (F(1,22)= 4.006; 

P=0.0578, Table 1).  

 

Discussion 

 

 

The presence of mycotoxins in food is a recurrent problem in many countries, so  

many studies have focused mainly on the chronic toxic effects of these mycotoxins mainly 

aflatoxins, because of their carcinogenicity, hepatotoxicity and mutagenicity (Hussein and 

Brasel 2001). In addition, few studies report the acute effects of exposure on gastrointestinal, 

respiratory, cardiovascular and central nervous systems, in humans and animals, after the 

exposure to common aflatoxins (IARC 1993; Peraica, Radic et al. 1999; Hussein and Brasel 

2001). In the present study, we investigated the effects of  acute oral exposure to aflatoxin B1 

on development of seizures induced by a subconvulsant dose of PTZ. We showed that latency 

for first myoclonic jerk is reduced, demonstrating the facilitatory effect of AFB1. 

Additionally, we found decreased total Na
+
, K

+
-ATPase, α1 and α2/3 subunit activity in 

cerebral cortex after AFB1 and PTZ treatment. In hippocampus, PTZ reduced total Na
+
, K

+
-

ATPase and α2/α3 subunit activity without alterations in α1 subunit activity. AFB1 does not 

modify Na
+
, K

+
-ATPase activity and subunits in hippocampus. Moreover, CAT and GST 

activities were not altered by AFB1 or PTZ in the cerebral cortex. 

Little information about the effects of aflatoxins on the central nervous system of 

animals is available.  It is known that AFB1 causes an alteration in the metabolism of 

tryptophan in the brain, which reduces concentrations of serotonin (Kimbrough, Llewellyn et 

al. 1992). Additionally, it has been showed that  repeated injections of AFB1(16 µg/kg i.p./ 6 

weeks)  in rats increases central and peripheral  Na
+
,K

+
-ATPase, ß-glucuronidase, and ß-

galactosidase, and decreases the activity of Mg
2+

-ATPase (Ikegwuonu 1983). Moreover, a 

repeated exposure to AFB1 decreases striatal dopamine and serotonin concentrations, 37 and 

29% respectively, suggesting that the  major effect of AFB1 is on dopaminergic pathways, 

possible by selectively perturbing the conversion of tyrosine to biogenic catecholamine 

neurotransmitters (Coulombe and Sharma 1985). Acute AFB1 exposure decreased brain 

acetylcholinesterase, whereas the chronic exposure increased adenohypophyseal 

acetylcholinesterase (Egbunike and Ikegwuonu 1984). Thus, these changes in the levels of 



 

51 

 

neurotransmitters and enzymes may alter the behavior of animals, so it is possible that dietary 

intake of this mycotoxin may be one of the causes of certain idiopathic and debilitating 

diseases in humans, such as epilepsy. In this line of view, we showed the facilitatory effect of 

AFB1 on development of seizures induced by a subconvulsant dose of PTZ.  

In the brain, Na
+
,K

+
-ATPase activity plays an important role since changes in its 

activity can influence neuronal excitability (Moseley, Williams et al. 2007). Accordingly, 

current evidence supports that decreased Na
+
,K

+
-ATPase enhances neuronal excitability and 

facilitates the development of convulsions (Haglund and Schwartzkroin 1990). As well as a 

decrease in Na
+
,K

+
-ATPase activity directly affects the signaling of neurotransmitters and 

neuronal activity as a consequence the whole animal behavior (Lees, Lehmann et al. 1990; 

Jamme, Petit et al. 1995; Li and Stys 2001). In addition, it is also remarkable that decreased 

Na
+
,K

+
-ATPase activity has been found in the post-mortem epileptic human brain (Grisar, 

Guillaume et al. 1992), and that seizures are a hallmark of the phenotype associated with 

mutations in the Na
+
,K

+
-ATPase subunit gene in humans (Deprez 2008; Poulsen, Khandelia 

et al. 2010). It has been described three Na
+
,K

+
-ATPase isoforms in the brain. The α1 isoform 

is found in many cell types, the α2 isoform predominantly found in glia and hippocampal 

pyramidal cells, and the α3 isoform expressed only in neurons (Moseley et al., 2007). In this 

context, it has been proposed a crucial role for α3 isoform since a mutation in this isoform is 

responsible to development of epileptiform activity and seizure behavior in mouse (Clapcote 

et al., 2009). These evidences corroborates with the findings in these study, since we showed 

a reduced Na
+
,K

+
-ATPase activity and a facilitatory effect of AFB1 on seizures induced by 

PTZ. 

Furthermore, some studies showed a relationship among inhibition of Na
+
, K

+
-ATPase 

activity, facilitation of development of seizures induced by PTZ and oxidative stress.  It has 

been demonstrated that treadmill physical training protected against behavioral and 

electrographically seizures elicited by subconvulsant dose of PTZ, and also protected against 

the Na
+
, K

+
-ATPase activity inhibition and increase in the levels of oxidative stress markers 

(Silva, Hoffmann et al. 2011). (Rambo, Ribeiro et al. 2009) showed that creatine 

supplementation avoided the PTZ-elicited increase in lipoperoxidation and protein 

carbonylation, as well as decrease in non-protein-thiols content, CAT and SOD activities. 

Moreover, creatine supplementation prevented PTZ-induced decrease in hippocampal Na
+
, 

K
+
-ATPase activity, confirming the involvement of oxidative stress in modulating of Na

+
, K

+
-

ATPase and the development of seizures induced by PTZ. Accordingly, in this study we 

showed that AFB1 and PTZ inhibited Na
+
, K

+
-ATPase total, α1 and α2/3 activities in cerebral 
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cortex and hippocampus, and that AFB1 facilitates the development of seizures induced by a 

subconvulsant dose of PTZ.  

Moreover, several studies show the involvement of oxidative stress in the toxicity 

induced by AFB1, and attribute this to the characteristic hepatotoxicity induced by this 

mycotoxin. It is suggested that the toxic effects are mediated by increased production of 

reactive species such as superoxide anion, hydroxyl radical and hydrogen peroxide during the 

hepatic metabolism of this mycotoxin (Towner, Qian et al. 2003).  

The brain is one of the major organs that generates large amounts of reactive oxygen 

species (ROS) and is especially vulnerable to oxidative stress because of its lower antioxidant 

enzyme activities and high quantities of lipids with unsaturated fatty acids, which are targets 

of lipid peroxidation (Milder and Patel 2012). Under normal conditions, the brain can 

equilibrate the generated ROS with its own antioxidant defense. Thus, since AFB1 could 

induces oxidative stress and Na
+
,K

+
-ATPase is especially sensitive to oxidative stress 

(Jamme, Petit et al. 1995; Morel, Tallineau et al. 1998), we investigated the effects of  the 

acute exposition to AFB1 on CAT and GST activities. In this acute protocol, AFB1 does not 

affect CAT and GST activities in cerebral cortex of rats. However, further detailed studies and 

other markers of oxidative stress needs to be investigated to definitively establish the role of 

oxidative stress in brain toxicity of this mycotoxin. 

In summary, we concluded that acute exposition to AFB1 have a potential neurotoxic 

effect demonstrated by facilitation of seizures induced by a subconvulsant dose of PTZ, and 

inhibition of Na
+
, K

+
-ATPase activity seems to be a possible mechanism for this effect, since 

the markers availed were not altered.  
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Figure 1: Representative electroencephalographic recordings after (A) DMSO, □ indicates 

the start of the administration of DMSO; (B) arrow indicates administration of PTZ; (C) 

AFB1, ● indicates the start of the administration of AFB1; (D) arrow indicates administration 

of PTZ. Figure A shows the basal period (5 min), and 15 minutes of the period of the 

administration of DMSO (vehicle). Figure B represents the last 5 minutes from DMSO and 

the whole period (15 min) of PTZ administration. Figure C shows basal period (5 min), and 

15 minutes of the period of the administration of AFB1. Figure D represents the last 5 

minutes from AFB1 and the whole period (15 min) of PTZ administration.  Figure E shows 

amplitude quantification minute for minute for the entire record. The quantification of the 

amplitude is calculated for periods shown in the figure F, and  Figure G shows the latency to 

myoclonic seizure.  

* Indicates a significant difference compared with vehicle group. 

# Indicates a significant difference compared with AFB1 group. 
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Figure 2: Effect of exposition to AFB1 (250 μg/kg v.o.) and/or PTZ (30 mg/kg i.p.) on total 

activity of Na
+
,K

+
-ATPase (2A), α1 (2B) and α2/α3 (2C) subunit in cerebral cortex of rats. 

Data are mean + S.E.M,   n=6-7 animals in each group. * Indicates a significant difference 

compared with vehicle group. 
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Figure 3: Effect of exposition to AFB1 (250 μg/kg v.o.)  and/or PTZ (30 mg/kg i.p.) on total 

activity of Na
+
,K

+
-ATPase (3A), α1 (3B) and α2/α3 (3C) subunit in hippocampus of rats. Data 

are mean + S.E.M, n =5-7 animals in each group. * Indicates a significant difference 

compared with vehicle group. 
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Table 1: Effect of exposition to AFB1 (250 μg/kg v.o.) and/or PTZ (30 mg/kg i.p.) on CAT 

and GST activities of cerebral cortex of rats.  

 

 Vehicle/Saline Vehicle/PTZ AFB1/Saline AFB1/PTZ 

 

CAT 

 

 

0.43 ± 0.24 

 

0.42 ± 0.12 

 

0.42 ± 0.13 

 

0.40 ± 0.15 

 

 

GST 

 

71.04 ± 15.43 

 

78.23 ± 18.79 

 

82.76 ± 18.82 

 

62.19 ± 18.77 

 

 

Data are mean ± S.E.M, n=6-7 animals in each group. 
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5.1 Conclusão Geral 

 

 

Conclui-se que a AFB1 facilitou as convulsões induzidas por uma dose 

subconvulsivante de PTZ, observado pela redução da latência para as mioclonias e sugere-se 

que um dos possíveis mecanismos é a inibição da atividade da enzima Na
+
, K

+
-ATPase,  pois 

não houveram  alterações nos parâmetros de estresse oxidativo determinados neste modelo de 

exposição aguda à micotoxina em ratos. 

 

 

5.2 Conclusões Específicas 

 

 

1 – A AFB1 reduziu a latência para o desenvolvimento de mioclonias induzidas por 

uma dose subconvulsivante de PTZ; 

 

2- A amplitude do registro eletroencefalográfico não foi alterada nos animais 

submetidos à indução de convulsão por PTZ, em exposição aguda à AFB1; 

 

3- A exposição à AFB1 e ao PTZ reduziu a atividade total e as subunidades α1 e α2/3  

da enzima Na
+
, K

+
 ATPase no córtex cerebral de ratos e, no hipocampo tanto o PTZ como a 

exposição à AFB1 e ao PTZ diminuíram a   atividade total e a subunidade α2/3 da  enzima 

Na
+
, K

+
 ATPase; 

 

4- A atividade da enzima catalase não foi alterada no córtex cerebral de ratos expostos 

agudamente a AFB1 e PTZ; 

 

5- A atividade da enzima glutationa S-transferase não foi alterada no córtex cerebral 

de ratos expostos agudamente a AFB1 e PTZ. 
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