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AlteracBes hepaticasem codor nasjaponesas submetidasaintoxicagdo prolongada
por aflatoxinaB,

Hepatic changesin japanesequail after longtermintoxication by aflatoxin B,

CarlosAugusto FernandesOliveiral PaulaButkeraitis’ Josué FontesRosmaninho®
JoséLuizGuerra* BeneditoCorrea® TatianaAlvesRels®

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estudar os efei-
tos da aflatoxina B: (AFB ) sobre as visceras (figado, bago e
moela) de codornas poedeiras japonesas, em condigdes de
exposicdo a baixas doses, tendo em vista que sdo poucos 0s
dados de toxicidade de longa duragéo nesta espécie. Assim,
foram constituidos 4 grupos formados, cada um, por 6 codor-
nas de linhagem comercial, as quais receberam ragdes con-
tendo AFB: nas concentragBes de O (controle), 25, 50 e 100ug kg?,
durante 168 dias. As aves do grupo 100ug kg-* apresentaram
figados com peso relativo médio menor (p < 0,05) do que o
controle. Alteragdes histol6gicas foram constatadas apenas
no figado, sendo que todas as amostras provenientes das co-
dornas intoxicadas apresentaram degeneragdo vacuolar
macrogoticular, sugestivas de metamorfose gordurosa mode-
rada a severa, particularmente nos grupos que receberam ra-
¢do com os maiores niveis de AFB: (50 e 100ug kg?). A
hiperplasia de ductos biliares foi observada somente no grupo
alimentado com 100ug kg*. Os resultados indicaram que a
AFB, a partir de 50ug kg, pode ocasionar lesdes hepéticas
significativas em codornas de postura, em condicfes de expo-
si¢do prolongada.

Palavras-chave: aflatoxina Bi, toxicidade, alteracdes
histopatol égicas, codornas.

ABSTRACT

The aim of the present record was to study the
effects of aflatoxin B:1 (AFBz) on selected viscera (liver, spleen
and gizzard) of laying Japanese quail under conditions of low
level exposure, in view of the little information regarding the
long term toxicity on this specie. Thus, four experimental groups

of six commercial quails were constituted and given rations
containing either O (controls), 25, 50 or 100ug aflatoxin B
(AFBu1)/kg feed, during 168 days. When compared to controls,
birds from group 100ug/kg presented low relative liver weight
(p < 0.05). Histological changes were observed only in the
livers, and all samples from quail exposed to AFB: revealed
moderate to severe hepatic cell vacuolation with fatty change,
particularly in birds from groups receiving highest levels of
toxin (50 and 100ug/kg). Bile duct hyperplasia occurred only
in the birds exposed to 100ug/kg of AFBa. The results indicated
that long term administration of AFB: at levels above 50ug/kg
can cause significant hepatic lesions in Japanese quail.

Key words: aflatoxin Ba, toxicity, histopathology, quail.

INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo metabdlitos
hepatotéxicos produzidos por fungos do género
Aspergillus, espécies A.flavus, A.parasiticus e
A.nomius (MOSS, 1998). Os principais produtos ali-
menticios susceptiveis ao desenvolvimento destes
fungosincluem milho etrigo que, normalmente, podem
ser utilizados na composicdo de ragBes empregadas
emavicultura(LEESON et d., 1995).

S3o conhecidos, atual mente, 18 compostos
similares designados pel o termo afl atoxina, porém os
principais tipos de interesse médico-sanitério sdo
identificadoscomo By, B,, G, € G, (COULOMBE, 1991).
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A estrutura quimica destes compostos € muito
semelhante, sendo que todas apresentam um niicleo
central cumarinico ligado aumaestruturabi-furandide.
Asaflatoxinas, no entanto, apresentam diferentesgraus
deatividade biolégica: aaflatoxinaB; (AFB,), démde
ser a mais frequentemente encontrada em substratos
vegetais, € a que apresenta maior poder toxigénico,
enguanto que atoxicidade aguda das aflatoxinas Gy, B
eG; écercade50, 20 e 10% da AFB;, respectivamente
(LEESON et d., 1995).

A ocorrénciade aflatoxinas, no Brasil, tem
sido observada com freqliéncia, principalmente no
Estado de S&o Paulo, em alimentos destinados ao
consumo humano e animal. Os resultados de alguns
levantamentos sobre os niveis de aflatoxinas
encontrados em ingredientes para ragoes e ragdes
prontas indicam um elevado percentua de amostras
positivas, principalmente em ragdes prontas, sendo
descritos valores de 10,4 a 56,9% para estes produtos
(SABINO, 1980; SABINOet d., 1988; SANTURIO et
a., 1992; RIBEIROet d., 2000). Asconcentragdesmeédias
deaflatoxinasno milho e em ragBes sGo muito variavels,
porém, foram reportados niveis de até 7.800ug kgt
(SABINO, 1980), portanto, potencialmente capazesde
originar efeitos adversos nas espécies de exploracéo
avicola.

Os efeitos toxicos das aflatoxinas séo
dependentes da dose e do tempo de exposicao,
determinando, assim, intoxicagdes agudas ou crénicas.
A sindrome toxica aguda ocorre pela ingestédo de
alimento com alta concentrag8o de aflatoxina, sendo
os efeitos observados em curto espago de tempo.
Caracteriza-se principa mente pel arépida deterioragdo
do estado geral do animal, perda de apetite, hepatite
aguda, ictericia, hemorragiase morte (LEESON et al .,
1995). O figado é o principal 6rgéo afetado, com lesbes
decorrentes da necrose hemorrégica, proliferagdo das
células dos ductos biliares e infiltracéo gordurosados
hepatocitos (ESPADA et ., 1992; OLIVEIRA et dl.,
1999).

A sensibilidade aos efeitos toxicos das
aflatoxinas varia consideravel mente entre as espécies
animais. Com relacdo as espécies exploradas na
avicultura comercial, a susceptibilidade € maior em
patos, seguidos de perus, gansos, faisdes e frangos
(MULLEREetd., 1970). Mesmo entreindividuosdeuma
mesma espécie, arelacdo dose-respostapode variar de
acordo com raca, sexo, idade e composicdo da dieta,
entreoutrosfatores(COULOMBE, 1991).

Naaflatoxicosecrénica, o sina clinicomais
evidente € a diminui¢8o da taxa de crescimento dos
animaisjovens(LEESON etd., 1995). A doengaorigina-
se, de modo geral, a partir da ingestdo de alimentos

contaminados com baixos nivei s de afl atoxinas por um
longo periodo detempo, constituindo aprincipal forma
de intoxicacdo em condic¢des naturais, 0 que ocasiona
perdas econdmicas consideraveis as criacfes animais
(PER,1992).

As codornas apresentam elevada
sensi bilidade as afl atoxinas, conforme se observapel os
resultados de alguns estudos de toxicidade aguda
efetuados em codornas de postura (SAWHNEY et a.,
1973; CHANG & HAMILTON, 1982). Contudo, os
estudos sobre os efeitos de baixas concentragdes de
aflatoxinas em codornas s80 escassos na literatura,
existindo apenas dois trabalhos conhecidos. Em um
deles, JOHRI et a. (1990) empregaram niveisde 200 a
750ug de aflatoxinas (sem especificar quais fragdes)
por kg de ragdo durante 100 dias, observando figados
palidos e com areas necrosadas nas aves de todos 0s
grupos, além de diminui¢ao do peso corpéreo dasaves
dostratamentos acimade 500ug kg™. BINTVIHOK et
al. (1993), por outro lado, alimentaram codornas com
ragdes contendo 50, 100 e 200ug de AFBy/kg durante
84 dias, e observaram somente hiperplasia moderada
deductosbiliaresem 3 aves do tratamento 200ug kg2,
e1dotratamento 100ug kg™.

O objetivo do presentetrabalho foi verificar
osefeitosdaAFB; sobrevisceras (figado, bago e moela)
de codornas poedeiras alimentadas com racfes
contendo baixas concentragBes da toxina por periodo
prolongado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 24 codornas de linhagem
Japonesa (Coturnix coturnix japonica) adquiridas com
5 semanas de idade e ja vacinadas, subdivididasem 4
grupos experimentais de 6 aves. As aves foram
mantidas em adaptacéo por 2 semanas, sendo
alimentadas com racdo convenciona abasedemilhoe
farelo de soja, isenta de AFB;, formulada de modo a
atender as exigéncias nutricionais de aves em postura
comercia, conformeasrecomendagBesdo NATIONAL
RESEARCH COUNCIL (1994). Asavesforamdojadas
em bateria contendo 4 gaiolas de arame providas de
comedouros lineares e bebedouros tipo calhaem “V”
para &gua corrente.

A AFB; utilizadanaintoxicac8o dosanimais
foi produzidaa partir do cultivo de cepatoxigénicade
A. flavus (IMI 190) 70% de pureza, proveniente do
“International Micological Institute”, Londres.
Pequenos fragmentos dacoléniade A. flavus, mantida
em agar Czapek a25°C, foram inoculados no centro de
placasde Petri contendo Agar Coco (LIN & DIANESE,
1976), apds o queforam incubadas a25°C por 10 dias.
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Os cultivos foram submetidos a extragdo com
cloroférmio, sendo o filtrado obtido evaporado a60°C.
A determinac&o da concentracdo de AFB; no extrato
final foi realizada através de cromatografiade camada
delgada(CCD), deacordo com SCOTT (1990).

Oextratofina foi ressuspendido em éleo de
milho previamente submetido aanalise de af|atoxinas,
com a finalidade de facilitar o preparo das ragdes
contaminadas (ALMEIDA et a., 1996). Adotou-se a
propor¢éo total de 0,5% (v/p) de 6leo de milho em
relagdo a quantidade de ragdo preparada, com a
finalidade de evitar, a0 méaximo, o desbal anceamento
dos niveis energéticos das ragdes. Deste modo, as
solucdes contendo AFB; foram diluidas em volumes
convenientes de 6leo de milho, de maneiraaobter, na
racdo final, niveis de O (controle, apenas com 6leo de
milho), 25, 50 e 100ug kg! de AFB . A adicéo das
solucdes de toxina &s ragdes foi redlizada em um
misturador horizontal/helicoidal (Marconi®), sendo a
confirmagdo dos niveis datoxina adicionada ef etuada
por CCD, de acordo com SOARES & RODRIGUEZ-
AMAYA (1989).

O periodo deintoxicacdo foi iniciado quando
asaves alcancaram 7 semanas deidade. O estudo teve
a duragdo total de 168 dias, durante os quais as aves
receberam diariamente cercade 30g ragdo ave eagua
ad libitum. Ao final do experimento, as aves foram
pesadas individualmente e anestesiadas com éter
etilico. Em seguida, foram sacrificadas por
deslocamento cervical eimediatamente necropsiadas,
sendo as visceras pesadas e examinadas
macroscopicamente para observagéo de possiveis
lesBes. Fragmentos retirados do figado, bago e moela
foram recol hidos em frascos contendo formalinaa 10%
tamponada, e encaminhados para exame
histopatol6gico (VASCONCELOS, 1988). No
laboratério, secgOes representativas dos tecidos
(espessura de 5pum) foram coradas com hematoxilina-
eosina, sendo posteriormente submetidas ao exameem

microscopio de luz. Os pesos absolutos das visceras
foram convertidos parapeso relativo (g 100! g de peso
corporeo — p.c.) e submetidos a andlise de variancia
(SAS, 1992), utilizando-se, paraacomparagdo entre as
médias, o testede Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer do experimento, ndo foram
detectadas modificagdes visiveis no estado geral das
aves, com excegdo de 4 que vieram aodbito, sendo 1 do
grupo alimentado com ragéo contendo 25ug kg™ (morta
no 124° diado experimento), 1 do grupo 50ug kg* (morta
no 128° diado experimento) e 2 do grupo que recebeu
100ug kg (mortas no 24° e 69° diado experimento). As
visceras (figado, moela e bago) destas aves néo
apresentaram alteracOes visiveis ap0s a necropsia,
sendo que apenas o figado de uma das aves do
tratamento 100ug kg?! mostrou, ao exame
histopatol 6gico, areas focais de necrose associada a
processo inflamatério. Estes sinais concordam com os
resultados obtidos por JOHRI et a. (1990), paraniveis
deaflatoxinas acimade 500ug kg™

Ndo foram constatadas alteracBes
macroscopicas significativas nas visceras provenientes
dos animais sacrificados ao fina do experimento, com
excegdo de 2 amostrasdefigado (grupos50 e 100pg kg?),
as quais se apresentaram com coloragéo amarel ada.

A tabela 1 apresenta 0 peso corpora das
aves imediatamente apds o sacrificio, bem como os
pesos relativos do bago, moela e figado. N&o houve
diferencas significativas (p > 0,05) no peso das aves,
cujos valores estiveram entre 133,80 a 144,20g. Os
valores médios obtidos para o baco foram semel hantes
em todos ostratamentos (0,04 a0,05g 100 g p.c.). As
médias de peso relativo damoel a, por outro lado, foram
superiores nos gruposintoxicados (2,53 a2,68g 100
g p.c.), porém, as diferencas com o valor obtido no
grupo controle (2,299 100! g p.c.) ndo foram

Tabela 1 - Peso corpéreo e pesos relativos de visceras de codornas japonesas, de acordo com a concentragdo de AFB; na ragdo fornecida as

aves'
Pesos relativos (/100 g de peso corpéreo)
AFB; naracdo (ng/kg) Peso corpéreo (g)
Baco Moda Figado

0 (controle) 144,20 + 7,542 0,04+0,01° 2,29+0,31° 3,80+0,57°
25 133,80 +5,79% 0,04+0,012 2,67+0,252 3,49+0,66°
50 136,95+ 7,76 ° 0,04+0,02° 2,68+0,42° 3,52+0,34°
100 139,27 +5,62° 0,05+0,01° 253+0,26° 296+0,32"°

b Em uma coluna, médias seguidas de letras iguais néo diferem estatisticamente (p > 0,05).

1Valores se referem amédia + desvio padr&o para 6 aves em cada tratamento.

CiénciaRural, v.34,n.1, jan-fev, 2004.
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significativas (p>0,05). Estesresultados sio similares
aosdados obtidospor CHANG & HAMILTON (1982),
0squaisndo observaram diferengas nos pesosrel ativos
do bago e moela em codornas japonesas alimentadas
com ragdo contendo niveisde 1.250 a20.000ug kgt de
aflatoxinas (das quais 70% era composta por AFB;),
durante 4 semanas.

Os pesos relativos dos figados das aves
que receberam ragdo com AFB, foram menores (2,96 a
3,499 1001 gp.c.) emrelagdo ao controle (3,80g 100 g
p.c.), sendo adiferencasignificativa(p < 0,05) somente
para 0 grupo 100ug/kg. Inversamente, CHANG &
HAMILTON (1982) observaram aumento do peso
relativo do figado de codornas, bem como umaredugédo
de até 40% no peso corpéreo das aves, amedidaque o
nivel de aflatoxinas na ragdo aumentou de 1.250 até
20.000pg kg'. Deve-se ressaltar que os niveis de
aflatoxinas utilizados pel os autoresforam extremamente
elevados, ou sgja, 12,5 a 200 vezes acima do nivel
méximo utilizado no presente trabal ho, de modo que o
resultado obtido por CHANG & HAMILTON (1982)
pode ser atribuido, em grande parte, a diminuicéo
drastica do peso corpéreo das aves provocado pelos
niveis elevados de afl atoxinas. Em nosso experimento,
0 peso corpéreo das aves ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, o que permite
considerar que adiminuicdo do peso relativo do figado
das aves do tratamento 100ug kg? foi devida,
exclusivamente, aosefeitosdiretosdaAFB; sobre este
06rgdo, similarmente ao que ocorre com outras espécies
avicolas, em condic¢des de exposicao a baixas
concentragBes naragdo (LEESON et d., 1995).

Asamostras de baco e moela, coletados das
aves dos grupos controle, 25, 50 e 100ug kg* ndo
apresentaram  alteragBes  histopatol 6gicas
significativas. Com relagdo ao figado, as amostras
provenientes do grupo controle também néo
apresentaram lesdes aparentes, porém, algumas &reas
isoladas apresentaram-se com discreta degeneracéo
vacuolar do tecido hepatico. Este fato pode estar
relacionado, provavelmente, a esteatose fisiolégica
observada em praticamente todas as aves em postura,
em condigBesnaturais (RANDALL & REECE, 1996).

Os figados das aves que receberam racdes
contendo 25 e50ug kg! de AFB; apresentaram somente
areas restritas de esteatose, em menor grau do que o
grupo alimentado com 100ug kg?, ndo sendo
observadas diferencas entre ambos 0s grupos.
Algumas amostras do grupo 50ug/kg apresentaram-se
mais intensamente vacuolizadas, indicando uma
possivel relagdo dose-dependente para este efeito. Os
dados apresentados discordam dos resultados obtidos
por BINTVIHOK et d. (1993), osquaisndo encontraram

sinais de degeneracdo gordurosa em codornas
alimentadas com AFB; nos niveis de 50 a 200ug kg,
durante 84 dias. As diferencas entre ambos os estudos
podem estar associadas a diversos fatores,
principalmente o periodo deintoxicacdo e as variagdes
na susceptibilidade de diferentes linhagens de
codornasaAFB; (LEESON et a., 1995).

Todas asamostrasdefigado do grupo 100ug
kg?! revelaram intensa degeneragdo vacuolar
macrogoticular, bem como alteragdo daestruturageral
dos hepatdcitos, conforme pode ser observado na
figura 1. Algumas amostras exibiram é&reas
pronunciadas de hiperplasia de ductos biliares e
desarranjo trabecular, sendo que estas alteracdes
podem ser consideradas caracteristicas dos efeitos da
AFB; no figado (ESPADA et a., 1992), tendo sido
reportada, também, em galinhas poedeiras alimentadas
por periodos prolongados com ragéo contendo AFB;
apartir de300ug kg (OLIVEIRA et dl., 1999).

CONCLUSDES

A administragdo prolongada de 100ug/kg
de AFB; na racdo de codornas diminuiu
significativamente o peso relativo do figado das aves.
Adicionalmente, niveis de 50 e 100ug kg de AFB,
ocasionaram lesbes hepéticas caracterizadas por
degeneracdo vacuolar macrogoticular, desarranjo
trabecular e hiperplasia de células de ductos hiliares,
gue constituem um importanteindicador detoxicidade
crénica nesta espécie.

Figura 1 - Fotomicrografia de corte histolégico de figado de
codorna do grupo 100ug/kg, evidenciando @
comprometimento hepatocitério na zona 2 do &cino
de Rapapport. Coloragdo: Hematoxilina-eosina.
Aumento: 140x.
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