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Parémetros hematol6gicos de frangos de corte alimentados com racéo
contendo aflatoxina B, e fumonisina B,

Hematological parameters of broiler chicks fed rations
containing aflatoxin B, and fumonisin B,

Eliana Neire Castiglioni Tessari' Carlos Augusto Fernandes Oliveira?
Ana Lcia Sicchiroli Paschoal Cardoso! David Randolph Ledoux®
George Rottinghaus*

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
aflatoxina B, (AFB,) e da fumonisina B, (FB,) sobre o
hemograma e o leucograma de frangos alimentados com ragdo
contendo as toxinas isoladamente e em associa¢do, nos niveis
de 0, 50 e 200ug de AFBI kg', e/ou 0, 50 e 200mg de FBI kg'.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 3x3, com 9 tratamentos e 12 repeti¢des,
totalizando 108 aves. Os frangos foram alimentados com as
ragoes contaminadas do 82 até o 41° dia de vida. As aves de
todos os grupos alimentados com micotoxinas apresentaram
redugdo (P<0,05) nos valores de hematicrito, hemoglobina e
nimero de hemdcias, caracterizando um quadro de anemia,
sendo que os grupos mais afetados foram os que receberam as
maiores concentragoes das toxinas em associa¢do. Observou-
se um menor (P<0,05) numero de leucdcitos em todos os
tratamentos, porém esta redugdo foi mais intensa nos grupos
tratados com 200ug kg' de AFB, com ou sem FB, Conclui-se
que a AFB, e a FB,, isoladas ou em associagdo, nos niveis
utilizados no estudo, podem afetar negativamente os parametros
hematologicos de frangos de corte.

Palavras-chave: aflatoxina B, fumonisina B, hematologia
avidria, frangos de corte.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the
effects of dietary aflatoxin B, (AFB,) and fumonisin B, (FB,) on
the hemogram and leucogram of broilers. The mycotoxins
were added to rations, singly and in combination, at levels of
0, 50 and 200ug AFBI kg, and/or 0, 50 and 200mg FBI kg

. A completely randomized 3 x 3 factorial design was used,
with 9 treatments and 12 replications per treatment (total: 108
birds). Broilers were fed the contaminated rations from day-
old 8 to 41. All the mycotoxin-treated groups had decreased
(P<0.05) values of hematocrit, hemoglobin concentration and
erythrocyte counts, which are common characteristics of
anemia. The most affected birds were from groups receiving
the highest levels of the combined mycotoxins. Lower (P<0.05)
white blood cells counts were also noted in all groups fed
mycotoxin-contaminated feeds, however, this reduction was
more severe in broilers fed 200ug AFB, kg, alone or in
association with FB, The conclusion is that both AFB, and
FB, singly or in combination at the levels studied, can
negatively affect the hematological parameters of broiler chicks

Key words: AFB,, FB, avian hematology, broilers.

INTRODUGAO

As micotoxinas sdo substancias originadas
a partir do metabolismo secundario de fungos de
diversos géneros, os quais se desenvolvem em cereais
e derivados amplamente utilizados na alimentagio
animal (COULOMBE, 1991). As micotoxinas de
ocorréncia freqiiente em nossas condi¢des incluem as
aflatoxinas e as fumonisinas.

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos
do género Aspergillus, espécies A. flavus, A.
parasiticus e A. nomius (MOSS, 1998). Sao conhecidos,
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atualmente, pelo menos 17 compostos similares
designados pelo termo aflatoxina, porém, os principais
tipos de interesse médico-sanitario sdo identificados
comoB,B,,G,eG,,sendoquea aflatoxina B ,(AFB),
além de ser a mais freqiientemente encontrada em
cereais, ¢ a que apresenta maior poder toxigeno
(COULOMBE, 1991). Um dos principais mecanismos
de toxicidade da AFB ¢ a inibi¢do da sintese protéica
(SANTIN, 2000). Em frangos de corte, a AFB, causa
deplecdo linfocitica na medula folicular da bursa de
Fabricius (ESPADA et al., 1992) e diminuig¢do das
contagens de heteréfilos e monécitos (CHANG &
HAMILTON, 1979).

As fumonisinas sdo produzidas por fungos
do género Fusarium, principalmente da espécie F.
moniliforme (verticillioides) (AH-SEO & WON LEE,
1999). Mais de 16 diferentes tipos de fumonisinas ja
foram isolados, porém a forma predominante produzida
pelo F. moniliforme (verticillioides) ¢ a fumonisina B,
(FB)), a qual também apresenta maior toxicidade
(LEESON et al., 1995). As fumonisinas tém sido
associadas com doengas como a leucoencefalomalacia
eqiiina (LEME) (MEIRELES et al., 1994) ¢ o0 edema
pulmonar suino (DILKIN et al., 2004). Em aves, niveis
de FB, acima de 150mg/kg causam diarréia, diminuigdo
do consumo de alimentos e do ganho de peso, aumento
do peso do figado e rins e necrose hepatica (NORRED
& VOSS, 1994).

A ocorréncia simultdnea de duas ou mais
micotoxinas na ragao pode determinar a associagdo dos
seus efeitos toxicos individuais, tal como observado
por WEIBKING etal. (1994) e KUBENA etal. (1995) em
frangos e perus alimentados simultaneamente com
AFB, e FB . O objetivo do presente trabalho foi avaliar
os parametros hematologicos (hemograma, leucograma
e contagem diferencial de leucécitos) de frangos
alimentados com ragdes contaminadas com AFB, e/ou
FB.

1

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 108 pintos de um dia de
idade, com peso médio de 46g, machos, vacinados no
incubatorio contra doenga de Marek e provenientes
de matrizes comerciais de frangos de corte com 53
semanas de idade (linhagem comercial Hybro-PG). As
ragdes experimentais foram formuladas de acordo com
os niveis nutricionais recomendados pelo NATIONAL
RESEARCH COUNCIL (1994). As aves foram mantidas
em um unico boxe do 12 ao 7° dia de idade, recebendo
agua e ragdo ad libitum. No 8° dia, as aves foram
distribuidas aleatoriamente em nove boxes
experimentais, com 12 aves em cada. O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado, com 9
tratamentos em arranjo fatorial 3 x 3, correspondendo a
trés niveis de incorporagdo de AFB kg e trés niveis
de incorporagdo de FB /kg, conforme a tabela 1. Cada
ave foi considerada uma unidade experimental
(repeticdo). Todas as aves receberam as racdes
experimentais formuladas do 82ao 412 dia de vida. Aos
14 dias de idade, as aves foram vacinadas contra a
doenca de Newcastle, pela via ocular, utilizando-se
vacina industrializada (liofilizada) com virus vivo, tipo
B, - LaSota®.

A AFB, e a FB utilizadas no experimento
foram produzidas no Veterinary Medical Diagnostic
Laboratory da Universidade de Missouri, em Columbia,
Estados Unidos, a partir do cultivo de cepas toxigénicas
de Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme
(verticillioides), de acordo com OGIDO et al. (2004). A
AFB, foi produzida em meio de arroz (SHOTWELL et
al., 1966) e extraida do meio de cultura utilizando-se
cloroférmio. O extrato foi submetido a evaporagao
completa do solvente e imediatamente ressuspendido
em 6leo de milho esterilizado, formando uma suspenséo
contendo aproximadamente 0,75mg de AFB, mL™" e
0,03mg de aflatoxina B, mL"'. A FB, foi preparada e
mantida em material de cultivo a base de milho,
homogeneizado e esterilizado, conforme os
procedimentos descritos por WEIBKING et al. (1993).
A concentra¢do de FB, no material de cultivo foi
6.500mg kg!. Neste material, foi também constatada a
presenga de fumonisina B , na concentragéo de 2.100mg
kg

A adicdo de volumes convenientes da
suspensdo de AFB (7-30mL 100kg" de ragdo) e do
material de cultivo ¢ontendo FB (0,7-3,0kg 100kg™ de
ragdo) foi realizada em um misturador horizontal/
helicoidal (Marconi®), em cinco diferentes batidas de
ragdo, no decorrer do periodo experimental, totalizando
550kg de ragdo. A confirmagdo dos niveis de AFB, nas
racdes experimentais foi efetuada através de

Tabela 1 — Niveis de aflatoxina B; (AFB,) e fumonisina B, (FB))

nas ragdes  experimentais, de acordo com o
tratamento.

Tratamento AFB; (ng/kg) FB; (mg/kg)

Tl 0 0

T2 0 50

T3 0 200

74 50 0

75 50 50

T6 50 200

T7 200 0

T8 200 50

T9 200 200
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cromatografia de camada delgada, utilizando-se o
método descrito por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA
(1989). Para a confirmagdo dos niveis de FB, utilizou-
se a técnica de SHEPHARD et al. (1990), com
quantificagdo através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Apos a analise das ragdes das 5 batidas, os
niveis de AFB, nos tratamentos que continham 50 e
200ug kg! foram 46,51+5,47ug kg e 187,68+50,28ug
kg, respectivamente. Para a FB,, os niveis encontrados
nos tratamentos contendo 50 ¢ 200mg kg' foram
57,27+1,81mg kg! e 201,00+25,40mg kg,
respectivamente. As ragdes de cada batida também
foram analisadas para a detec¢@o da possivel presenca
de ocratoxina A e zearalenona (SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1989), sendo que nenhuma
delas foi detectada nas amostras. Os limites de
quantificagcdo do método de analise para ocratoxina A
e zearalenona foram 5,0ug kg' e 55,0ug kg,
respectivamente.

Aos 41 dias de idade das aves, amostras do
sangue de 4 aves por tratamento foram colocadas em
tubos  contendo  anticoagulante  (4cido
etilenodiaminotetraacético), na proporgao de 0,1mL para
1,0mL de sangue, para a realizacdo das analises
hematoldgicas. Os exames da fragdo celular sanguinea
consistiram de: determinacdo do hematocrito e da
hemoglobina, contagem de hemaécias, contagem total e
diferencial de leucocitos e de trombdcitos, interpretacao
do leucograma e observagao da morfologia celular. A
determinagdo do hematdcrito foi realizada através do
método do microhematocrito, utilizando-se tubo capilar
centrifugado a 1.200g por 5 minutos, sendo o resultado
expresso em porcentagem. A concentragdo de
hemoglobina (g dL') foi medida através da técnica de
cianometahemoglobina, utilizando-se reagentes do
fabricante BIOCLIN, conforme instrugdes de uso. Para
a contagem de hemaceas e leucdcitos, utilizou-se uma
amostra de sangue e solugdo de Natt e Herrick’s®, em
uma diluicao de 1:200, realizando-se a contagem (N
UL"') em cdmara de Neubauer. A partir dos dados
obtidos no hemograma, foram calculados os seguintes
indices hematimétricos de Wintrobe: hemoglobina
corpuscular média (HCM), expressa em picogramas
(pg); concentragao de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), expressa em g dL'; volume corpuscular médio
(VCM), expresso em fentolitros (fL).

Para a contagem diferencial leucocitaria,
preparou-se um esfregaco sanguineo em laminas de
vidro corado com hematoxilina-eosina. As laminas
foram lavadas com agua destilada, secadas ao ar livre e
os esfregacos foram observados ao microscopio 6tico
com objetiva de imersdo. A contagem leucocitaria foi

classificatoria para linfocitos, heterofilos, eosindfilos,
monocitos e basofilos, calculando-se a proporgdo de
cada tipo em cem células contadas. Adicionalmente,
realizou-se a contagem de trombocitos.

Os resultados das anélises foram
submetidos a analise fatorial (3x3), de acordo com os
procedimentos estabelecidos no General Linear Model
do SAS® (SAS INSTITUTE, 1992). As médias dos
tratamentos que foram estatisticamente diferentes na
analise de variancia foram analisadas pelo teste de LSD
(Least Significant Difference) de Fisher, adotando-se,
como nivel de rejeigao, o= 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observadas alteragdes no estado
geral das aves durante o periodo de intoxicagdo. Os
efeitos dos diferentes niveis de AFB e FB, isoladas e
associadas na ragdo, sobre os pardmetros do
hemograma dos frangos aos 41 dias de idade,
encontram-se na tabela 2. As aves do grupo controle
apresentaram todos os valores dentro das faixas de
normalidade, de acordo com os dados reportados por
NORIEGA (2000) e CARDOSO & TESSARI (2003). As
aves de todos os grupos alimentados com micotoxinas
apresentaram reducdo (P<0,05) nos valores de
hematocrito, hemoglobina e nimero de hemacias, com
excecdo do grupo que recebeu somente 50mg/kg de
FB,, que apresentou niimero de hemécias semelhante
ao controle. Os indices hematimétricos HCM e VCM
apresentaram um aumento significativo (P<0,05) nas
aves dos tratamentos de associagdo 200ug kg™ de AFB,
+50mgkg! de FB, (T8)e200ugkg” de AFB +200mg
kg'de FB, (T9), sendo que 0 VCM também foi maior
nos tratamentos 50pg kg de AFB, +200mg kg'de FB
(T6) e 200ug kg' de AFB, (T7), quando comparadé
com os valores obtidos das aves do grupo controle. O
CHCM apresentou-se reduzido (P<0,05) em todos os
tratamentos, com exceg¢ao dos grupos alimentados com
50mgkg" de FB, (T2) e 50ug/kg de AFB, +50mg kg™
de FB, (T5). Estes resultados indicam um quadro de
anemia decorrente da intoxica¢do por AFB, e FB;,
conforme reportado por outros autores (TUNG et al.,
1975; JAVED etal., 1995).

O nimero de hemacias foi acentuadamente
reduzido nos grupos que receberam os maiores niveis
de micotoxinas, principalmente dos tratamentos de
associagdo 200ug kg ' de AFB, +50mgkg ' de FB (T8)
€200ugkg' de AFB, +200mgkg"' de FB, (T9), 0s quais
apresentaram menor nimero de hemacias (P<0,05)
quando comparados aos demais tratamentos.
Coerentemente, os valores do hematdcrito e de
concentragdo de hemoglobina também diminuiram,

CiénciaRural, v.36, n.3, mai-jun, 2006.
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Tabela 2 — Efeitos da aflatoxina B, (AFB,) e da fumonisina B; (FB)) sobre o hemograma de frangos de corte intoxicados entre 8 ¢ 41 dias de

idade '.

AFB, FB, Hematocrito Hemoglobina Hemaceas HCM VCM CHCM
(ng/ke) (mg/kg) (%) (g/dL) (x10%/pL) (pg) (1) (g/dL)

0 0 435+1,9° 6,8+0,07° 2,540,03° 27,4+0,3"° 174,745,8¢ 15,740,5°
0 50 36,3+2,9° 4,9+0,35° 2,340,08* 21,0+0,9° 154,847,3¢ 13,540,2
0 200 36,7+0,9° 4,7+0,07° 1,940,03"° 24,1+0,7"% 188,9+2,2™ 12,840,5°
50 0 36,5+0,6° 4,540,29"° 1,9+0,02° 23,3+1,3¢ 189,9+1,8% 12,340,7°
50 50 33,7+2,9° 4,740,40° 1,9+0,01° 24,5+2,2% 175,8+5,9°¢ 13,9+0,4%
50 200 33,740,9° 4,5+0,27° 1,6+0,07°¢ 28,3+0,9° 214,8+5,7° 13,240,4°
200 0 29,5+3,4° 3,840,29° 1,340,05°¢ 28,8+1,9° 222,2+8,3° 13,0+1,0°
200 50 35,040,8° 4,340,18"° 1,240,03¢ 37,3+2,3* 300,6+12,5* 12,440,5°
200 200 26,7+0,9° 3,540,20° 1,140,01¢ 32,5+1,6° 246,0+7,6™ 13,240,3°

'Resultados expressos em média + desvio padrio, para 4 repetigdes.

HCM = hemoglobina corpuscular média; VCM = volume corpuscular médio.

CHCM = concentrag@o de hemoglobina corpuscular média.

¢ Médias seguidas de letras distintas, em uma mesma coluna, diferem pelo teste de Fisher (P < 0,05).

sendo que os grupos que receberam 200ug kg de
AFB, (T7) e 200pug kg de AFB +200mg kg' de FB,
(T9) apresentaram o menor valor (P<0,05). TUNG et al.
(1975) alimentaram frangos com 5,0 e 10,0ug g de
aflatoxina e observaram que os efeitos sobre os
parametros hematologicos foram mais pronunciados
quanto maior o nivel de aflatoxina, similarmente aos
resultados do presente estudo.

Com relagdo aos efeitos isolados da FB,
sobre o hemograma de frangos, JAVED et al. (1995)
também observaram diminui¢do do numero de hemacias
e da concentragdo de hemoglobina em pintinhos
alimentados com FB , em niveis de 125 € 274mg kg de
ragdo, no periodo de 1 a 14 dias de idade. Entretanto,
WEIBKING et al. (1993) obtiveram resultados
conflitantes, uma vez que ndo constataram diferencas
significativas na contagem de hemacias, concentragdo
de hemoglobina, hematocrito e VCM de frangos de
corte alimentados com ragdo contendo 450 ¢ 525mg
kg! de FB,. Resultados discordantes também foram
relatados por KUBENA etal. (1997), os quais avaliaram
os efeitos da administragdo de 300mg de FB, kg' de
racdo em perus fémeas, observando um aumento do
nimero de hemdacias. O mecanismo de toxicidade
especifico pelo qual a FB afeta os parAmetros
hematologicos ndo estd completamente esclarecido,
porém, as discrepancias encontradas nos resultados
de diferentes trabalhos sobre os efeitos das
fumonisinas em aves podem estar relacionadas a
presenca de outros metabolitos de Fusarium no
material usado nos experimentos (LEESON et al., 1995).

A tabela 3 apresenta os efeitos dos
diferentes niveis de AF B eFB, isoladas e associadas
na ragdo, sobre os pardmetros do leucograma dos

frangos aos 41 dias de idade. O numero de leucocitos,
trombocitos, linfocitos, heterdfilos e mondcitos obtidos
nas aves do grupo controle foram considerados
normais, de acordo com NORIEGA (2000) e CARDOSO
& TESSARI (2003). Observou-se uma redugio (P<0,05)
no numero de leucocitos em todos os tratamentos,
quando comparado ao grupo controle, sendo que a
reduc@o foi mais intensa nos grupos tratados com 200ug
kg' de AFB , com ou sem associagdo com FB, (T7, T8
¢ T9). O mesmo foi observado com relagdo ao niimero
de linfocitos, heterofilos e monocitos, sendo que os
tratamentos de associa¢do 200ug kg de AFB, +50mg
kg' de FB, (T8) e 200ugkg' de AFB +200mgkg"' de
FB, (T9) apresentaram numero de linfocitos € heterofilos
ainda menor. Estes resultados indicam um quadro de
comprometimento da resposta imunologica mediada por
células, tipico da exposigdo de frangos as aflatoxinas
em baixas concentragdes na racdo (ESPADA et al.,
1992). O numero de trombdcitos ndo diferiu (P>0,05)
entre os tratamentos. Com relagdo ao niimero relativo
dos tipos celulares, houve um aumento (P<0,05) no
percentual de linfocitos das aves que receberam as
micotoxinas, isoladamente ou em associagdo, com
excegdo do grupo alimentado com 50mg kg de FB,
(T2). Este aumento no percentual de linfocitos pode
estar relacionado a diminuigao da atividade de células
fagocitirias causada pela AFB, (CHANG &
HAMILTON, 1979), uma vez que todos os grupos
alimentados com rac¢do contendo as micotoxinas
apresentaram uma redugao (P<0,05) no percentual de
heterofilos, apesar de ndo ter havido diferenca no
percentual de mondcitos (P>0,05).

A diminui¢do do nimero de leucdcitos
observada no presente estudo é coerente com os dados

Ciéncia Rural, v.36, n.3, mai-jun, 2006.
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Tabela 3 — Efeitos da aflatoxina B, (AFB,) e da fumonisina B, (FB,) sobre o leucograma de frangos de corte intoxicados entre 8 e 41 dias de
idade '

AFB, FB, Leucocitos Trombocitos Linfocitos Heterofilos Mondcitos
(ug/kg) (mghkg)  (x10%/uL) (x10%/uL) (x10%/uL) (%) (x10%/uL) (%) (x10%/uL) (%)
0 0 243+0,4%  32,7+1,0° 13,5403 49,5+1,3°  9,7403%  47,5+0,6* 1,7402* = 2,7+1,5°
0 50 21,740,6°  34,3+1,5° 11,140,8° 54,742,5°  11,740,4%  41,3+1,0° 1240,1°  3,5+1,3°
0 200 21,040,6°  31,3+3,0° 9,9+0,6° 61,043,6°  92+0,6°  32,547,2° 0,740,1°  6,0+4.9°
50 0 20,9+1,3%  32,5+2,7° 1,141,1° 61,542,1°  6,4+0,7°  32,743,6¢ 0,5+0,1¢  57+1,7"
50 50 21,040,9°  33,3+34° 9,0+0,3° 60,0+43,2*  9,0+0,9*  33,743,1° 0,740,2°  52+19°
50 200 20,240,8°  33,3+1,7° 9,8+0,34"  59,041,4°  55+04°  350+1,8° 0,5+0,1°  5042,0°
200 0 18,4+0,5¢  37,5+4,4° 9,3+0,5° 60,0+43,4%  57+03°  32,5+1,3° 0440,1°  6,542,5°
200 50 18,9+0,5¢  28,7+3,9° 74+1,0° 62,3+4,2%  4240,6%  350+22° 04+0,1°  43+1,3°
200 200 17,3+0,7¢  38,3+5,7° 7,4+0,5°¢ 63,5+2,7*  3,740,6°  28,042,8° 0,5+0,1°  6,7+1,9"

'Resultados expressos em média + desvio padrio, para 4 repeti¢des.
¢ Médias seguidas de letras distintas, em uma mesma coluna, diferem pelo teste de Fisher (P < 0,05).

descritos por JAVED et al. (1995), porém contraria aos
resultados obtidos por TUNG et al. (1975). Estes autores
observaram um aumento no numero de leucocitos
circulantes de frangos de corte tratados com 5 e 10ug
g' de AFB, adicionada a ragdo, o que parece incoerente
a luz dos conhecimentos quanto aos efeitos das
aflatoxinas sobre os 6rgdos hematopoiéticos das aves,
sobretudo sobre a bursa de Fabricius (ESPADA et al.,
1992), principalmente ao se levar em consideragao que
os autores utilizaram concentra¢des 25-50 vezes acima
do maior nivel utilizado no presente estudo (200ug
kg de AFB)). Com relagdo ao efeito isolado das
fumonisinas, BERMUDEZ et al. (1996) também
observaram resultados diferentes em perus alimentados
com ragdo contendo 75mg de FB kg, demonstrando
um aumento no nimero total de leucécitos e no nimero
absoluto de linfocitos e heterofilos. Os autores
concluiram que os perus sdo relativamente resistentes
a FB , quando comparados com frangos de corte.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que a AFB e a
FB,, isoladas ou associadas, acarretam um quadro
caracterizado por anemia hemolitica, leucopenia,
linfopenia e heterofilia em frangos de corte. Desse modo,
observa-se que o limite maximo de aflatoxinas em ragdes
(50ug kg") adotado pela legislagao brasileira (BRASIL,
1988) ndo pode ser considerado seguro na criagdo de
frangos de corte, uma vez que este nivel acarretou
alteragdes em alguns parametros hematologicos, sendo,
portanto, potencialmente capaz de afetar o desempenho
das aves. Os efeitos toxicos foram mais intensos com a
associacdo entre a AFB1 ea FBI, 0 que demonstra a

necessidade da adog@o de limites de tolerancia para
fumonisinas em rag¢des para frangos de corte.
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