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RESUMO

As micotoxicoses em caes sdo doengas que comumente ocorrem apods a ingestao
de produtos fabricados com graos de cereais contaminados com metabdlitos
fungicos. As micotoxicoses ja relatadas em caes envolveram as seguintes
micotoxinas: aflatoxinas, deoxinivalenol, ocratoxina A, zearalenona, citrinina,
roquefortina e penitren A. As consequéncias da ingestdao destes compostos
dependem da quantidade de toxina, do tempo de exposicado e das caracteristicas
inerentes ao tipo de micotoxina. Multiplas micotoxinas podem ser co-produzidas
podendo interagir sinergicamente agravando o quadro clinico ainda mais. Com
relacdo ao sinergismo, pode haver diferentes efeitos simultdneos produzidos por
diferentes micotoxinas ou producdo de um mesmo efeito, mas de forma
exacerbada, dificultando ainda mais a suspeita de uma micotoxicose especifica. O
diagnoéstico definitivo mais comum é feito pela pesquisa de micotoxinas no
alimento suspeito, mas a correta mensuracdo é prejudicada pela distribuicéo
heterogénea das micotoxinas que podem concentrar-se em aglomerados e
dificultar a obtencdo de uma amostra representativa. As micotoxinas também
podem ser produzidas em casa se a racao for armazenada sob umidade. Os
sinais clinicos sao inespecificos e incluem vomito, depressao, polidipsia, polidria,
anorexia, ictericia e reducdo do crescimento, e por isso a doenca pode estar
presente, mas silenciosamente, mimetizando muitas outras doengas e
confundindo o diagnostico. As micotoxicoses devem ser incluidas como
diagndstico diferencial de acordo com os 6rgaos ou sistemas afetados. A Revisao
de Literatura apresenta as caracteristicas das micotoxinas de risco para caes e as
intoxicacbes prévias (experimentais ou acidentais) nessa espécie. O Capitulo 1
descreve a aflatoxicose experimental realizada em caes, relatando os métodos,
resultados encontrados e suas correlagdes com estudos anteriores. O Capitulo 2
descreve os achados da necropsia de um dos caes do experimento que veio a
Obito de forma subita e inesperada, o que possibilitou correlacionar com achados
de outros relatos semelhantes. As principais consequéncias verificadas na
intoxicacao foram alteragdes de coagulagao, pois estavam presentes, mesmo que
sem presenca de sinais clinicos, desde o primeiro més de intoxicacdo e foram
responsaveis pelo obito subito.
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ABSTRACT

Mycotoxicosis in dogs are diseases that occur after ingestion of grain cereal
products that have been contaminated by toxic metabolites of fungi. Mycotoxicosis
reported in dogs involved aflatoxins, deoxinivalenol, ochratoxin A, zearalenone,
citrinina, roquefortina and penitren A. The consequences of their ingestion depend
on the amount of toxin, the time of exposure and characteristics of the different
types of mycotoxins. Multiple mycotoxins may be co-produced and interact
synergistically exacerbating the clinical signs even more. Regarding the synergism
there may be different effects produced simultaneously by different mycotoxins or
production of the same effect but in a more severe form, further hampering the
suspicion and diagnosis of a specific mycotoxicosis. Definitive diagnosis is made
by search of mycotoxins in the suspected food, but the choice of the sample is
hindered by the heterogeneous distribution of mycotoxins that can concentrate on
clusters and hamper the achievement of a representative sample. Mycotoxins may
also be produced at home if the dog food is stored under humidity. The clinical
signs are nonspecific and include vomiting, depression, polydipsia, polyuria,
anorexia, jaundice and reduced growth, and therefore may be present but in a
silent form, often mimicking other disease and confusing the diagnosis. The
mycotoxicosis should be included as a differential diagnosis in accordance with the
organs or systems affected. The Literature Review brings characteristics of
mycotoxin risk for dogs and poisoning prior (experimental or accidental) in this
specie. Chapter 1 characterizes an experimental aflatoxicosis study performed in
dogs, reporting methods, results and their correlation with previous studies.
Chapter 2 describes the findings of the necropsy in one dog of the experiment that
died suddenly and unexpectedly, allowing the authors to correlate necropsy
findings with data of other similar reports. The main consequences of the
intoxication were changes in blood coagulation, because they were present, even
in the absence of clinical signs, since the first month of poisoning and were
responsible for the sudden death of one animal.

XVi
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1 INTRODUCAO

As micotoxicoses sado doencas originadas a partir da ingestdao de
metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos. As micotoxinas entram no
organismo junto com graos ou alimentos derivados deles. Ap6s absorcao hepatica
e metabolizacdo exercem efeitos deletérios em determinados 6rgdos. Sao
doencas muito estudadas em animais de producdo comercial, como aves e
suinos, pois podem gerar perdas econémicas consideraveis.

A micotoxicose mais comum em caes é a aflatoxicose. As aflatoxinas sao
produzidas nos graos que fardo parte de quase metade da composicao da racao
de caes, causando uma sequéncia de lesbes que causam maleficios para a saude
desses animais. Infelizmente a doenca pode apresentar sinais clinicos
inespecificos e de forma intermitente, confundindo o veterinario e prejudicando o
diagnéstico.

O objetivo desse estudo foi elucidar as conseqiiéncias da intoxicacao
cronica por aflatoxina, empregando um modelo de experimentagdo animal com
uma dose conhecida por gerar esse protocolo, e assim investigar possiveis sinais
clinicos e laboratoriais que sugerissem de forma mais concreta uma aflatoxicose,
sempre com a finalidade de alertar proprietarios e veterinarios para tais
conclusodes e evitar que outros caes sofressem com diagndsticos insuficientes.

Para isso uma revisdo completa da literatura existente foi realizada, para
embasamento da experimentacdo animal e conducdo do estudo, presente no
Capitulo 2.

No Capitulo 3 segue a apresentagdo da intoxicacdo experimental, suas
particularidades, metodologia e resultados, discutidos e comparados com estudos
semelhantes.

Como forma de completar o estudo ha no Capitulo 4 uma detalhada
descricao dos achados da necropsia de um dos caes do estudo. O 6bito deveu-se
a intoxicagao e ocorreu de forma inesperada.

Por conseguinte seguem as apresentagdes das consideragdes finais, no
Capitulo 5.



18

2 REVISAO DE LITERATURA — MICOTOXICOSES EM CAES (Mycotoxicosis in
Dogs)

PATRICIA MUZOLON, FABIANO MONTIANI-FERREIRA, ELIZABETH SANTIN,
JOSE SIDNEY FLEMMING, LARISSA ANUSKA ZENI CONDAS

2.1 - RESUMO

O objetivo deste texto € apresentar uma revisdo da literatura sobre micotoxicoses
em pequenos animais, detalhando suas particularidades. As micotoxinas sao
metabdlitos secundarios produzidos por fungos, que geralmente colonizam graos
de cereais, muitos destes usados como ingredientes na formulacdo da racao de
caes. As micotoxicoses ja relatadas em cées envolveram aflatoxinas,
deoxinivalenol, ocratoxina A, zearalenona, citrinina, roquefortina e penitren A. Os
efeitos das micotoxinas estado relacionados a quantidade de toxina ingerida e o
tempo de ingestdo. Os sinais clinicos sao inespecificos e incluem vomito,
depressao, polidipsia, poliuria, anorexia, ictericia e redugdo do crescimento. As
aflatoxinas sdo hepatotéxicas, imunodepressoras, nefrotdéxicas e carcinogénicas.
O deoxinivalenol atinge principalmente o aparelho digestério, causando anorexia,
regurgitacao, diarréia e hemorragia gastrintestinal. A ocratoxina A é nefrotoxica e
induz perda de apetite, vomito, diarréia, paralisia e morte. A zearalenona causa
hiperestrogenismo e problemas reprodutivos, como reducdo da fertilidade,
aumento da absorcdo de embrides e reducado do tamanho da ninhada. A citrinina
€ nefrotéxica e emética, causa perda de peso devido ao vomito, reducdo da
ingestdo de alimentos, prostracdo e morte. As micotoxinas tremorgénicas
(roquefortina e penitren A) acometem o sistema nervoso central, causando
tremores musculares, convulsdes e morte. Na medicina de pequenos animais é
comum verificar que as micotoxicoses estdo clinicamente presentes mas
silenciosamente. A maioria dos sinais das micotoxicoses nao é especifica e pode
confundir o diagndstico final. As micotoxicoses devem ser incluidas como
diagndstico diferencial de acordo com os érgaos ou sistemas afetados.
PALAVRAS-CHAVE: aflatoxicose, caes, micotoxicoses, toxicidade.
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2.2 - ABSTRACT

The objective of this text is to provide a literature review about mycotoxicosis in
small animals, detailing particularities of each mycotoxin intoxication reported in
these species. Mycotoxins are fungal secondary metabolites that can grow in the
ingredients used in dog food, particularly in grains. Micotoxicoses already reported
in dogs, either as natural or experimental infections, are aflatoxins, deoxynivalenol,
ochratoxina A, zearalenone, citrinin, roquefortine and penitren A. Clinical signs of
mycotoxins are related to the amount of toxin ingested and the total period of
ingestion. Aflatoxins are hepatotoxic, imunosupressor, nephrotoxic and
carcinogenic. Deoxynivalenol reaches the gastrointestinal tract, mainly causing
anorexia, regurgitation, vomit, reduction of weight, skin irritation, diarrhea,
gastrointestinal hemorrhage, abortion and death. Ochratoxin A is nephrotoxic and
induces loss of appetite, vomit, tenesmus, fever, tonsillitis, polydipsia/polyuria,
bloody diarrhea, dehydration, paralysis and death. Zearalenone for its estrogenic
characteristic causes hyperestrogenism and severe reproductive problems. Citrinin
is nephrotoxic and emetic, causing loss of weight, due to vomiting, anorexia,
retching, tenesmus, prostration and death. Tremorgenic mycotoxins (roquefortine
and penitren A) are produced by fungi of the genus Penicilium, and are
simultaneously present in almost all cases, affecting the central nervous system. It
is commonly said that mycotoxicosis are silently present in animal medicine. The
majority of the signals of micotoxicoses is not specific and can be confused with
other diagnoses. Mycotoxicosis are less uncommon than usually accounted for,
therefore, they should be included in the differential diagnosis list for diseases
affecting its most common target-organs.

KEY WORDS: aflatoxicosis, dogs, mycotoxicosis, toxicity.
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2.3 - INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios dos fungos. Os fungos que
produzem micotoxinas de importancia veterindaria crescem em uma ampla
variedade de substratos, incluindo gréos e subprodutos de graos, principalmente
milho, trigo, soja e arroz, geralmente usados na formulacdo da racdo de caes.
Estima-se que existam mais de 300 diferentes tipos de metabdlitos secundarios
téxicos produzidos por varias espécies de fungos, mas que apenas 30 deles sejam
capazes de causar intoxicagdes (CAST, 2003).

Os fungos produzem uma imensa variedade de metabdlitos secundérios
com a finalidade de aumentar a sua competitividade na natureza e muitos deles
exercem atividades de antibiose (antifungicas e antibacterianas). Essas
propriedades foram reconhecidas desde o descobrimento da penicilina e de sua
sintese com fungdo medicinal (FINK-GREMMELS, 2005). Esses metabdlitos
secundarios nao possuem funcgéo fisiolégica conhecida para o préprio fungo, mas
tém importancia para suas relagdes com o ambiente como, por exemplo, defesa
do fungo frente a competicdo com outros microorganismos em resposta ao
estresse sofrido pela planta (CAST, 2003).

Na verdade as micotoxinas sao uma consequéncia do crescimento fungico.
Os fungos produzem micotoxinas quando a planta colonizada esta sob condicbes
de estresse, como mudancas bruscas de temperatura, umidade, ventilagdo e na
presenca de agentes agressores como insetos, por exemplo (SANTIN, 2005).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos quase sempre nos estagios
finais da fase de crescimento exponencial. A predisposicdo das plantas a
infestacé@o e colonizacao por fungos toxicogénicos depende de condicdes ideais a
campo (geralmente alta umidade 20-21%), mas também do estresse e da reducao
da vitalidade da planta. Em graos de cereais armazenados a infec¢do por fungos
toxicogénicos bem como a produgdo de micotoxinas sdo resultados de uma
interacdo complexa entre umidade (geralmente entre 13-18%), temperatura,
substrato, concentracdes de oxigénio e didxido de carbono, presenca de insetos e
quantidade de fungos (SANTIN, 2005).

As micotoxinas sdo moléculas de baixo peso molecular, possuem alta
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lipossolubilidade, s&o estaveis sob calor intenso e também ativas em baixas
concentracdes. Nos organismos vivos as micotoxinas ndo sdo capazes de induzir
imunidade adquirida, ou seja, nao conferem protecdo a exposi¢cdo pois nao sao
antigénicas (CAST, 2003).

As micotoxicoses ja relatadas em caes envolvem aflatoxinas, deoxinivalenol
(vomitoxina), ocratoxina A, citrinina, zearalenona, roquefortina e penitren A
(RUMBEIHA, 2000). Os sinais clinicos variam muito e incluem vomito, depressao,
polidipsia, polidria, anorexia, ictericia e redugdo do crescimento, mas a
mortalidade é baixa (PATTERSON, 1977).

A maioria dos estudos descritos preocupou-se em descrever os efeitos de
micotoxinas isoladas, ignorando a real condicado em que multiplas micotoxinas sdo
co-produzidas e interagem para agravar o quadro clinico (RUMBEIHA, 2000).

A interacao entre micotoxinas acontece quando muitos ingredientes sao
misturados para um produto final ou quando fungos produzem multiplas
micotoxinas simultaneamente (por exemplo, fungos do género Fusarium e
Penicillium). Niveis conhecidos e seguros podem ser alterados pela presenca de
outras micotoxinas. Essa interacdo pode ser sinérgica ou aditiva. A interacao
sinérgica ocorre quando os efeitos de diferentes micotoxinas s&o expressos
simultaneamente, os compostos atuam em locais diferentes ou com diferentes
mecanismos de acdo, mas o0 quadro clinico resultante da acdo combinada é pior
do que o causado por apenas uma delas. A interacdo aditiva ocorre quando
diferentes micotoxinas se unem para produzir um efeito e exacerba-lo, os
compostos atuam no mesmo local e com 0 mesmo mecanismo de acao
(COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).

As interacbes sdo complexas e resultam em um conjunto de efeitos
caracteristicos que diferem sobremaneira daqueles observados quando se
considera uma micotoxina isolada. Este fato resulta em maior dificuldade no
diagnéstico e enfatiza a necessidade de identificar as interagdes, para que se
possa reconhecé-las quando se manifestarem (CAST, 2003).

O diagndstico pode ser feito pela andlise do alimento suspeito, realizando a
identificagdo e quantificagdo das micotoxinas, ou pela analise dos tecidos,
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secregcdes ou excregcoes dos animais afetados, realizando a detec¢do dos
metabdlitos das micotoxinas. Os métodos de identificacdo e quantificacdo das
micotoxinas sao seguros, mas correspondem somente a amostra de alimento
analisada naquele momento. Os métodos mais utilizados s&o o ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), e os métodos quimicos como a cromatografia em
camada delgada (Thin-layer chromatography - TLC), cromatografia liquida de alta
resolucado (high-performance Liquid Chromatography - HPLC) e cromatografia
gasosa (FIREMAN, 2007).

A amostragem do material suspeito torna-se complicada, pois a distribuicao
das micotoxinas pode ser altamente heterogénea, elas podem concentrar-se em
aglomerados, dificultando ainda mais a obtencdo de uma amostra representativa
do lote de graos ou racao (COPPOCK &CHRISTIAN, 2007).

Vale recordar que as aflatoxinas podem ser produzidas em casa quando a
racdo ndo € armazenada sob circunstancias ideais. Como precaucao, € melhor
adquirir sempre quantidades moderadas de racdo, principalmente quando as
condigbes de armazenamento forem inadequadas ou questionaveis (RUMBEIHA,
2000).

O objetivo deste texto é trazer uma revisdo do que ja foi publicado na
literatura cientifica sobre micotoxicoses em pequenos animais, detalhando
particularidades de cada uma das micotoxinas bem como as principais
caracteristicas clinicas de cada intoxicagdo, buscando assim uma compreensao

maior e integrada dos seus efeitos como xenobioticos.

2.4 - AFLATOXINAS

As aflatoxinas sao metabdlitos altamente téxicos e carcinogénicos
produzidos principalmente pelas espécies de fungos Aspergillus flavus, A.
parasiticus, A. nominus e Penicilium puberulum. Esses fungos crescem em
diversos cultivos de graos, como milho, amendoim e semente de algodao
(RUMBEIHA, 2000), sob condicées ideais de oxigénio, dioxido de carbono,
temperatura (12° - 40°C), atividade agua (proxima a 0,99) e equilibrio &cido-basico
(pH 3,5 —8,0) (SANTIN, 2005).
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Adicionalmente, seca, irrigacdo inadequada e danos por insetos sdo 0s
principais fatores que causam estresse na planta e a tornam suscetivel a invasédo
fungica e producao de aflatoxinas a campo (COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).
Durante o armazenamento dos grédos o desenvolvimento fungico é favorecido por
fatores como alta umidade (13 — 18%), temperaturas elevadas (20° — 30°C) ma
circulacdo de ar, danos mecéanicos no processamento e presenca de insetos
(SANTIN, 2005). Quimicamente as aflatoxinas sdo compostos dihidrofuranos ou
tetrahidrofuranos ligados a um anel cumarinico (COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).
Os principais tipos de aflatoxina sao: aflatoxina B¢ (AFB;), aflatoxina B, (AFB,),
aflatoxina G1 (AFGy), e aflatoxina G2 (AFG>) (B = blue - azul e G = green - verde,
letras relativas a cor da fluorescéncia sob luz ultra-violeta), e dois produtos
metabdlitos da AFB; e AFB,, aflatoxina M (AFM;) e aflatoxina M. (AFM,), isolados
primeiramente do leite de animais em lactacdo alimentados com racgéo
contaminada com aflatoxina (M = milk - leite) (CAST, 2003). A aflatoxina B1 tem a
maior poténcia téxica e é a mais abundante, além de ser a mais pesquisada e
estudada. A ordem de toxicidade e abundancia é: AFB{> AFG> AFB,> AFGo..

O primeiro relato de aflatoxicose em cées data de 1952 nos Estados
Unidos, quando uma ragdo contaminada por fungos foi considerada a causa da
doenca hepatica em caes, a “hepatite X’ (SEIBOLD & BAILEY, 1952; SEIBOLD,
1953). A doenca foi reproduzida experimentalmente em 1955 em caes por meio da
administracdo de uma racdo comercial (NEWBERNE et al., 1955). Foi apenas
apds a descoberta das aflatoxinas (ASAO et al., 1963) que correlacionou-se a
“hepatite X” a aflatoxicose observada em caes (NEWBERNE et al.,1966). Em 1966
repetiu-se a intoxicagdo experimental em cdes usando aflatoxinas purificadas
(NEWBERNE et al., 1966). Desde entdo, extensiva pesquisa tem sido realizada,
particularmente em animais de producao.

As aflatoxinas sdo hepatotdxicas, imunodepressoras, nefrotdxicas,
carcinogénicas e possuem efeito anticoagulante, afetam mamiferos, aves e
peixes. Os caes e 0s gatos sdo extremamente sensiveis. A DL50 da aflatoxina B
nos caes é 0,5-1,0 mg/kg e nos gatos é 0,3-0,6 mg/kg (PATTERSON, 1977).

As racdes que contém concentragdes acima de 60 ug/kg de aflatoxina By ja
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causaram subito inicio de aflatoxicose em animais de estimacao (NEWBERNE,
1973; KETTERER et al.,, 1975; BASTIANELLO et al., 1987). A sensibilidade
depende da susceptibilidade individual que, por sua vez, depende da idade,
estado hormonal (gestacdo) e estado nutricional, além de outros fatores. Por
exemplo, animais de estimacdo gestantes e jovens sdo mais sensiveis a
toxicidade da aflatoxina By do que adultos ou animais ndo gestantes (RUMBEIHA,
2000).

A evolucdo de métodos analiticos, de controle e de protegcdo dos graos
contra aflatoxinas reduziu bastante a incidéncia da aflatoxicose em pequenos
animais. Nos anos 90 um unico episddio de aflatoxicose foi documentado nos
Estados Unidos, situagdo em que varios caes consumiram uma racao contendo de
100 a 300 ug/kg de aflatoxina By por 3-4 meses (DEVEGOWDA & CASTALDO,
2000). Nos anos 80 outro caso de aflatoxicose em cées foi documentado, onde
diversos cdes morreram subitamente ou seguiram um curto curso clinico na Africa
do Sul (BASTIANELLO et al.,, 1987). A anadlise de varias amostras de racao
revelou 100-300 ug/kg de aflatoxina Bs. Por outro lado, diversos casos foram
relatados em caes, antes dos anos 70, incluindo um caso em que diversos caes
morreram em Nova lorque apds serem alimentados com racdo comercial que
continha 60 pg/kg aflatoxina B1 (GREENE et al., 1977).

2.4.1 - TOXICOCINETICA

As aflatoxinas sao eficientemente absorvidas por difusdo passiva no trato
gastrintestinal e inicialmente passam do intestino delgado a circulagdo porta-
hepatica. Muito pouco das aflatoxinas é transferido ao sistema linfatico. Os
animais jovens absorvem aflatoxinas mais eficientemente que os animais idosos
(COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).

A biotransformacdo é importante na fisiopatologia da intoxicacdo por
aflatoxinas. O 6rgao mais importante para biotransformacao é o figado, mas parte
dela ocorre também nos rins e no trato intestinal. A maioria das pesquisas envolve
o metabolismo da aflatoxina By (COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).BINGHAM et al.
(2004) demonstraram que caes que receberam 100 pg/kg de aflatoxina By (AFB+)
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excretaram o metabdlito AFM; na urina, dentro de 12 horas. Adicionalmente, as
aflatoxinas podem ser excretadas no leite, urina, sémen, bile e fezes (COPPOCK
& CHRISTIAN, 2007).

Nao existem estudos sobre a presenga de metabdlitos no leite de cadelas e
de gatas, nem de seus danos para filhotes, mas em outras espécies a quantidade
de metabdlitos no leite € muito inferior a quantidade ingerida com o alimento. A
porcentagem de metabdlitos em relacao a quantidade ingerida de aflatoxinas varia
de acordo com a espécie, por exemplo em vacas ha 0,17% a 3%, em mulheres
0,09% a 0,43%, em ovelhas 0,012% e em porcas cerca de 0,001% (COPPOCK &
CHRISTIAN, 2007). A pequena quantidade de metabdlitos disponiveis aos
lactentes poderia ser responsavel por causar imunossupressao, problemas de
crescimento e desenvolvimento, mas futuros estudos sdo necessarios para

determinar as reais consequéncias para filhotes.

2.4.2 - MECANISMO DE ACAO

O metabolismo de aflatoxinas esta intimamente ligado a sua toxicidade e a
sua bioativagdo. Seus principais efeitos metabdlicos séo inibicdo da sintese de
proteinas, enzimas, fatores de coagulacdo e acidos graxos, inibicdo do
metabolismo da glicose, perda do controle de retorno na sintese do colesterol,
além de prejudicar o complexo receptor de glucocorticéides (CENTER, 1996).

A biotransformacao nos tecidos de mamiferos é realizada primeiramente
pelo sistema microssomal de monooxigenases de funcdo mista do citocromo
P450, enzimas encontradas em varios tecidos, mas com maior atividade e
concentracdo no figado, mais especificamente na area centrolobular, principal
local de concentragdo dessas enzimas. Essa capacidade enzimatica difere entre
animais explicando as grandes variacdes no metabolismo da aflatoxina entre
espécies e entre individuos. O metabolismo também ¢é influenciado pelo sexo,
idade, higidez e dieta (BISCHOFF & RAMAIAH, 2007).
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2.4.2.1 - EFEITOS GENOTOXICOS

A AFB; é metabolizada, em uma reacéo dependente do P450, em AFB; 8,9,
epoxido, esse metabdlito forma adutos com macromoléculas nas células. A
formacao de adutos é importante na toxicidade das aflatoxinas. Os adutos sao
complexos formados quando uma molécula quimica liga-se a uma molécula
bioldgica, como DNA, RNA e/ou proteinas. A afinidade do AFB; 8,9 epoxido, em
ordem decrescente, para as diferentes macromoléculas é: DNA> RNA> proteinas
(COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).

O fato da aflatoxina se ligar ao DNA, com conseqglente inibicdo da sua
replicacdo e, da transcricido para cadeias de RNA, nao implica em perda
irreversivel da capacidade de sintetizar diferentes tipos de RNA; essa funcao é
progressivamente recuperada, a medida que o complexo DNA-aflatoxina se
dissocia. Contudo, a sintese de DNA pode permanecer inibida e pode também
ocorrer replicacdao incompleta. Essa conseqiente modificagdo na estrutura do
DNA pode predispor ao desenvolvimento de neoplasias (CAST, 2003).

O metabdlito ativo da AFBi, o AFB¢-8,9-epdxido, forma uma ligagéo
covalente com o nitrogénio 7 (N;) da guanina e forma adutos de AFB+-N;-guanina
nas células alvo (HUSSEIN & BRASEL, 2001). Esse aduto é relativamente
resistente aos processos de reparo no DNA. Os adutos de DNA sao formas
alteradas de DNA que ocorrem como resultado da exposi¢ao a carcinégenos. Um
aduto de DNA, uma vez formado pode ser eventualmente reparado, resultando no
retorno da molécula original de DNA, ou entdo se mal reparado resultara em uma
mutacdo. Os adutos de proteinas ndao possuem efeitos biolégicos adversos, mas
podem ser usados como medida de exposicdo a substancias estranhas
(COPPOCK & CHRISTIAN, 2007). Os resultados sao transversdes de guanina >
timina (G->T), danos no DNA, lesdes, mutagdes, e formagdo de tumores. Por
exemplo, o carcinoma hepatocelular em seres humanos foi relacionado a
transversdo G->T no coédon 249 do gene p53, supressor de tumor (HUSSEIN &
BRASEL, 2001).
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2.4.2.2 - ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O aumento da producdo de enzimas do sistema P450, pelo seu alto uso,
aumenta ainda mais a toxicidade das aflatoxinas. O AFB; 8,9 epoxido é
detoxificado pelas reacdes da Fase Il do metabolismo hepatico. Em mamiferos a
conjugacao mediada por glutation S-transferase € sua principal via de
detoxificagdo. Os outros produtos da biotransformacdo de AFB; sdo AFQ:, que
pode ser metabolizado a AFH;. O AFB; também é metabolizado a AFP;, AFM; e
aflatoxicol. Outras vias da Fase Il que reduzem a toxicidade dos metabdlitos AFQ,
AFP¢, AFM, e aflatoxicol o fazem conjugando-os com glucoronideos e sulfatos
(COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).

Os efeitos citotéxicos da AFB; estdo relacionados com a inducao de
peroxidagao lipidica levando a danos oxidativos nos hepatdcitos, resultando em
deplecdo de antioxidantes, necrose celular e inducdo de apoptose (HUSSEIN &
BRASEL, 2001). Existe um equilibrio entre antioxidantes e pro-oxidantes nas
células responsaveis pela manutencdo da imunocompeténcia, crescimento,
desenvolvimento e contra o estresse nutricional, representado principalmente por
micotoxinas. Esse equilibrio € mantido por antioxidantes presentes na dieta, como
vitamina E, carotendides e selénio.

Radicais livres sdo gerados dentro dos hepatocitos pelo metabolismo
oxidativo do citocromo P450, reacbes de reducdo e oxidacdo durante o
metabolismo normal, atividade de macrofagos na reposta inflamatéria, acdo do
oxido nitrico gerado também em processos inflamatérios, radiacdo ionizante e
transicdo de metais como ferro e cobre (BISCHOFF & RAMAIAH, 2007).

As espécies reativas geradas resultam em peroxidacdo lipidica de
membranas, modificagdo oxidativa de proteinas e lesdes dentro do DNA. As
membranas plasmatica, mitocondrial, do reticulo endoplasmatico e dos lisossomos
sofrem peroxidacédo dos fosfolipideos e conseqliente aumento da permeabilidade
da membrana, reducao da fluidez, inativacao das proteinas da membrana e perda
da polaridade da membrana mitocondrial (BISCHOFF & RAMAIAH, 2007). A
peroxidagdo lipidica causada pela aflatoxina é acompanhada de redugdo da
concentracdo de glutation e da atividade de enzimas antioxidantes, como
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superoxido dismutase, catalase, glutation peroxidase, glutation S-transferase e
glutation redutase (SURAI & DVORSKA, 2005).

Na aflatoxicose as espécies reativas de oxigénio participam da inducao e da
execucao de apoptose celular. A deplecao de glutation também induz apoptose
celular (SURAI & DVORSKA, 2005).

2.4.2.3 - EFEITOS ANTICOAGULANTES

As alteracdes de coagulagdo estdo relacionadas a estrutura quimica das
aflatoxinas, que se comportariam como cumarinicos, exercendo um efeito
anticoagulante. A acao basica dos cumarinicos € de antagonismo da vitamina K.
No hepatdcito, os fatores dependentes da vitamina K passam a ser sintetizados de
modo incorreto e sdo incapazes de serem ativados convenientemente. E como se
a protrombina néo tivesse sido sintetizada. Os cumarinicos inibem os fatores da
via de coagulacao extrinseca (fatores V, X, protrombina e fibrinogénio).

O efémero ep6xido da AFB; foi associado com coagulopatias devido a uma
reducdo na sintese de vitamina K e de outros fatores de coagulagdo, como
resultado da intoxicagdo experimental subletal de animais (BABABUNMI et al.
1997).

2.4.2.4 - EFEITOS IMUNOTOXICOS

Nas populagbes animais que por ventura ingerirem alimentos contaminados
com uma quantidade consideravel de aflatoxinas, uma série de problemas de
saude pode aflorar. Por exemplo, a resisténcia natural a doencgas fica reduzida e a
protecao das vacinas também pode ficar prejudicada. Os sinais clinicos aparentes
da aflatoxicose podem, portanto, estar limitados apenas ao aumento da ocorréncia
e da severidade de doencas infecciosas. A recuperagdo das doencas infecciosas
pode ser prolongada e necessitar de outros tratamentos. As provas das disfuncoes
imunoldégicas sado as infegcdes freqlentes causadas por organismos que
geralmente ndo sao patogénicos (COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).

A aflatoxina é uma agente imunomodulador que atua primeiramente na

imunidade celular e na funcdo de células fagociticas, pois reduz a atividade de
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linfécitos e pode afetar macrofagos que auxiliam linfécitos (SURAI & DVORSKA,
2005).

O estresse oxidativo causado pelo consumo de aflatoxinas seria
responsavel por quebrar a comunicagdo entre células imunes. Essas células
contém altos niveis de acidos graxos poliinsaturados e receptores sensiveis na
superficie celular que seriam importantes alvos do ataque de radicais livres. Estes
causam danos nos receptores e diminuicdo das moléculas comunicantes
produzidas por macréfagos, como citocinas e eicosandides. Isso desregularia o
sistema imune gerando imunossupressao (SURAI & DVORSKA, 2005).

A expressiva inibicdo das sinteses de RNA, DNA e proteinas também é
responsavel pela agdo imunossupressora das aflatoxinas, assim como sua
capacidade de induzir e acelerar a apoptose em linfécitos (SURAI & DVORSKA,
2005). O resultado € reducdo da producdo de anticorpos e 0s animais nao
responderao as imunizacodes regulares (RUMBEIHA, 2000).

2.4.3 - AFLATOXICOSE CLINICA

A aflatoxicose clinica em caes pode ser classificada como aguda,
subaguda, ou crénica. A aflatoxicose aguda ocorre quando 0s caes sao
alimentados com grandes quantidades de aflatoxina Bi (> 1 mg/kg na dieta)
(NEWBERNE et al., 1966). Geralmente, um cao afetado vomita dentro de horas
apds a ingestdo do alimento contaminado, seguido por anorexia, severa
depressao, sede e polidipsia, poliuria e a morte ocorre dentro de trés dias desde o
inicio dos sinais. O figado é o primeiro 6rgao alvo, ocorrendo entao ictericia e
bilirrubindria. Ha elevacao significativa de enzimas séricas hepaticas, pela lesdo
de hepatécitos e extravasamento delas, especialmente alanina aminotransferase
(AST), aspartato aminotransferase (ALT), e Lactato Desidrogenase (LDH)
(NEWBERNE et al.,, 1966). Outra observacado significativa é coagulacédo
intravascular disseminada, que ocorre geralmente no paciente terminal. A
hemorragia ocorre em cavidades do corpo e em superficies da submucosa e
subserosa. Ha também o aparecimento de hematoquesia e hematemese

(GREENE et al.,, 1977). A alteracdo de coagulagdo € caracterizada pela
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hipofibrinogenemia, aumento dos tempos de protrombina (TP), tromboplastina
parcial ativada (TTPa), e severa trombocitopenia. Por causa da hemorragia,
geralmente os caes estdo anémicos. A febre ndo é uma caracteristica de
aflatoxicose em animais de estimacao.

Os casos subagudos em animais de estimagdo ocorrem depois da
exposicao a quantidades moderadas da aflatoxina By em algumas semanas (2-3).
Os caes ou os gatos afetados irdo apresentar-se com letargia, anorexia, polilria,
polidipsia, elevacdo das enzimas hepaticas e ictericia. A morte se d4 em muitos
casos por coagulagao intravascular disseminada. As concentracoes dietéticas de
0,5-1,0 mg/kg de aflatoxina By podem causar estes sinais (NEWBERNE et al.,
1966). Na ocasidao da necropsia o figado geralmente esta aumentado, palido e
amarelado (NEWMAN et al., 2007).

A aflatoxicose crénica €é causada pelo consumo, continuado ou
intermitentemente, de dietas que contém pequenas a moderadas quantidades de
aflatoxinas. O consumo de concentragdes dietéticas da aflatoxina B; entre 50 e
300 ug/kg em um periodo de 6-8 semanas pode causar aflatoxicose crbnica. Os
animais terdo os sinais letargia, anorexia, poliuria, polidipsia, ictericia proeminente
e aumento de enzimas hepaticas (NEWBERNE et al., 1966; KETTERER et al.,
1975).

A ingestao cronica de baixas quantidades de aflatoxina B; na alimentacao
(20-100 pg/kg) também pode causar imunossupressao, seguida por sinais clinicos
nao especificos, incluindo susceptibilidade aumentada a infecgcbes virais,
bacterianas, fungicas ou parasitarias (NEWBERNE et al., 1966; KETTERER et al.,
1975). Nao raramente observa-se cirrose hepatica a necropsia (NEWMAN et al.,
2007).

A melhor maneira de distinguir entre aflatoxicose aguda, subaguda, e
cronica é por meio da histologia (BASTIANELLO et al., 1987). Tal classificacao
estima o grau de doenca, mas essa diferenciacao néao confere alta preciséo, pois a
apresentacao da intoxicacao € subordinada a particularidades de cada individuo.

Na aflatoxicose aguda o figado estd edemaciado. Histologicamente ha
severa degeneragdo gordurosa com nitida vacuolizacdo dos hepatocitos. Ha
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hiperplasia dos ductos biliares e as veias portal e central estdo congestas
(RUMBEIHA, 2000). A microscopia eletrdnica revelou vacuolizacao lipidica e inicio
de fibroplasia (NEWMAN et al., 2007).

Em casos subagudos, o figado também pode estar edemaciado e com
lipidose hepatica. Histologicamente, a caracteristica diferencial € a hiperplasia dos
ductos biliares, e ha evidéncia de regeneracdo hepatica e fibroplasia portal
(RUMBEIHA, 2000; NEWMAN et al., 2007).

Nos casos cronicos ha extensa fibrose hepatica e hiperplasia do ducto
biliar. Os caes afetados cronicamente apresentam microhepatia, também
chamada de microhepatica, devido a fibrose (NEWBERNE et al., 1966). Pode
ocorrer também acentuada atrofia lobular, fibrose portal formando pontes fibréticas
e noédulos de regeneracdo hepatocelular. A microscopia eletrbnica revelou
acentuada fibrose e regeneracao hepatocelular (NEWMAN et al., 2007).

Outro efeito em longo prazo das aflatoxinas é o cancer. A exposi¢cdo a uma
grande quantidade de aflatoxinas tem o potencial de levar ao cancer hepatico nos
animais de estimacdo que se recuperaram dos efeitos da exposicao aguda,
subcrénica, ou crénica. Conseqglentemente, a exposicdao as aflatoxinas pode ter
implicacbes em médio ou longo prazo na saude desses animais (RUMBEIHA,
2000).

2.5 - DEOXINIVALENOL

O deoxinivalenol (DON), também conhecido como vomitoxina, € um
membro dos tricotecenos, grupo de micotoxinas produzidas por fungos do género
Fusarium spp, geralmente encontrados no milho (RUMBEIHA, 2000). Essa
micotoxina foi inicialmente detectada em 1972 no milho que causou vbmito e
recusa da alimentagdo em suinos. Posteriormente, informagdes importantes sobre
a intoxicagdo em pequenos animais também foram publicadas (HUGHES et al.
1999).

Os sinais clinicos de toxicidade aguda de DON em animais de companhia
incluem anorexia, regurgitacdo, vomito, irritacdo cutanea, diarréia, hemorragias,
aborto (mamiferos) e até a morte (RUMBEIHA, 2000). A intoxicagdo por DON
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também pode causar reducdo de peso, emese e diarréia. A hemorragia
gastrintestinal € um sinal agudo, enquanto que perda de peso e de apetite sdo
sequelas mais crénicas (PUSCHNER, 2002).

Bioguimicamente o DON, a semelhanca da aflatoxina, causa inibicdo da
sintese de proteinas, de DNA e consequentemente, morte celular. Por este
mesmo motivo, o DON ¢é imunossuppressor (predispée animais afetados a
doencas infecciosas) e ainda causa reducédo no crescimento. (RUMBEIHA, 2000;
PUSCHNER, 2002). O nivel maximo permitido de DON na racéo de caes é de 0,5
mg/kg (BIRD, 2000).

A reducdo do apetite e a anorexia, causadas pela ingestdo de DON em
suinos, foram relacionadas a alteracées do liquido cérebro-espinhal, indicando
elevagdao anormal da serotonina cerebral, horménio este, responsavel pela

sensacao de prazer e saciedade apos alimentacao (SMITH et al., 2005).

2.5.1 - RESPOSTAS CLINICAS AO DEOXINIVALENOL

HUGHES et al. (1999) demonstraram que o processo de extrusdao nao
destr6i o DON. Conseqlientemente a utilizacdo de milho contaminado por DON
resultara em sua presenca na ragdo. Os pesquisadores expuseram cédes a uma
racdo comercial contendo DON variando de 0 a 10 mg/kg. O achado mais
significativo foi a recusa da alimentacdo pelos caes que receberam racdo com
mais de 4,5 mg/kg de DON. Os gatos também foram estudados e demonstraram-
Se menos sensiveis que os caes, pois a recusa da alimentacdo foi observada
apenas em concentracoes acima de 7,7 mg/kg de DON. A presenca de vomito em
caes e gatos ocorreu em concentracdes acima de 8 a 10 mg/kg. Estes resultados
sugerem que caes podem ser quase tdo sensiveis quanto suinos (concentragées
acima de 1 mg/kg originam uma reducgéo da ingestao de alimentos em suinos) no
que diz respeito a recusa da alimentacdo (RUMBEIHA, 2000).

O principal efeito de DON em céaes foi a reducao da alimentacao e perda de
peso corpdreo, mas também pode ocorrer gastrenterite hemorragica. Quando a
racdo contiver cereais na sua constituicdo, o DON deve estar na lista de
diagnéstico diferencial. Os fungos do género Fusarium tém uma tendéncia de
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produzir multiplas toxinas como T-2, HT-2 e zearalenona. A T-2 e a HT-2 séo
micotoxinas muito irritantes e tém o potencial de interagir sinergicamente com
DON e exacerbar os principais sinais (RUMBEIHA, 2000).

2.6 - OCRATOXINA A

As ocratoxinas sado produzidas pelos fungos Penicillium e Aspergillus,
principalmente por P. verrucosum e A. ochraceus (RUMBEIHA, 2000; CHU, 2002).
Essas sdo espécies de fungos de armazenamento mas que também podem
crescer no campo. Conseqlentemente, esses fungos tém potencial de produzir
ocratoxinas em casa, apdés a compra da racao, se ela ndo for armazenada
adequadamente (RUMBEIHA, 2000).

A ocratoxina A (OTA) foi isolada de cereais como o milho, aveia, trigo e
cevada (RUMBEIHA, 2000), mas também pode ser encontrada em produtos de
origem animal, devido a sua estreita ligacdo com proteinas plasmaticas e longa
permanéncia em tecidos animais (LEUNG et al., 2006).

O mecanismo de agao da ocratoxina esta relacionado ao seu acumulo nos
rins, pelo alto fluxo sanglineo e pela reabsor¢do tubular (PETZINGER &
ZIEGLER, 2000). Sugere-se que ela quebre o metabolismo da fenilanina CAST,
(2003), cause um ataque eletrofilico no DNA, por ter um radical de fenol clorado
(grupo pro-carcinogénico) GUNSEN & YAROGLU, (2002) e também interfira com
sinais das vias de transducdo, em concentracdes nanomoleculares nas células
renais, levando a mudancas especificas de fungao e fenétipo, mas nao a necrose
(GEKLE et al., 2005).

Pesquisas revelaram alta freqiiéncia na presenca de OTA na ragao de caes
e gatos e também foi encontrada em amostras de rins de gatos, mas nenhuma
correlacao foi encontrada entre a presenca de OTA e os achados histopatoldgicos
nos rins (RAZZAZI-FAZELI et al., 2001). Na Europa, a OTA esté envolvida com a
nefropatia endémica dos Balcas. A OTA é também um potente carcindgeno em
roedores (RUMBEIHA, 2000).
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2.6.1 - RESPOSTA CLINICA A OCRATOXINA A

Assim como em outras espécies, o rim € o primeiro érgao alvo da
ocratoxicose em caes. SZCZECH et al. (1973a,b; 1974), em um estudo sobre a
ocratoxicose em caes da raca Beagle, revelaram a alta sensibilidade dos caes a
esta toxina. Com a dose oral de 0,2 a 0,3 mg/kg, o ébito ocorreu dentro de 10 a 14
dias de intoxicacdo. Os sinais observados foram perda de apetite, vémito,
tenesmo, hipertermia, tonsilite, diarréia sanguinolenta, polidipsia, poliuria,
desidratacdo, paralisia e morte. Os achados de necropsia foram rins palidos,
tonsilas hiperémicas, enterite sanguinolenta no ileo, ceco, célon e reto, linfonodos
edemaciados, hiperémicos e parcialmente necréticos. Histologicamente observa-
se descamacao e necrose do epitélio dos tubulos renais proximais e ainda
dilatacdo e proliferacdo do reticulo endoplasmatico das células do epitélio dos
tubulos proximais.

KITCHEN et al. (1997a, b, c) conduziram outro estudo com caes, com dose
oral de 0,2 a 0,3 mg/kg por duas semanas, e revelaram sinais semelhantes aos
encontrados no estudo acima. A minima dose toxica, via oral, foi de 0,2 mg/kg e
logo apds a administracdo, os caes tornaram-se agitados com a respiracao
ofegante, prostrados e vomitaram dentro de 15 a 20 minutos. Outros sinais foram
anorexia, ansiedade e engasgos. A necropsia tais cdes revelaram necrose dos
tecidos linféides no bago, tonsilas, timo e linfonodos periféricos. A adicao de
citrinina aumentou a taxa de mortalidade e piorou a gravidade dos sinais,

revelando um efeito sinérgico entre essas micotoxinas.

2.7 - ZEARALENONA

A zearalenona é um metabdlito fungico de espécies do género Fusarium,
produzida principalmente por F. graminearum, sua produgao € favorecida por
elevada umidade e baixas temperaturas (CAST, 2003). Trata-se de uma
micotoxina com atividade estrogénica, demonstrada em porcas como causa de
vulvovaginite e outras respostas estrégenicas. Os suinos foram a espécie mais

estudada pois sdo especialmente sensiveis a essa micotoxina e sua ingestao,
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além do hiperestrogenismo, pode causar graves problemas reprodutivos
(GOLINSKI & NOWAK, 2004).

A zearalenona liga-se aos receptores de estrogénio influenciando a
transcricdo dependente desse horménio no nucleo da célula (KOLB, 1984).
Basicamente a zearalenona e seus metabdlitos podem ligar-se diretamente aos
receptores de estrogénio no citoplasma e deslocar os receptores para o ndcleo.
No nucleo a estimulacdo do RNA leva a sintese protéica e aos sinais clinicos de
hiperestrogenismo (MOSTROM, 2007).

2.7.1 - RESPOSTAS CLIiNICAS A ZEARALENONA

As respostas fisioldgicas ocorrem em suinos quando o nivel de zearalenona
na racao excede aproximadamente 1 mg/kg, quando ja pode ser transmitida aos
leitbes pelo leite das porcas, causando estrogenismo nos leitdes (CAST, 2003).

Ela causa alteracées no trato reprodutor de varios animais. Os efeitos
observados em cées foram reducdo da fertilidade, aumento de absorcao de
embrides, reducdo do tamanho da ninhada, alteracées dos niveis séricos de
progesterona e estradiol e alteragcdes no peso da adrenal, tiredide e hipdfise
(GOLINSKI & NOVAK, 2004). Em céaes intoxicados experimentalmente houve
reducdo do numero de corpos luteos apds treze semanas de ingestao de
zearalenona diaria de 1 mg/kg (HIDY et al., 1977).

Nos seres humanos, a zearalenona mostrou-se capaz de estimular o
crescimento de células epiteliais neoplasicas da mama contendo receptores
responsivos ao estrogénio (AHAMED et al., 2001; WITHANAGE et al., 2001). Nao

seria totalmente inconcebivel extrapolar este efeito carcinogénico para cadelas.

2.8 - CITRININA

A citrinina € um metabdlito de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus,
principalmente P. citrinum, A. ochraceus, P. verrucosum. A citrinina pode ser
sintetizada junto com ocratoxina A, pois ambas sado metabdlitos de fungos
semelhantes. Os rins sdo os 6rgaos alvo na intoxicacao pela citrinina. Entretanto,

a citrinina é 10 vezes menos nefrotoxica que a OTA.



36

Os céaes intoxicados experimentalmente por citrinina apresentaram
tenesmo, secrecdo nasal e lacrimejamento profusos (CARLTON et al., 1974;
KITCHEN et al., 1977a). A citrinina é um emético muito forte em caes. Parece
improvavel que a citrinina possa causar uma intoxicacao isoladamente, pois essa
toxina é um irritante gastrico e, portanto, induz prontamente os mecanismos de
protecdo gastrica que incluem a emese e a recusa em se alimentar (RUMBEIHA,
2000).

2.8.1 - RESPOSTAS CLINICAS A CITRININA

O sinal clinico mais evidente em caes que receberam 5 ou 10 mg/kg de
citrinina, durante 14 dias, foi perda do peso, devido ao vémito e a recusa na
alimentacao, mas também houve anorexia, engasgos, tenesmo, aumento da LDH,
prostracdo e morte. A urinalise revelou cilindros celulares e granulares, cetonuria,
proteinuria e glicosuria (KITCHEN et al., 1977a). A necropsia revelou peritonite
local e intussuscepcao intestinal. A histopatologia renal revelou degeneracéo e
necrose com descamacao do epitélio tubular, primeiramente no segmento reto dos
tubulos proximais (KITCHEN et al., 1977b). Ja o experimento de KOGIKA et al.
(1993), em que céaes receberam 10 mg/kg de citrinina por dois dias e foram
avaliados pelos 15 dias subseqientes, revelou lesGes renais nos tubulos
proximais contorcidos, proteinuria, glicosuria e muitos cilindros granulares. A
glicosuria e proteinuria foram observadas nos primeiros 5 dias, enquanto que a
cilindraria foi observada nos primeiros 15 dias. Houve elevacdo da uréia
sanglinea e da creatinina dos dias 2 ao 5, demonstrando que a taxa de filtracao
glomerular foi afetada. A urinalise € uma 6tima forma de avaliar a nefrotoxicidade
pois a maioria das nefrotoxinas age inicialmente nos tubulos contornados
proximais.

A dose diaria de 40 mg/kg de citrinina, foi causa da morte de dois caes apds
trés dias, os outros caes foram submetidos a eutanasia pois estavam agonizando.
Havia elevacdo da uréia sangilinea, diminuicdo da gravidade especifica,

glicosuria, leve proteinuria e cilindros urinarios. A necropsia revelou rins palidos e
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edematosos. A histopatologia apresentou necrose do epitélio tubular renal
(CARLTON et al., 1974).

2.9 - MICOTOXINAS TREMORGENICAS

A roquefortina e o penitren A sdo duas micotoxinas tremorgénicas
importantes para animais de companhia. O penitren A € produzido por fungos do
género Penicillium, principalmente P. crustosum. Este fungo cresce em cereais e
na matéria organica em decomposicao.

A roquefortina também é produzida por fungos do género Penicillium.
Originalmente pensou-se que era produzido apenas pelo P. roqueforti um fungo
usado na manufatura do queijo gorgonzola, mas diversas outras espécies de
Penicillium foram recentemente identificadas produzindo essa micotoxina em
muitos substratos como graos, sopa estragada e lixo. Conseqlientemente podem
ser classificados como fungos de armazenamento, pois podem crescer na racao
de caes armazenada inadequadamente.

O penitren A e a roquefortina sdo produzidos simultaneamente em quase
todos os casos. Os fungos que produzem essas micotoxinas desenvolvem-se nos
cereais usados na producdo de ragdo para caes, assim é importante que as
fabricas de racao estejam cientes dos perigos dessas micotoxinas (RUMBEIHA,
2000).

2.9.1 - RESPOSTAS CLINICAS AS MICOTOXINAS TREMORGENICAS

Os sinais clinicos associados a micotoxicoses tremorgénicas em caes
incluem fraqueza, tremores musculares, irritabilidade, rigidez, hiperatividade,
febre, ataxia, convulsées e morte (PULS & LADYMAN, 1988; HAYES et al., 1976).
Exaustdo pode seguir uma intensa atividade muscular, ocorre aumento da AST e
da creatinina quinase, hipertermia e desidratacdo. A presenca de vémito
geralmente precede os sinais neurolégicos (LOWES et al., 1992; HOCKING et al.,
1988). Essa doenca é freqlentemente mal diagnosticada como envenenamento
por estriquinina, por pesticidas ou por outros compostos que podem causar
tremores e convulsées em caes (RUMBEIHA, 2000).
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O penitren A é uma potente micotoxina tremorgénica. Segundo HAYES et
al. (1976), a dose mais baixa que causou tremores em céaes foi 0,125 mg/kg e os
caes tiveram recuperacdo completa. Altas doses orais de penitren A (maiores de
2,5 mg/kg) causaram necrose hepatica com elevacdo das enzimas de
extravasamento hepaticas, principalmente a LDH e ALT. Ha também um aumento
da creatinina quinase, provavelmente como consequéncia dos tremores
musculares. A intoxicacdo por roquefortina e/ou por penitren A tém sido
freqUentemente encontradas e relatadas na pratica clinica nos Estados Unidos e
Europa (RUMBEIHA, 2000). Todavia, os mecanismos de agédo dessas micotoxinas

tremorgénicas ainda nao foram pesquisados.

2.10 - FUMONISINAS

As fumonisinas sao metabdlitos toxicos produzidos por Fusarium
verticillioides e nao existem relatos de sua intoxicagdo em pequenos animais
(CAST, 2003). Todavia, o seu potencial para causar intoxicacdo é consideravel
pois sdo micotoxinas geralmente encontradas no milho que pode fazer parte da
formulacdo de racbGes para pequenos animais. Essas micotoxinas ja foram
envolvidas em casos de edema pulmonar em suinos e leucoencefalomalacia em
equinos. Experimentalmente a fumonisina demonstrou causar danos hepéticos em
suinos, equinos, bovinos, coelhos e primatas, assim como a toxicidade substancial
em oOrgaos-alvo dependendo da espécie, por exemplo, pulmao em suinos, cérebro
em equinos, rins em ratos, coelhos e ovinos e es6fago em ratos e suinos (SMITH,
2007).

Dados epidemiolégicos também correlacionaram a ingestdo de milho
contaminado com F. verticillioides a neoplasia de eséfago em seres humanos,
além de fumonisinas serem hepatocarcinogénicas em ratos e camundongos.
Frangos e perus também séo sensiveis e apresentam reducdo no ganho de peso,
diarréia e hepatotoxicidade (SMITH, 2007).
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2.11 - TRATAMENTO DAS MICOTOXICOSES

O tratamento das micotoxicoses baseia-se fortemente em protocolos
terapéuticos sintomatolégicos e de suporte, de acordo com o0s sinais
apresentados, aparelhos ou sistemas afetados, pois ainda ndo ha um tratamento
especifico contra as micotoxicoses. Ha grande variacao individual com relagédo a
severidade da intoxicacdo. Portanto, o tratamento pode variar de acordo com a
gravidade das lesdes nos principais 6rgaos acometidos (TABELA 1) e para cada
paciente. Deve-se, certamente, excluir da dieta todo alimento suspeito e uma
alimentacdo segura deve ser instituida. Adicionalmente, ao que tudo indica, a
suplementacdo com colina, metionina e n-acetilcisteina pode ser benéfica
(CULLEN & NEWBERNE, 1994).

A prevengado certamente ainda € a melhor alternativa. O cuidado com a
alimentacao é o principal ponto critico de controle. Sabe-se por exemplo, que 0s
animais que recebem uma dieta com baixo teor protéico sdo mais suscetiveis a
acao das micotoxinas (CULLEN & NEWBERNE, 1994).

2.12 - CONCLUSOES

O fornecimento de racGes comerciais balanceadas em larga escala para
caes e gatos € uma pratica relativamente recente no Brasil comparativamente aos
outros paises mais desenvolvidos. A populacao brasileira economicamente menos
favorecida ainda estda aprendendo sobre a qualidade das racées comerciais e
muitas vezes optam em adquirir ragdes de baixa qualidade e de procedéncia
questionavel. A importancia das micotoxicoses é imensa na medicina de pequenos
animais, envolvendo o controle de praticas de varios segmentos como agricultura,
producao industrial de alimentos, transporte, armazenamento e, finalmente, clinica
médica ‘per se”. Todavia, acredita-se que, apesar de ser uma entidade clinica
conhecida, a micotoxicose € ainda pouco discutida e considerada quando o clinico
depara-se com cdes ou gatos apresentando hepatopatias aguda, subaguda ou
cronica. Uma possivel explicacdo para isso seria o carater insidioso da
intoxicacdo. Adicionalmente, a deteccao das micotoxinas na racdo é raramente

solicitada por clinicos de pequenos animais, salvo na medicina forense, depois de
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surtos nos quais um grande numero de animais foi intoxicado. Multiplas
micotoxinas podem estar presentes quando diferentes ingredientes contaminados
sdao empregados na formulacdo de uma racdo. Quando uma micotoxina é
encontrada, deve-se considerar que outras micotoxinas de grupos diferentes
também podem estar presentes na dieta. Devido a acéo sinérgica no organismo,
uma quantidade relativamente inerte de uma dada micotoxina podera aumentar o
potencial toxicol6gico, quando houver presenca de outras micotoxinas.

As micotoxicoses devem, portanto, fazer parte do diagnostico diferencial
das varias doengas e insuficiéncias organicas em pequenos animais, pois cada
uma delas tem potencial de causar lesées em 6rgaos e sistemas especificos
(TABELA 1).
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TABELA 1 - PRINCIPAIS MICOTOXINAS DE POTENCIAL TOXICOLOGICO, RESPECTIVOS
FUNGOS PRODUTORES E ORGAOS-ALVO

Micotoxina

Principais Fungos Produtores

Orgaos-alvo

Aflatoxina

Deoxinivalenol

Ocratoxina A

Zearalenona

Citrinina

Penitren A

Roquefortina

Fumonisina

Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nominus e

Penicilium puberulum

Fusarium spp.

P. verrucosum e A. ochraceus

F. graminearum

P. citrinum, A. ochraceus e P. verrucosum

P. crustosum

P. roqueforti

Fusarium verticillioides

Figado

Aparelho Digestorio

Rins

Aparelho Reprodutor

Rins, Aparelho Digestorio

Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Central

Figado
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3 CAPITULO 1 - AFLATOXICOSE EXPERIMENTAL EM CAES RETRIEVER DO
LABRADOR (Experimental aflatoxicosis in Labrador Retriever dogs)

PATRICIA MUZOLON, FABIANO MONTIANI-FERREIRA, MARCONI DE FARIAS,
ELIZABETH SANTIN, LARISSA ANUSKA ZENI CONDAS

3.1 - RESUMO

A aflatoxicose é uma doenca que ocorre apds a ingestdo de metabdlitos téxicos
produzidos por fungos em graos. As aflatoxinas sdo hepatotdxicas,
imunodepressoras, carcinogénicas e anticoagulantes. Esse estudo teve como
objetivo avaliar como os caes poderiam ser afetados apds exposicao a niveis
subletais de aflatoxina na dieta, e ainda, verificar as alteracdes mais precoces que
poderiam servir como marcadores de aflatoxicose. O experimento foi conduzido
com 16 caes da raca Retriever do Labrador, de 4 a 5 meses de idade, peso e
género igualmente distribuidos. Os caes foram divididos em dois grupos de 8 caes
cada. Um grupo destes céaes foi exposto, diariamente, por 3 meses a 100 ug/Kg de
aflatoxina junto com a ragdo. O outro grupo foi controle e recebeu a mesma racao
sem aflatoxina. A pesquisa de micotoxinas nas amostras de racdo revelou a
presenga incidental de aflatoxina, zearalenona e fumonisina ja existentes, que
muito provavelmente agiram de forma sinérgica agravando a intoxicacao dos caes.
A andlise da ragao do grupo aflatoxina revelou média de 78,6 pug/Kg no momento
do consumo. As alteracGes significativas apds 3 meses de intoxicacdo foram:
presenca intermitente depressao, anorexia e diarréia, elevagao da ALT, AST,
fosfatase alcalina e bilirrubinas direta, indireta e total, reducao da proteina total,
globulina e proteina plasmatica. Além disso, observou-se hiperecogenicidade ao
exame ultra-sonografico do figado. O exame histopatolégico de amostras
hepaticas colhidas por biépsia revelou necrose, transformacdo gordurosa e
fibrose. As alteracdes dos tempos de protrombina e tromboplastina parcial ativada
foram precocemente observadas, sendo que ja demonstraram elevacées apo6s o
primeiro més de intoxicagao.

PALAVRAS-CHAVE: aflatoxina, caes, figado, intoxicacdo experimental,
toxicidade.
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3.2 - ABSTRACT

Aflatoxicosis is a disease that occurs after ingestion of toxic metabolites produced
by fungi on grains. The aflatoxins are hepatotoxic, immunosupressors,
carcinogenic and anticoagulants. The objective of this study was to characterize
the intoxication in dogs after exposure to sublethal levels of aflatoxin in the diet,
and also check early changes that could serve as markers of aflatoxicosis. The
experiment was conducted with 16 Labrador Retriever dogs, 4 to 5 months old,
weight and gender equally distributed. The dogs were split into two groups of 8
dogs each. A group of dogs was exposed for 3 months to 100 pug/Kg of aflatoxin
along with the food. The other was the control group and received the same food
without aflatoxin. The research of mycotoxins in samples of dog food showed the
presence of aflatoxin, zearalenone and fumonisin, which probably acted on a
synergistic effect aggravating the intoxication of dogs. The food analysis of
aflatoxin in the dog food of the experimental group showed an average of 78.6
Hg/Kg instead of 100 pug/Kg. The significant changes after 3 months of intoxication
were: intermittent presence of depression, anorexia and diarrhea, elevation of ALT,
AST, alkaline phosphatase, direct, indirect and total bilirubin, reduced total protein,
globulin and plasma protein. Moreover, hyperechogenicity of the hepatic
parenchyma. was observed on the ultrasonographic examination.
Histopathological examination revealed necrosis, fibrosis and fatty degeneration of
liver samples collected via percutaneous biopsy. The changes of prothrombin time
and partial thromboplastin time were observed early, elevations were
demonstrated since the first month of intoxication.

KEYWORDS: aflatoxin, dogs, experimental intoxication, liver, toxicity.
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3.3 - INTRODUCAO

A aflatoxicose € uma doencga que ocorre em conseqiéncia da ingestao de
metabdlitos altamente tdxicos produzidos por fungos, principalmente pelas
espécies Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nominus e Penicilium puberulum.
Esses fungos crescem em uma grande variedade de graos, como milho,
amendoim, soja, arroz, sorgo e semente de algodao, presentes em regioes
tropicais e subtropicais (RUMBEIHA, 2000).

O crescimento fungico e a consequiente producdo de aflatoxina sao
favorecidos por condi¢des ideais de temperatura, entre 122 a 40° C, pH, entre 3,5
a 8,0, atividade agua, proxima a 0,99. Outros fatores que favorecem seu
crescimento ainda incluem eventuais episédios estressantes sofridos pela planta
que dara origem aos graos (como ataque de pragas) e da reducdo do vigor da
mesma (SANTIN, 2005).

Muitas empresas de racdo para caes, independentemente da qualidade de
seus produtos, utilizam grdos na formulacdo. Todavia, algumas marcas de ragao
regularmente usam graos de baixa qualidade. Ha uma forte possibilidade de que
caes que consomem essas ragdes estejam, de fato, sendo expostos cronicamente
a baixos niveis de aflatoxinas, pois se sabe que até 25% da producao mundial de
graos possa estar contaminada por micotoxinas (FINKS-GREMMELS, 1999).

As aflatoxinas podem causar uma intoxicagdo, na maioria dos casos, do
tipo subaguda a crénica, e acometem animais de producao, animais de companhia
e seres humanos no mundo todo. Tais padrdes de intoxicagdo tornam dificil o
diagnéstico precoce, sendo sua prevaléncia subestimada por médicos e médicos
veterinarios. A gravidade da doenca varia de acordo com a espécie, idade, estado
hormonal (estro ou gestacdo), estado nutricional, quantidade de toxina ingerida e
tempo de ingestdao (SCHULTZ, 1988).

A primeira descricdo de aflatoxicose em caes foi em 1952 nos Estados
Unidos, quando uma racédo contaminada por fungos ocasionou a “hepatite X”, de
etiologia desconhecida na época (SEIBOLD & BAILEY, 1952; SEIBOLD, 1953). A
descoberta das aflatoxinas (ASAO et al., 1963) permitiu a correlacdo com a
“hepatite X” e assim desvendou a sua causa (NEWBERNE et al.,1966).
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Nos animais de estimacgéo (caes, gatos, aves, peixes), o figado é o principal
orgao alvo. As aflatoxinas também sao imunodepressoras, nefrotoxicas,
carcinogénicas e possuem efeito anticoagulante. Os cdes e o0s gatos sao
extremamente sensiveis. A DL50 da aflatoxina B1 nos caes é 0,5-1,0 mg/kg € nos
gatos é 0,3-0,6 mg/kg (PATTERSON, 1977). No Brasil as aflatoxicoses e outras
micotoxicoses ainda sao doencas pouco e/ou mal diagnosticados em pequenos
animais.

As aflatoxinas sé&o potentes inibidores da mitose, pois se ligam ao DNA do
cromossomo e impedem a atividade de transcricdo da RNA polimerase. Em outras
palavras a ligacdo das aflatoxinas as moléculas de DNA impede a produgédo de
novos RNA a partir do molde de DNA no cromossomo dos hepatocitos, evitando
subsequente replicacao celular (MOISAN, 2006).

A aflatoxicose clinica em caes pode ser diferenciada como aguda,
subaguda, ou crbénica. A aflatoxicose aguda ocorre quando céaes ingerem
quantidades acima de 1,0 mg/kg de aflatoxina Bi, a subaguda ocorre apéds
ingestdo de concentracdes entre 0,5 e 1,0 mg/kg de aflatoxina By e a forma
cronica é causada pela ingestédo, continuada ou intermitentemente, de pequenas a
moderadas quantidades de aflatoxinas, entre 0,5 e 30 pg/kg aflatoxina Bj
(NEWBERNE et al., 1966).

Os sinais clinicos variam muito e incluem vémito, depressao, polidipsia,
polidria, anorexia, ictericia e reducado do crescimento, mas a mortalidade é quase
sempre baixa (PATTERSON, 1977).

Na histopatologia de casos agudos ha presenca de grave transformacgao
gordurosa com nitida vacuolizacdo dos hepatécitos, hiperplasia dos ductos biliares
e congestao das veias portal e central (RUMBEIHA, 2000). Em casos subagudos
ha transformacéao gordurosa, hiperplasia dos ductos biliares, inicio de regeneracao
hepatica e fibroplasia portal. Nos casos crénicos ha extensa fibrose hepatica e
hiperplasia dos ductos biliares, fibrose portal com formacao de pontes fibréticas e
nddulos de regeneracdo (NEWMAN et al., 2007).

A exposicdo as aflatoxinas tem o potencial de determinar o

desenvolvimento de neoplasia hepatica nos animais de estimagdo que se
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recuperaram dos efeitos da exposicdo aguda, subaguda ou crénica (RUMBEIHA,
2000). As alteragbes da coagulacao estao relacionadas a estrutura quimica e
farmacodindmica das aflatoxinas, que se comportam como cumarinicos,
exercendo um efeito anticoagulante (BABABUNMI et al., 1997).

O diagnéstico pode ser feito pela analise do alimento suspeito, com
identificagdo e quantificagdo das micotoxinas. Os métodos s&o seguros, mas
correspondem somente a amostra analisada e nao necessariamente consumida. A
amostragem do alimento é complicada, pois a distribuicdo das micotoxinas pode
ser muito heterogénea, ja que elas podem concentrar-se em uma area ou ponto
especifico da racdo armazenada (COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).

Os métodos mais utilizados sdo ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) e os métodos quimicos cromatografia em camada delgada (Thin-layer
Chromatography - TLC), cromatografia liquida de alta resolugdo (High-
Performance Liquid Chromatography - HPLC) e também cromatografia gasosa
(FIREMAN, 2007). Os achados de necropsia e a caracterizacao histopatoldgica
poderdo apenas sugerir a doenca.

O objetivo deste estudo foi determinar quais as manifestagdes bioquimicas
e estruturais decorridas da intoxicacao experimental pela aflatoxina veiculada pelo
alimento contaminado. Além disso, analisar pelos dados obtidos, quais dessas
alteracdes poderiam ser potencialmente utilizadas no futuro como marcadores da
intoxicagdo com dose subletal de aflatoxina em cées, possibilitando assim um

diagnéstico precoce e evitando complicacdes mais graves da doencga.

3.4 - MATERIAL E METODO

O modelo experimental foi desenhado utilizando caes da raga Retriever do
Labrador, de 4 a 5 meses de idade, peso e género igualmente distribuidos em 2
grupos. Estes cdes foram mantidos em condicées ambientais, de alimentagéo e de
higiene controladas, em um canil experimental localizado na Pontificia
Universidade Catélica do Parana — PUC-PR - Campus Sao José dos Pinhais,

Parana.
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O projeto foi analisado e aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais
da PUC-PR de acordo com as normas vigentes nessa universidade.

Os animais foram divididos em dois grupos de 8 caes cada: 1) Um grupo foi
exposto, cronicamente por 3 meses, a niveis subletais de aflatoxina purificada em
sua alimentacao (100 pg/Kg); 2) O grupo controle recebeu 0 mesmo preparado
alimentar sem a adicao de aflatoxina.

A composicao basica da racao era leite integral em po, farinha de carne,
farinha de peixe, farinha de visceras de frango, milho integral, farelo de gérmen de
milho, quirera de arroz, farelo de gluten de milho, farelo de soja, farelo de trigo,
acucar, 6leo de milho, carbonato de caélcio, suplemento vitaminico e mineral,
cloreto de sédio. Os niveis de garantia fornecidos pelo fabricante podem ser
verificados na TABELA 2.

A racéo disponibilizada para o experimento foi gentilmente doada por uma
fabrica de racdo para carnivoros e apresentava-se extrusada e peletizada, sem o
banho final de 6leo de frango e palatabilizante (essa etapa final foi excluida na
fabrica para que o preparo semanal da ragdo com aflatoxina utilizasse os 6leos
como veiculo para adicionar a aflatoxina em pd e assim determinar com preciséao a
contaminacao da racao). A quantidade de 6leos adicionada foi correspondente a
4% do peso final da racdo. O preparo da racao controle iniciava com a colocacao
da racao crua em misturador de cone duplo de tombamento e adicao do 6leo de
frango e palatabilizante. Ja o preparo da racdo com aflatoxina era diferenciado
apenas pela adicdo do pd de aflatoxina purificada ao 6leo de frango e ao
palatabilizante, em quantidade correspondente a 100 pg/Kg. A mistura da
aflatoxina em p6 ao 6leo era feita no liquidificador industrial por 10 minutos para
assimilacdo e homogeneizacdo. Para ambos os tipos de ragdo o misturador era
ligado por 15 minutos para agitar a racao e assimilar os 6leos. A racdo era em
seguida armazenada em sacos de réafia (sacos duplos no caso da racdao com
aflatoxina) e estava pronta para o consumo. Amostras dos dois tipos de ragao
eram colhidas logo apdés o preparo e quase ao término de seu consumo pelos
caes, para analise de micotoxinas pelo método ELISA.
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Foram adotados procedimentos de segurangca para manipulacdo da
aflatoxina purificada por todos os funciondrios que mantinham contato com a
substancia, como uso de mascara de carvao ativado, éculos de protecao, luvas de
borracha e avental. A aflatoxina em pé era mantida em frasco opaco para protecéao
contra luminosidade, aberto somente para pesagem da quantidade necessaria no
preparo semanal. O volume usado semanalmente era acondicionado em
pequenos frascos também protegidos contra luminosidade.

A analise micotoxicoldgica foi feita empregando o método ELISA, por meio
de kits especificos para cada micotoxina a ser pesquisada. As amostras de racao
eram moidas e a fracdo de 10 g era acondicionada em frasco para posterior
extracdo com Metanol 70%, na proporcao de 1 : 5. O kit de Analise de Aflatoxina
Total AgraQuant® tem uma faixa de quantificacdo 4—40 ug/Kg, o Kit de Analise
AgraQuant® Fumonisina Total tem uma faixa de quantificacdo de 0.25 — 5.0
mg/Kg e o Kit de Andlise AgraQuant® Zearalenona tem uma faixa de quantificacéo
de 40-1000 pg/Kg. Cada kit vem completo com padrdes de Aflatoxina, Fumonisina
ou Zearalenona, cada um com 96 micropocos revestidos de anticorpos, 96
micropocos coloridos de diluicdo, conjugado, substrato e solugdo stop. Os
resultados foram obtidos no leitor de placas ELISA ELX-800 da Lionheart
Diagnostics®.

Para padronizacdo da leitura e comparagdo com os dados obtidos
posteriormente, exame fisico geral, ultra-sonografia abdominal, coleta de sangue e
urina, assim como bidpsia hepatica percutdnea utilizando-se agulha do tipo
Menghini e exame histopatoldgico dos fragmentos foram realizados antes do inicio
do experimento. Apds o inicio do experimento, os mesmos procedimentos foram
realizados aos 30, 60 e 90 dias em cada grupo de caes.

As amostras sangulineas para andlise bioquimica do soro foram de 10 mL, e
para analise de bilirrubinas no soro foram de 3 mL, colhidas por venopuncéo
jugular e acondicionadas em tubos de centrifuga, protegidos da luz no caso das
bilirrubinas, para seguinte obtencdo de soro apo6s centrifugacao a 2500 rotacoes
por minuto, durante 5 minutos. A analise bioquimica do soro para quantificacao de
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
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alcalina, gama-glutamil transferase (GGT), bilirrubina direta e total, creatinina,
lipase, uréia sanglinea, proteina total e fracées (albumina e globulina), foi feita
foram realizadas por meio de método colorimétrico em fotémetro semi-automatico
para bioquimica Quick Lab 1l® da marca Drake®, utilizando kits comerciais da Lab
Test® especificos para cada componente a ser analisado. Os resultados foram
obtidos de acordo com a leitura da absorbancia correspondente a cada exame, a
temperatura de 37°C.

As amostras sanglineas para o hemograma foram de 3 mL, colhidas por
venopuncao jugular e acondicionadas em tubos de centrifuga com EDTA (Acido
Etilendinitrilo Tetraacético) como anticoagulante, para seguinte utilizacdo do
sangue total. Foram realizadas contagens manuais do total de hemaéacias,
plaquetas e leucécitos, feitas em camara de Neubauer, apds diluicdo prévia do
sangue. Para a contagem de eritrocitos a diluicdo empregada foi 20 uL de sangue
total em 4 uL de liquido de Hayem. Para a contagem de leucdcitos a diluicao foi de
20 uL de sangue total em 400 pL de liquido de Turckey. O esfregaco sangtiineo é
feito para realizar a diferenciagdo entre leucocitos, determinando o numero de
neutrofilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basdfilos. Usado também para
avaliar a série vermelha e realizar a contagem de plaquetas. A técnica do
esfregaco baseia-se em arrastar uma gota de sangue sobre a superficie da lamina
de vidro, com a borda de outra lamina, para formacao de uma pelicula. A lamina
foi corada com Pandtico e observada em microscopio com objetiva de aumento de
100X.

As amostras sangliineas para a realizacao dos tempos de protrombina e
tromboplastina parcial ativada foram de 3 mL, colhidas por venopuncao jugular e
acondicionadas em tubos de centrifuga contendo solucdo de Citrato de Sdédio
Tamponado a 3,2% como anticoagulante, para seguinte utilizacdo. A amostra de
sangue é centrifugada para obtencdo do plasma sanguineo citratado. Para
determinacao do tempo de protrombina (TP), foram pipetados 50 uL do plasma em
tubos pré-aquecidos e incubados a 37°C por 3 minutos. Apds, adicionaram-se
100uL do respectivo reagente pré-aquecido a 37 °C, revertendo o efeito do citrato

e permitindo que ocorra a coagulacdo. Para determinacdo do tempo de
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tromboplastina parcial ativada (TTPa), foram pipetados 50uL do plasma e 50 uL
do respectivo reagente (com ativador elagico) em tubos pré-aquecidos e
incubados a 37°C por 1 minuto. Apés, foi adicionado 50 uL de cloreto de calcio
pré-aquecido a 37°C e incubado por 3 minutos. A medicao baseia-se no tempo de
coagulacdao de um plasma sanguineo recalcificado. O tempo que as amostras
levam para coagular € medido opticamente. Os reagentes foram da marca Wiener
Lab® usados no coagulémetro Quick Timer [I® da Drake®.

Os fragmentos de figado colhidos por meio de bidpsia foram fixados por 48
horas em formol tamponado 10%, desidratados por imersdao em uma série
crescente de etanol, diafanizados e incluidos em parafina. Os cortes de 5 mm
foram obtidos e subsequentemente corados com hematoxilina-eosina. As laminas
e laminulas de vidro com os cortes foram entdo montadas e a analise histologica
foi feita em microscépio o6ptico com objetivas de 10, 20, 40 e 100 vezes.

Hemograma e analise bioquimica do soro, incluindo avaliagdo da alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina,
creatinina, uréia sanglinea, proteina total e fragdes, gama-glutamil transferase
(GGT), bilirrubinas, lipase, tempos de protrombina (TP) e tromboplastina parcial
ativada (TTPa) além de urinalise, foram feitos em todas as datas mencionadas. As
amostras do figado foram enviadas para exame histopatolégico para pesquisa de
sinais tipicos de exposi¢do as aflatoxinas como necrose hepatica centrolobular e
hiperplasia dos ductos biliares.

Houve o 6bito de um dos animais do grupo aflatoxina onze dias antes do
ultimo procedimento de colheita de amostras. Os resultados e achados de
necropsia serao discutidos em um capitulo a parte.

A anadlise estatistica das medicbes clinicas foi realizada empregando o
teste-t ou analise de variancia (ANOVA). Os testes foram todos realizados por um
software de analises estatisticas (JMP; SAS Institute Inc., Cary, NC). Se alguma
significAncia estatistica foi encontrada os valores de P foram corrigidos
posteriormente, usando um dos testes de post-hoc (testes de Fisher ou Tukey-
Kramer). Os dados foram considerados significativos quando P< 0,05. Para

melhor compreender e analisar os resultados entre 0s grupos e entre as de
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amostra foram feitas comparagdes entre grupos para as diferentes colheitas, e
entre colheitas para os diferentes grupos.

3.5 - RESULTADOS

A pesquisa de micotoxinas nas amostras de racao, pelo método ELISA,
revelou a presencga de outras micotoxinas ja existentes, originadas naturalmente
nos subprodutos e/ou na racdo vinda da fabrica. As micotoxinas pesquisadas e
encontradas foram aflatoxina, zearalenona e fumonisina, tanto no alimento
preparado para o grupo controle quanto para o grupo aflatoxina (TABELA 3). Os
resultados obtidos para a analise de aflatoxina variaram de 71 a 108 pg/Kg, com
média de 78,6 + 7,5 EPM, mesmo que os célculos tenham sido feitos para uma
dose de 100 pg/Kg.

Os cées, apos trés meses de exposicao a aproximadamente 78,6 ug/Kg de
aflatoxina, demonstraram elevacdo na atividade da ALT (GRAFICO 1), AST,
bilirrubina direta, bilirrubina indireta, bilirrubina total (GRAFICO 2), fosfatase
alcalina e reducgao da proteina total, globulina, proteina plasmatica, lipase e uréia
(TABELA 4). Nao houve alteragdes significativas na atividade da albumina,
creatinina e GGT. A atividade da GGT apéds trés meses apresentou uma tendéncia
a elevacdo, mas que nao foi significativa devido a elevada variacao individual
observada (TABELA 5).

O tempo de protrombina revelou elevacado gradativa desde o dia 30. Nos
Dias 30, 60 e 90 o grupo aflatoxina teve suas médias acima do intervalo de
referéncia (5,47 — 8,27 segundos — 6,87 + 1,4 EPM) (LOPES et al., 2005)
(GRAFICO 3). O tempo de tromboplastina parcial ativada revelou elevagao
gradativa desde o dia 30. Todas as mensuragcdes apresentaram valores dentro do
intervalo de referéncia (13,5 — 16,7 segundos — 15,1 £ 1,6 EPM) (LOPES et al.,
2005) (GRAFICO 4).

No hemograma, o eritrograma nao demonstrou alteracdes significativas, ja
o leucograma demonstrou uma tendéncia de reducéao (p > 0,05) nas contagens de
leucdcitos totais, linfocitos, mondcitos, neutrdfilos e segmentados (TABELA 5).

Nao houve alteracdao significativa na contagem de bastonetes, eosinéfilos e
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plaquetas, nem na mensuragdo de fibrinogénio. Na urindlise houve elevagéo
significativa na mensuracdo de pH (TABELA 4), mas nado houve alteracao
significativa na mensuracao da densidade urinaria.

Na histopatologia houve transformacdo gordurosa leve a moderada,
infiltrados inflamatérios (neutréfilos), fibrose periportal e necrose de hepatdcitos
isolados (FIGURA 1). A transformacédo gordurosa foi encontrada em diferentes
graus em ambos 0s grupos ao longo dos trés meses. Uma média de 51,25% das
amostras do grupo aflatoxina apresentou transformacao gordurosa.

A presenca de infiltrados inflamatérios do tipo monomorfonuclear
(neutrofilos e linfécitos) principalmente em localizagdo periportal demonstrou uma
média de 45% das amostras do grupo aflatoxina contra completa auséncia dessas
células no grupo controle. Ao final de trés meses de intoxicagao o grupo aflatoxina
apresentou 80% de amostras contendo infiltrados inflamatérios em localizagéo
periportal, contra auséncia de inflamacao no grupo controle.

A fibrose periportal esteve presente em 40% das amostras do grupo
aflatoxina ao final de trés meses em comparacao com total auséncia de fibrose no
grupo controle. Houve ainda formacdo de pontes fibroticas que ligavam espaco
porta a veia centrolobular.

Um inicio de colestase esteve presente em 25% das amostras do grupo
aflatoxina no dia 60. Aos 90 dias 60% das amostras desse grupo apresentaram
colestase em grau leve. Houve auséncia total de colestase em qualquer grau no
grupo controle. Os achados histopatolégicos de colestase corroboram os achados
de aumento de bilirrubina indireta, devido aos hepatdcitos lesionados, ou
bilirrubina direta, devido a obstru¢do do sistema biliar intra-hepatico, na avaliacéo
bioquimica.

Ao final de trés meses o0 cdo 9 apresentou necrose periportal dos
hepatécitos, além transformacao gordurosa, infiltrados inflamatérios em espaco
porta, fibrose periportal com formacao de pontes fibréticas, hiperplasia de ductos
biliares e colestase leve.

Na ultra-sonografia observou-se principalmente hiperecogenicidade
hepatica comparativamente ao cértex do rim direito ao final de trés meses de
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intoxicagdo (FIGURA 2). No dia 90 o grupo aflatoxina apresentou 62,5 % dos cées
com hiperecogenicidade hepética, duas vezes e meia a mais de caes com
hiperecogenicidade hepatica dos caes do grupo controle (25%). Apds trés meses
de intoxicacao o cao 14 além da hiperecogenicidade apresentou um leve aumento
hepatico. Os cées intoxicados ainda apresentaram alteragdes na vesicula biliar, o
cao 11 com sedimento ecogénico e o cao 13 com edema de parede.

O exame fisico ndo demonstrou alteracées significativas na mensuracao do

peso ou afericdo da temperatura.

3.6 - DISCUSSAO

A principal toxina associada com aflatoxicose é a aflatoxina B, e sua maior
consequéncia € a hepatotoxicidade. A toxicidade sé pode ser verificada no
alimento suspeito apéds a verificagdo da sua presenca e da sua poténcia tdxica por
método analitico (KETTERER et al.,1975).

A variagao das taxas de metabolismo entre diferentes espécies, idades,
estado nutricional e niveis hormonais prejudica o acesso a animais expostos
(GREENE et al., 1977). A susceptibilidade individual também pode ser afetada por
niveis de horménios sexuais, idade, dose e/ou grau de recusa alimentar
(STENSKE et al., 2006).

A aflatoxina tem uma dose letal para 50% da populacéo de caes (DL 50)
entre 500 e 1000 pug/Kg, mas doses acima de 60 ug/Kg ja podem ser toxicas. O
o6rgao americano que regulamenta alimentos e drogas (Food and Drug
Administration — FDA) sugere completa auséncia de aflatoxina nos alimentos, mas
determina legalmente um limite maximo de 20 pg/Kg (ARMBRECHT et al.,1971;
HAYES & WILLIAMS, 1978; HIDE et al., 1977; AGAG, 2004).

A aflatoxicose aguda ocorre quando caes ingerem quantidades acima de
1,0 mg/kg de aflatoxina B,, a subaguda ocorre apds ingestdo de concentracoes
entre 0,5 e 1,0 mg/kg de aflatoxina B; e a forma crénica € causada pela ingestéo,
continuada ou intermitentemente, de pequenas a moderadas quantidades de
aflatoxinas, entre 0,5 e 30 pg/kg aflatoxina B; (NEWBERNE et al., 1966).
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A dose de aflatoxina purificada escolhida para o experimento foi de 100
Hg/Kg para a intoxicacao experimental por trés meses. Essa quantidade encontra-
se na faixa entre 50 — 300 ug/Kg, baixa a moderada quantidade de aflatoxina,
responsaveis por causar aflatoxicose cronica apdés 6 — 8 semanas de ingestao
continua ou intermitente (RUMBEIHA, 2000).

Os resultados obtidos para a analise de aflatoxina variaram de 71 a 108
Hg/Kg, com média de 78,6 £ 7,5. A diferenga entre a dose calculada e a dose
encontrada na analise de aflatoxina pode ser devido a perdas durante o preparo
da racéao, superestimacao da concentracado da fonte de aflatoxina purificada que
assim alterou os calculos, erro devido a amostragem ou mesmo erro na
quantificacao de aflatoxina pelo teste ELISA.

A presenca de outras micotoxinas (fumonisina e zearalenona) na ragao
provavelmente agiu como um fator agravante na situacdo clinica e na
fisiopatologia da intoxicagdo dos caes devido ao efeito sinérgico existente entre as
micotoxinas. O limite maximo considerado seguro pode ser alterado pela presenca
de outras micotoxinas (COPPOCK & CHRISTIAN, 2007).

Ainda ndo existem estudos sobre a intoxicagdo de cdes por fumonisina,
nem de seus efeitos junto da presenca de aflatoxina, mas DILKIN et al. (2003)
demonstrou em suinos que a combinacao de aflatoxina By e de fumonisina B;
reduziu a conversao alimentar e o consumo de racédo e que a interacao foi aditiva
em relacdo aos parametros imunoldgicos e hepatotéxicos. Também nao existem
relatos do sinergismo entre aflatoxina e zearalenona, nem de fumonisina e
zearalenona em caes, mas acredita-se que sejam interacdes aditivas ja que
possuem mecanismo de agao diferentes.

As alteracOes clinicas observadas nos céaes intoxicados com aflatoxina
foram inespecificas e manifestaram-se nas ultimas duas semanas do experimento.
Houve presenca de depressao, anorexia e diarréia, todos de forma intermitente.
Nao houve alteracdes significativas no peso e na temperatura quando comparados
ao grupo controle. Os sinais classicos de aflatoxicose semelhante ao estudo sao:
anorexia, depressao, poliuria, polidipsia, ictericia, vdmito, diarréia, melena, diatese

hemorragica e pode ocorrer morte apd6s choque intravascular disseminado
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(GREENE et al., 1977; PATTERSON, 1977; LIGGETT et al., 1986 e NEWMAN et
al., 2007). Vale salientar que no estudo de SHIH et al. (2007) observou-se que os
caes Retriever do Labrador tém predisposicdo a doenca hepatica crénica, em
comparagao com outras ragas, e muitos desses caes apresentaram elevagao das
enzimas hepaticas, mas nenhum sinal clinico. Por este motivo talvez os caes da
raca Retriever do Labrador sejam ainda mais sensiveis aos danos hepaticos e
hemodinamicos causados pelas micotoxinas, particularmente pela aflatoxina.

Os sinais clinicos inespecificos ndo sao suficientes para o diagnéstico, mas
a combinacdo deles pode sugerir aflatoxicose, que deve ser incluida na lista de
diagnéstico diferencial dos cdes com sinais de doencas gastrintestinais,
particularmente os hepatopatas, que sdo levados a clinica.

A elevacao da ALT e da AST apbs perdas por extravasamento do
citoplasma sugeriu danos nos hepatécitos pela necrose e pelo edema
hepatocelular e corroboram os achados de NEWMAN et al. (2007) e COPPOCK &
CHRISTIAN (2007). A elevagao de todas as bilirrubinas foi devido ao edema dos
hepatécitos, colestase, e fibrose periportal com hiperplasia dos ductos biliares e
corrobora os achados de NEWMAN et al. (2007). A elevacao da fosfatase alcalina
devido a colestase biliar corrobora os achados de CHAFFEE et al. (1969) e
NEWMAN et al. (2007). A elevacao dos niveis de ALT, AST, bilirrubinas e
fosfatase alcalina foi um reflexo do estabelecimento de doenca hepatica no grupo
que recebeu aflatoxina por trés meses. As reducdes da proteina total sérica (soro
proveniente de colheita de sangue total e ocorréncia de coagulacao natural com
gasto de fibrinogénio, fibrina e fatores de coagulagao participantes da coagulacao)
e da proteina plasmatica (proveniente do plasma obtido apds colheita de sangue
em frasco com EDTA) demonstraram a inibicdo da sintese protéica decorrentes
dos danos hepaticos causados pela aflatoxina, achados que corroboram
DENNING (1987) e NEWMAN et al. (2007).

Pode-se concluir que as principais conseqliiéncias da intoxicacdo por
aflatoxina quanto aos parametros bioquimicos, ap6s trés meses de intoxicagao,
foram relacionados ao aumento da atividade de enzimas hepéticas pelo
extravasamento hepatocelular, as conseqiéncias da perda da estrutura hepatica
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funcional, ao aprisionamento de bile e suas consequéncias téxicas para o figado e
a significativa reducao da sintese protéica.

As lesbes histopatolégicas observadas neste estudo sdo semelhantes as
previamente descritas para aflatoxicose em caes. BASTIANELLO et al. (1987)
classificaram a doenca, pelo exame histopatolégico, como aguda, subaguda e
cronica. A forma subaguda é caracterizada por hiperplasia de ductos biliares,
variados graus de fibrose, perda da arquitetura normal dos cordbes de
hepatécitos, extensa transformacao gordurosa, formacado de pontes fibroticas e
presenca de discreta lobulacdo, esta que em caes saudaveis apresenta-se
indistinta. No dia 90 os caes intoxicados apresentaram transformag¢do gordurosa
(80%), fibrose hepatica periportal (40%), colestase (60%) e necrose de
hepatécitos isolados (20%), achados estes corroborados pelos trabalhos de
NEWBERNE & BUTLER (1969); EDDS (1973); BASTIANELLO et al. (1987);
CENTER (1996) e NEWMAN et al. (2007). Houve também a presenca de
infiltrados inflamatérios em 80% dos caes, o que corrobora os achados de
infiltrados linfocitarios em localizagédo periportal de CENTER (1996) e NEWMAN et
al. (2007).

Segundo a descricdo de BASTIANELLO et al. (1987) a doenca dos caes
intoxicados nesse estudo foi classificada histopatologicamente como aflatoxicose
do tipo subaguda. BASTIANELLO et al. (1987) descreveu a forma aguda pela
presenca de transformacdo gordurosa, distinta vacuolacdo dos hepatécitos,
canaliculos biliares preenchidos com bile e congestdo das veias portal e central, e
a forma crdnica pela presenca de extensa fibrose hepatica, hiperplasia dos ductos
biliares e ndédulos de regeneracao hepatocelular.

Adicionalmente, as observacbes de tendéncias nao significativas
demonstradas pelos animais que receberam aflatoxina por trés meses poderiam
ser explicadas das seguintes formas: 1) Tendéncia de elevagdo da atividade da
GGT - demonstrando uma possivel colestase biliar, uma das principais alteracoes
encontradas em casos de aflatoxicose segundo COPPOCK & CHRISTIAN (2007),
e 2) Tendéncia de reducdo nas contagens de leucécitos totais, linfécitos,
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mondcitos, neutréfilos e segmentados - possivel conseqiéncia da
imunossupressao causada pelo consumo de aflatoxina.

A elevacao do tempo de protrombina, de forma gradativa e desde os 30
dias de intoxicacdo, demonstrou alteracdo na via de coagulacdo comum (fatores
V, X, protrombina e fibrinogénio), sendo um possivel efeito anticoagulante da
aflatoxina e/ou deficiéncia de vitamina Kj. A alteracdo na coagulacdo pode ser
explicada em parte pela composicao quimica da aflatoxina ser do tipo cumarinica
e atua como anticoagulante (GREENE et al., 1977). A deficiéncia de vitamina K1
pode ser decorrente de uma doenca hepatica (CENTER, 1996). A elevagdo do
tempo de tromboplastina parcial ativada também de forma gradativa e desde 30
dias de intoxicacao demonstrou alteracao na via de coagulacéo intrinseca (fatores
VIII, IX, XI, XII) e/ou na via de coagulacdo comum (fatores V, X, protrombina e
fibrinogénio). O aumento significativo nos tempos de protrombina e tromboplastina
parcial ativada corrobora os achados de GREENE et al. (1977); COPPOCK &
CHRISTIAN (2007) e NEWMAN et al. (2007). Essas alteracbes revelam
claramente que na vigéncia de lesao hepatica, a coagulacao destes caes mostrou-
se severamente e precocemente comprometida.

Na urindlise, a elevacdo do pH ocorreu em consequiéncia a uma possivel
infecgcao urinaria subclinica provavelmente causada por imunossupressao vigente,
pois havia grande quantidade de bactérias na urina dos caes intoxicados.

Na ultra-sonografia a hiperecogenicidade hepatica, em relagdo ao cértex do
rim direito, aparece em decorréncia da fibrose hepatica, sendo mais evidente apds

trés meses do inicio da intoxicagao.

3.7 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos revelaram que a primeira alteragdo significativa
observada em cé&es intoxicados experimentalmente por aflatoxina é uma
coagulopatia, particularmente no que tange alteracdes nos tempos de protrombina
e tromboplastina parcial ativada. Sugere-se, portanto, particularmente por causa
da precocidade do aparecimento destas alteracdes, a possibilidade de utilizar tais
exames de coagulacdo como marcadores de aflatoxicose inicial e/ou subaguda.
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As analises laboratoriais, ultra-sonograficas e clinicas mais classicas para o
diagnéstico de aflatoxicose demonstraram alteracées significativas somente apés
trés meses de intoxicacdo, o que dificulta sua aplicabilidade como ferramentas de
diagndésticos nas fases mais iniciais da doenga.

Pacientes com alteragdes do perfil bioquimico sérico tais como aumento de
AST, bilirrubina total, direta e indireta, acompanhada de reducéo da proteina total,
albumina e globulina devem ser considerados suspeitos de intoxicacdo por
aflatoxina no momento da elaboracao da lista de diagnésticos diferenciais pelo
clinico de pequenos animais.

Nao obstante, na histopatologia de fragmentos de tecido hepético, a
presenca das seguintes alteragdes: colestase, transformacdo gordurosa e
presenca de infiltrados inflamatérios do tipo monomorfonuclear (neutréfilos e
linfécitos), acompanhada de hiperplasia de ductos biliares e fibrose em localizacao
periportal também devem ser consideradas fortemente sugestivas de aflatoxicose,
principalmente quando associado ao histérico, demais achados clinicos e ultra-

sonograficos condizentes.
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FIGURAS

TABELA 2 - NIVEIS DE GARANTIA DA RACAO FORNECIDA AOS CAES. DADOS
FORNECIDOS PELO FABRICANTE.

ITEM QUANTIDADE

UMIDADE (méximo) 12,0%
PROTEINA BRUTA
EXTRATO ENTEREO
MATERIA FIBROSA

(minimo) 28,0%
(minimo) 8,0%
maximo) 5,0%

)
MATERIA MINERAL maximo) 9,0%
)

(
(

CALCIO (maximo) 2,0%
(

FOSFORO minimo) 0,8%
ENERGIA METABOLIZAVEL (méaximo) 2.990 kcal/kg

TABELA 3 — MEDIAS DAS MICOTOXINAS ANALISADAS PELO METODO ELISA, COM USO DE
KITS AGRAQUANT® DA ROMERLABS® ESPECIFICOS PARA CADA MICOTOXINA.
REFERENCIAS: *(FDA, 2000); **(FAO, 2000); ***(FDA, 2001).

AFLATOXINA ZEARALENONA FUMONISINA

(ug/Kg) (ug/Kg) (mg/Kg)
SUBPRODUTOS' 3,3 9,7 4,9
RACAO CONTROLE 35 7,8 4,7
RACAO COM AFLATOXINA 78,6 6,9 5,4
NiVEIS MAXIMOS - . e
RACAO CAES 20,0 5,0 50

TCONJUNTO DOS INGREDIENTES LEVEDURA DE CERVEJA, FARELO DE TRIGO, FARELO
DE SOJA, QUIRERA DE ARROZ, FARELO DE MILHO, FARELO DE TRIGO MOIDO E SUB-
PRODUTOS DE MILHO.
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TABELA 4 — EFEITO DA INGESTAO DE 78,6 ng/Kg DE AFLATOXINA AO FINAL DE 3 MESES
QUANTO AOS PARAMETROS BIOQUIMICOS, ATIVIDADE ENZIMATICA E URINALISE (MEDIA
+ EPM-ERRO PADRAO MEDIO)

ALTERAGCOES SIGNIFICATIVAS

VALORES DE DIETA
ITEM .

REFERENCIA CONTROLE AFLATOXINA
ALT (21 - 102 UI/L)* 99,118 + 5,916 150,44 + 5,828
AST (23 - 66 UI/L)* 80,763 + 6,830 105,3 + 7,430
BILIRRUBINA DIRETA (0,06 - 0,12 mg/dL)* 0,325+ 0,071 0,770 + 0,067

BILIRRUBINA INDIRETA (0,01- 0,49 mg/dL)* 0,663 £ 0,093 1,060 = 0,120

BILIRRUBINA TOTAL (0,1 -0,5 mg/dL)* 0,988 + 0,159 1,824 + 0,143
FOSFATASE ALCALINA (20 - 156 UI/L)* 115,13 + 6,962 171,8+ 5,529
PROTEINA TOTAL (5,4 - 7,1 g/dL)* 5,240 + 0,085 4,657 + 0,126
GLOBULINA (2,3-5,2 g/dL)* 1,883+ 0,074 1,543 + 0,082
PROTEINA PLASMATICA (5,8 - 7,8 g/dL)* 5,950 + 0,098 5,314+ 0,174
LIPASE (104 -1753 UI/L)* 217,55+ 11,86 126,40 + 27,28
UREIA (10 - 60 mg/dL)* 62,741+ 1,858 36,151+ 4,538
pH URINARIO (5,5-7,0)* 6,071+ 0,170 7,167 £ 0,307

*(REFERENCIA: KANEKO et al., 1997)
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TABELA 5 - EFEITO DA INGESTAO DE 78,6 ug/Kg DE AFLATOXINA AO FINAL DE 3 MESES
QUANTO AOS PARAMETROS BIOQUIMICOS E CONTAGEM DO LEUCOGRAMA (MEDIA +
EPM)

TENDENCIAS DE ALTERACAO (NAO SIGNIFICATIVAS)

VALORES DE DIETA
ITEM A

REFERENCIA CONTROLE AFLATOXINA
GGT (1,2-6,4 UI/L)* 1,680 + 0,38 3,254 + 1,436
LEUCOCITOS (6000 — 17000 cels/ mm®)** 16327 + 767 14514 + 1159
LINFOCITOS (1000 — 4800 cels/ mm® )** 4580 + 437 4238 + 679
MONOCITOS (150 — 1250 cels/ mm?®)** 1206 + 192 1004 + 226
NEUTROFILOS (3000 — 11800 cels/ mm®** 9893 + 576 8851 + 628
SEGMENTADOS (3000 — 11500 cels/ mm®)** 9893 + 576 8801 + 602

REFERENCIA: *(KANEKO et al., 1997); ** (JAIN, 1993).

GRAFICO 1 — ALT - ELEVAGAO SIGNIFICATIVA DA ALT AO FINAL DE 3 MESES DE
INTOXICACAO (MEDIA + EPM) . A COMPARACAO ENTRE GRUPOS DEMONSTROU QUE NO
DIA 90 A MEDIA DO GRUPO CONTROLE FOI SIGNIFICATIVAMENTE INFERIOR A MEDIA DO
GRUPO AFLATOXINA. JA NA COMPARACAO ENTRE DATAS, NOS DIAS 0, 30 E 60 AS
MEDIAS DO GRUPO AFLATOXINA FORAM SIGNIFICATIVAMENTE INFERIORES A SUA MEDIA
NO DIA 90, SUGERINDO O APARECIMENTO DE ALTERAGOES DE MODO MAIS TARDIO.
REFERENCIA: 21 — 102 UI/L (KANEKO et al., 1997).
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GRAFICO 2 - BILIRRUBINA TOTAL - ELEVAGAO SIGNIFICATIVA DA BILIRRUBINA TOTAL AO
FINAL DE 3 MESES DE INTOXICAGAO (MEDIA + EPM). A COMPARAGAO ENTRE GRUPOS
DEMONSTROU QUE NOS DIAS 30 E 90 AS MEDIAS DO GRUPO CONTROLE FORAM
SIGNIFICATIVAMENTE INFERIORES AS MEDIAS DO GRUPO AFLATOXINA, JA NA
COMPARACAO ENTRE DATAS NO GRUPO AFLATOXINA, NOS DIAS 0, 30 E 60 AS MEDIAS
FORAM  SIGNIFICATIVAMENTE INFERIORES A MEDIA DO DIA 90, SUGERINDO O
APARECIMENTO DE ALTERAGOES MAIS DE MODO TARDIO. REFERENCIA: 0,1 — 0,5 mg/dL
(KANEKO et al., 1997).
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GRAFICO 3 - TEMPO DE PROTROMBINA - ELEVACAO GRADATIVA DO TEMPO DE
PROTROMBINA NO GRUPO AFLATOXINA, DESDE O DIA 30 (MEDIA + EPM). A COMPARACAO
ENTRE GRUPOS DEMONSTROU QUE NOS DIAS 30, 60 E 90 AS MEDIAS DO GRUPO
CONTROLE FORAM SIGNIFICATIVAMENTE INFERIORES AS MEDIAS DO GRUPO

AFLATOXINA. REFERENCIA: 5,47 — 8,27 segundos (LOPES et al., 2005).
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GRAFICO 4 - TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA ELEVAGAO GRADATIVA DO
TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA NO GRUPO AFLATOXINA, DESDE O DIA
30 (MEDIA + EPM) . A COMPARACAO ENTRE GRUPOS DEMONSTROU QUE NOS DIAS 30, 60
E 90 AS MEDIAS DO GRUPO CONTROLE FORAM SIGNIFICATIVAMENTE INFERIORES AS
MEDIAS DO GRUPO AFLATOXINA. REFERENCIA: 13,5 — 16,7 segundos (LOPES et al., 2005).
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FIGURA 1 - FOTOMICROGRAFIAS REPRESENTATIVAS DA HISTOPATOLOGIA HEPATICA. (A)
GRUPO CONTROLE: REVELANDO LEVE GRAU DE VACUOLACAO GLICOGENICA NESTA
AMOSTRA DE FIGADO SAUDAVEL, COLORACAO HE 400x. (B) GRUPO AFLATOXINA:
REVELANDO TRANSFORMAGCAO GORDUROSA (FLECHA), FIBROSE (ESTRELA), NECROSE
PERIPORTAL (SETA) E INFILTRADOS INFLAMATORIOS EM ESPACO PERIPORTAL,
COLORAGCAO HE 100x.
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FIGURA 2 — IMAGENS DE ULTRA-SONOGRAFIA DEMONSTRANDO CORTES DA REGIAO DE
RECESSO NEFRO-HEPATICO. (A) ANIMAL DO GRUPO CONTROLE: REVELANDO
ECOGENICIDADE HEPATICA SEMELHANTE AO CORTEX DO RIM DIREITO - FIGADO
SAUDAVEL. (B) ANIMAL DO GRUPO AFLATOXINA: EVIDENCIANDO HIPERECOGENICIDADE
HEPATICA EM RELAGAO AO CORTEX DO RIM DIREITO, IMAGEM DE FiIGADO COM
TRANSFORMAGCAO GORDUROSA E FIBROSE.
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4 CAPITULO 2 — AFLATOXICOSE EXPERIMENTAL EM CAES RETRIEVER DO
LABRADOR - ACHADOS DE NECROPSIA EM UM CASO (Experimental
aflatoxicosis in Labrador Retriever dogs — Necropsy Findings in One Case)

PATRICIA MUZOLON, ELIZABETH SANTIN, JULIANA WERNER, LEANDRO
LIMA, LUIZ RODOLFO SACAVAZZA GERTNER

4.1 - RESUMO

A aflatoxicose ocorre nos animais apdés a ingestdo de metabdlitos téxicos
produzidos por fungos em graos. As aflatoxinas s&o hepatotdxicas,
imunodepressoras, carcinogénicas e anticoagulantes. Os sinais clinicos sao
vémito, depressdo, polidria, polidipsia, anorexia e ictericia. Foi realizada uma
intoxicagao experimental com 78,6 ug/Kg de aflatoxina adicionada a ragao de caes
da raca Retriever do Labrador durante 3 meses. Aos 79 dias houve o ébito de uma
fémea de 6,5 meses de idade, permitindo descrever os achados da necropsia e da
histopatologia de um c&o sabidamente intoxicado por aflatoxina. Os exames
realizados previamente revelaram reducéao de eritrocitos, proteina plasmatica total,
contagem de plaquetas, proteina total sérica, albumina e globulina, aumento de
AST, bilirrubinas e creatinina. A ultra-sonografia revelou hiperecogenicidade
hepéatica em comparagcdo a cértex do rim direito. Na necropsia havia fluido na
cavidade abdominal, figado palido e amarelado com bordas arredondadas e
consisténcia firme, vesicula biliar repleta e com paredes espessadas, mucosa
estomacal edemaciada, com petéquias, erosdes gastricas e residuo de suco
gastrico, alcas intestinais palidas, com hemorragia ao longo de todo o 6rgéo,
mucosa entérica espessada, hiperémica, com petéquias e erosdes, pulmao com
focos de hemorragia e timo com petéquias. A histopatologia hepatica demonstrou
colestase, infiltrados inflamatérios, vacuolagcdo dos hepatdcitos, transformacao
gordurosa, necrose, fibrose e proliferacdo de ductos biliares, todos em espaco
porta, a histopatologia intestinal demonstrou enterite crénica. A causa do 6bito foi
severa hemorragia intestinal causada por defeitos na coagulagdo culminando com
choque intravascular disseminado.

PALAVRAS-CHAVE: aflatoxicose, caes, necropsia, hepatotoxicidade, hemorragia
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4.2 - ABSTRACT

Aflatoxicosis is a disease that occurs after ingestion of toxic metabolites produced
by fungi on grains. Aflatoxins have hepatotoxic, immunosuepressor, carcinogenic
and anticoagulant properties. The clinical signs of intoxication include vomiting,
depression, polyuria, polydipsia, anorexia and jaundice. An experimental
intoxication investigation was performed using 78.6 ug/Kg of aflatoxin added to the
food of Labrador Retriever dogs for a period of 3 months. At 79 days there was a
death of a 6.5 month old female dog allowing the current description of the
necropsy findings and histopathology results of a dog known to be intoxicated by
aflatoxin. The exams conducted previously showed a reduction of erythrocyte,
plasma total protein, platelet count, serum total protein, albumin and globulin, an
increase of AST, bilirubins and creatinine. The ultrasonic examination revealed
hyperechogenicity of the liver compared to the right kidney cortex. At the necropsy
several abnormalities were observed: Fluid in the abdominal cavity; The liver was
pale and yellow with rounded edges and firm consistency; The gallbladder was
filled and with thickened walls; The stomach mucosa edematous with petechiae,
gastric erosions and gastric juice residue; The intestines were pale, with
hemorrhagic content, thickened mucosa, with a red discoloration along with
petechiae and erosions; Small hemorrhagic foci in the lung and, lastly; Thymus
with petechiae. The liver histopathology showed cholestasis, inflammatory
infiltrates, hepatocytes vacuolation, fatty degeneration, necrosis, fibrosis and bile
duct proliferation, all of that located mainly in periportal areas, the bowel
histopathology showed chronic enteritis. The cause of death was severe intestinal
bleeding caused by defects in coagulation culminating with disseminated
intravascular shock.

KEY WORDS: aflatoxicosis, dogs, necropsy, hepatotoxicity, bleeding
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4.3 - INTRODUCAO

A aflatoxicose € uma doencga que ocorre em conseqiéncia da ingestao de
metabdlitos altamente tdxicos produzidos por fungos, principalmente pelas
espécies Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nominus e Penicilium puberulum.
Esses fungos crescem em uma grande variedade de graos, como milho,
amendoim, soja, arroz, sorgo e semente de algodao, presentes em regioes
tropicais e subtropicais (RUMBEIHA, 2000).

As aflatoxinas sdao metabdlitos secundarios produzidos por fungos. Os
fungos crescem em substratos como graos e subprodutos de graos, por exemplo,
milho, trigo, soja e arroz, geralmente usados na formulacdo da racdo de caes
(CAST, 2003).

A produgdao de metabdlitos secundarios pelos fungos teria a finalidade
bioldgica de aumentar sua competitividade na natureza. A sobrevivéncia desses
fungos no ambiente seria assegurada pela propriedade antibiética (antifungica e
antibacteriana) das micotoxinas. Portanto, os metabdlitos secundarios séo
importantes nas relagdes dos fungos com o ambiente, como por exemplo, em
resposta a um estresse sofrido pela planta como medida de autodefesa frente a
concorréncia com outros microorganismos, ja que as micotoxinas nao possuem
funcéo fisioldgica conhecida para o préprio fungo (CAST, 2003).

As micotoxicoses ja relatadas em céaes envolvem as seguintes micotoxinas:
aflatoxinas, deoxinivalenol (vomitoxina), ocratoxina A, citrinina, zearalenona,
roquefortina e penitren A (RUMBEIHA, 2000). Os sinais clinicos variam muito e
incluem vOmito, depressao, polidipsia, polilria, anorexia, ictericia e reducao do
crescimento, mas a mortalidade € baixa (PATTERSON, 1977).

Foi realizada uma intoxicacdo experimental com 78,6 ug/Kg de aflatoxina
adicionada a ragdo de caes da raca Retriever do Labrador durante 3 meses. O
objetivo foi determinar quais as manifestacées bioquimicas e estruturais
decorridas da intoxicacdo experimental pela aflatoxina veiculada ao alimento
contaminado. Além disso, analisar pelos dados obtidos, quais dessas alteracdes

poderiam ser utilizadas futuramente como marcadores da intoxicag&do crénica com
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dose subletal de aflatoxina em céaes, possibilitando, assim, o diagndstico precoce e
evitando complicacées mais graves da doenca.

Houve um ébito aos 79 dias de experimento de uma fémea com 6 meses de
idade que recebeu ragao contendo 78,6 ug/Kg de aflatoxina na ragéo durante esse
periodo. A causa do Obito foi hemorragia intestinal severa em decorréncia de
choque intravascular disseminado.

O objetivo desse relato foi descrever os achados da necropsia e as
consequentes alteragbes histolégicas presentes em um cao sabidamente
intoxicado por aflatoxina.

4.4 - REVISAO DA LITERATURA

As aflatoxinas sdo causa de intoxicacéo, na maioria dos casos, subaguda a
cronica, e acometem animais de producdo, animais de companhia e seres
humanos no mundo todo. Tais padrées de intoxicacao tornam dificil o diagndstico
precoce, sendo sua prevaléncia subestimada por médicos e médicos veterinarios.
A gravidade da doenca varia de acordo com a espécie, idade, estado hormonal
(estro ou gestacao), estado nutricional, quantidade de toxina ingerida e tempo de
ingestao (SCHULTZ, 1988).

Nos animais de estimacgao (caes, gatos, aves, peixes), o figado é o principal
o6rgao alvo. As aflatoxinas também sao imunodepressoras, nefrotoxicas,
carcinogénicas e possuem efeito anticoagulante. Os cdes e o0s gatos sao
extremamente sensiveis. A DL50 da aflatoxina B1 nos caes é 0,5-1,0 mg/kg € nos
gatos é 0,3-0,6 mg/kg (PATTERSON, 1977). No Brasil as aflatoxicoses e outras
micotoxicoses ainda sdo doencgas pouco e/ou mal diagnosticadas e também pouco
estudadas em pequenos animais.

Os sinais clinicos variam muito e incluem vémito, depressao, polidipsia,
polidria, anorexia, ictericia e reducao do crescimento, mas a mortalidade é quase
sempre baixa (PATTERSON, 1977).

Na histopatologia de casos agudos (ingestdo de quantidades acima de 1,0
mg/kg de aflatoxina) ha presenca de grave transformacdo gordurosa com nitida
vacuolizacdo dos hepatécitos, hiperplasia dos ductos biliares e congestao das
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veias portal e central (RUMBEIHA, 2000). Em casos subagudos (ingestao de
quantidades entre 0,5 e 1,0 mg/kg de aflatoxina) ha transformacao gordurosa,
hiperplasia dos ductos biliares, inicio de regeneracao hepéatica e fibroplasia portal.
Nos casos crénicos (ingestdo, continuada ou intermitentemente, de quantidades
entre 0,5 e 30 pug/kg de aflatoxina) ha extensa fibrose hepatica e hiperplasia dos
ductos biliares, fibrose portal com formacdo de pontes fibréticas e nddulos de
regeneracao (NEWMAN et al., 2007).

A exposicao a aflatoxinas tem o potencial de determinar o desenvolvimento
de neoplasia hepética nos animais de estimagdo que se recuperaram dos efeitos
da exposicao aguda, subaguda ou crénica (RUMBEIHA, 2000). As alteracbes da
coagulacado estao relacionadas a estrutura quimica e farmacodindmica das
aflatoxinas, que se comportariam como cumarinicos, exercendo um efeito
anticoagulante (BABABUNMI et al., 1997).

A maioria dos estudos descritos preocupou-se em descrever os efeitos de
micotoxinas isoladas, ignorando a real condicado em que multiplas micotoxinas sdo
co-produzidas e interagem para agravar o quadro clinico (RUMBEIHA, 2000).

A interacao entre micotoxinas acontece quando muitos ingredientes sao
misturados para um produto final ou quando fungos produzem multiplas
micotoxinas simultaneamente (por exemplo, fungos do género Fusarium e
Penicillium). Niveis conhecidos e seguros podem ser alterados pela presenca de
outras micotoxinas. (COPPOCK & CHRISTIAN (2007)).

As interagbes sdo complexas e ndo totalmente conhecidas resultando em
um conjunto de efeitos caracteristicos que diferem sobremaneira daqueles
observados quando se considera uma micotoxina isolada. Este fato resulta em
maior dificuldade no diagnéstico e enfatiza a necessidade de identificar as
interacdes, para que se possa reconhecé-las assim que se manifestarem (CAST,
2003).

O diagndstico pode ser feito pela analise do alimento suspeito, realizando a
identificagdo e quantificacao das micotoxinas. Os métodos mais utilizados sédo o
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), e os métodos quimicos como a

cromatografia em camada delgada (Thin-layer chromatography - TLC),



79

cromatografia liquida de alta resolucao (High-performance Liquid Chromatography
- HPLC) e cromatografia gasosa. Os métodos de identificacdo e quantificacao das
micotoxinas sao seguros, mas correspondem somente a amostra analisada
naquele momento (FIREMAN, 2007).

A amostragem do material suspeito torna-se complicada, pois a distribuicao
das micotoxinas pode ser altamente heterogénea, elas podem concentrar-se em
aglomerados, dificultando ainda mais a obtencdo de uma amostra representativa
do lote de graos ou racao (COPPOCK &CHRISTIAN, 2007).

O diagnostico também pode ser realizado pela analise de tecidos,
secregdes ou excregdes dos individuos afetados detectando os metabdlitos das
micotoxinas nas amostras. As micotoxinas sao transformadas no organismo em
diferentes composi¢cdes quimicas e podem ser encontradas em o6rgaos-alvo
preferenciais (FIREMAN, 2007). Os achados de necropsia e a caracterizacao
histopatolégica poderdao apenas sugerir a doenca.

4.5 - MATERIAL E METODO

O relato de necropsia refere-se a um cao que participou do modelo
experimental construido utilizando cdes da raga Retriever do Labrador, de 4 a 5
meses de idade, peso e género igualmente distribuidos em 2 grupos. Estes caes
foram mantidos em condicdes ambientais, de alimentacdo e de higiene
controladas, em um canil experimental localizado na Pontificia Universidade
Catélica do Parana — PUC-PR — Campus Sao José dos Pinhais, Parana.

O cao foi exposto a niveis subletais de aflatoxina purificada em sua
alimentacao (100 pg/Kg), de forma crénica, durante 3 meses, juntamente com
outros 7 caes.

A racao disponibilizada para o experimento apresentava-se extrusada e
peletizada, ndo contendo o banho final de éleo de frango e palatabilizante. O nao
emprego dessa etapa final no preparo da racéao foi justificado pela necessidade de
utilizar, posteriormente, o é6leo como veiculo para contaminacao do alimento com
aflatoxina purificada em p6. Amostras da racao pronta foram coletadas para

posterior andlise micotoxicologica.



80

Foram adotados procedimentos de segurangca para manipulacdo da
aflatoxina purificada por todos os funciondrios que mantinham contato com a
substancia, como uso de mascara de carvao ativado, éculos de protecao, luvas de
borracha e avental

Para padronizagdo da leitura e comparacdo com os dados obtidos
posteriormente, exame fisico geral, ultra-sonografia abdominal, coleta de sangue e
urina, assim como bidpsia hepatica percutdnea e exame histopatoldégico dos
fragmentos foram realizados antes do inicio do experimento. Ap6s o inicio do
experimento, os mesmos procedimentos foram realizados aos 30, 60 e 90 dias em
cada grupo de caes.

Hemograma e analise bioquimica do soro, incluindo avaliagdo da alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina,
creatinina, uréia sanglinea, proteina total e fragdes, gama-glutamil transferase
(GGT), bilirrubinas, lipase, tempos de protrombina (TP) e tromboplastina parcial
ativada (TTPa) além de urinalise, foram feitos em todas as datas mencionadas. As
amostras do figado foram enviadas para exame histopatolégico para pesquisa de
sinais tipicos de exposicdo as micotoxinas como a necrose hepatica e a

hiperplasia do ducto biliar.

4.5.1 - HISTORICO DO CAO QUE VEIO A OBITO

A fémea que veio a Obito apresentava-se com 6,5 meses de idade no
momento em que morreu e havia recebido ragdo com aflatoxina durante 2,5
meses anteriores a sua morte. Era um filhote muito ativo e em momento algum
apresentou qualquer um dos sinais tipicos de aflatoxicose e/ou de outra doenca.
Aparentava saude e vitalidade, alimentava-se bem e interagia com os outros caes
e com os tratadores.

Em relacdo aos exames realizados previamente, o hemograma revelou
reducao de eritrocitos, da proteina plasmatica total e da contagem de plaquetas. A
bioquimica sérica revelou aumento de AST, bilirrubina total, direta, indireta e da
creatinina, reducdo da proteina total, aloumina e globulina. A urinalise revelou

urina turva, pH bésico, presenca de bilirrubina, eritrécitos, células de descamacéao
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renal e bactérias cocos. A ultra-sonografia revelou hiperecogenicidade hepética
em comparacao ao rim direito. Na histopatologia houve transformacao gordurosa
de forma muito leve com inicio de vacuolacdo citoplasmatica e presenca de
infiltrado inflamatério muito leve. O peso e a temperatura corporal nao
demonstraram alteragdes.

A andlise micotoxicolédgica da racéo revelou a presenca de 78,6 ug/Kg de
aflatoxina, ao invés de 100 ug/Kg do calculo original. Havia ainda a presenca das
micotoxinas zearalenona (média de 6,9 ug/Kg) e fumonisina (média de 5,4 ug/Kg).

Na semana anterior ao 6bito houve discreta reducao do apetite, mas ndo de
forma significativa, afinal mesmo os caes do grupo controle apresentavam
pequena variacao na ingestdo. A racao era oferecida duas vezes ao dia ad libitum,
mas com sua quantidade maxima limitada ao célculo de necessidade energética
individual, baseado na idade, peso e gasto calérico por exercicios fisicos.

No dia anterior ao 6bito a fémea ingeriu uma quantidade abundante de
racao, inclusive demonstrando querer mais. Apresentava-se ativa e alerta como o
habitual. Nao havia presenca de diarréia no canil ou seu residuo na cadela, nem
sinais clinicos comumente associados a aflatoxicose, tais como vémito, melena,
ictericia, dor abdominal, depresséo, anorexia, diarréia, convulsées ou ascite.

O 6bito foi detectado as 10h, mas a provavel hora do ébito teria sido entre 8
e 9h e 30min. Havia sangue por todo o canil decorrente da diarréia sanguinolenta.
A fémea apresentava mucosas paélidas, pélos ericados, residuo de diarréia
sanguinolenta na regido do perineo e nos membros pélvicos, temperatura corporal
de 35°C e auséncia de rigor mortis. No canil em que a fémea estava havia
presenca de diarréia sanguinolenta no chao e paredes.

O corpo foi embalado em sacos plasticos e levado ao Laboratério de
Patologia Animal da Universidade Federal do Parana para realizacdo da
necropsia. O corpo permaneceu embalado em saco plastico no interior da camara
fria, onde continuou até o momento da necropsia.

A necropsia teve inicio 4 h apds a deteccdo do Obito. Nesse momento o

animal ja apresentava certo grau de rigor mortis e resfriamento corporal. Houve
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inicio dos procedimentos usuais de necropsia, abertura das cavidades abdominal
e toracica, orofaringe e créanio.

Amostras de todos os 6rgaos foram coletadas e armazenadas em solucao
de formalina a 10% para posterior processamento histotécnico dos fragmentos e
montagem de laminas de histopatologia. Imagens dos achados observados
durante o procedimento de necropsia foram armazenadas. No processamento
das amostras empregou-se a histotécnica de rotina, na qual os fragmentos foram
desidratados por imersdo em uma série crescente de etanol, diafanizados e
incluidos em parafina. Os cortes de 5mm foram obtidos e subseqientemente
corados com hematoxilina-eosina e a analise histoldgica foi feita em microscopio

Optico com objetivas de 10, 20, 40 e 100 vezes.

4.6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a necropsia observou-se uma pequena quantidade de liquido na
cavidade abdominal levemente opaco/transparente, esbranquicado e espumoso,
provavelmente em decorréncia de uma hipertensao portal associada a uma fibrose
periportal, bem como de uma hipoproteinemia secundaria a inibicado da sintese
protéica pelo comprometimento hepatico. Tais achados corroboram as
observagdes também feitas por DENNING (1987); HAYES & WILLIAMS (1978);
BASTIANELLO et al. (1987) e NEWMAN et al. (2007) (FIGURA 3).

O figado apresentava-se palido e amarelado, provavelmente em
decorréncia da retencao biliar e da transformagao gordurosa intracitoplasmatica.
As bordas estavam ligeiramente arredondadas, sugerindo um leve aumento de
tamanho pela hipertrofia do reticulo endoplasmatico liso dos hepatécitos. A
consisténcia era firme em conseqiéncia da fibrose periportal estabelecida. A
vesicula biliar estava repleta e com paredes levemente espessadas. Esses
achados corroboram as observacdes feitas por varios autores (NEWBWERNE &
BUTLER (1969); EDDS (1973); KETTERER et al. (1975); GREENE et al. (1977);
PATTERSON (1977); GARLAND & REAGOR (2001) e NEWMAN, et al. (2007))
(FIGURA 4).
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O estbmago apresentou pequena quantidade de suco gastrico,
demonstrando uma gastrite de grau leve e nado havia conteudo estomacal
proveniente da alimentacdo. A mucosa estomacal estava edemaciada e
apresentou petéquias e erosdes gastricas. Tais achados também foram
encontrados por BASTIANELLO et al. (1987) e NEWMAN, et al. (2007) (FIGURA
5). KAO & ROBINSON (1972) acreditam que as micotoxinas causam irritagdo no
trato digestivo, o que pode influenciar na predisposicao a lesdes na mucosa e
reducdo da absorcdo de nutrientes. Adicionalmente, OSWALD et al. (2003)
descobriram que micotoxinas, particularmente a fumonisina podem aumentar a
colonizagao intestinal por bactérias patogénicas em leitdes. Nao ha motivos para
duvidar que tal fenbmeno possa ocorrer em caes também. A doenca hepatica
também pode ser um fator desencadeante de lesdes na mucosa gastrintestinal. A
perda da funcdo hepatica gera saldo negativo de nitrogénio e redugdo da
albumina, que desencadeiam reducgéo da reposicao fisiolégica da mucosa gastrica
com perda da sua funcédo de barreira; hipertensdo portal, que reduz a circulacéo
na mucosa gastrica e aumento dos &cidos biliares e da histamina que estimulam a
producdo de gastrina; tais conseqiéncias sdo determinantes na formacédo de
Ulceras gastricas (CENTER, 1996).

As alcas intestinais apresentavam superficie palida e auséncia completa de
conteudo alimentar, este que foi substituido por um conteldo hemorragico ao
longo de todo o lume do érgao (FIGURA 6). O conteudo hemorragico apresentava
consisténcia gelatinosa com presenca de codgulos sanglineos misturados ao
muco entérico. A mucosa entérica estava espessada, hiperémica e apresentava
petéquias e multiplas fissuras sugestivas de erosdes entéricas, achados que
corroboram as observagdes de EDDS (1973); GREENE et al. (1977);
PATTERSON (1977); BASTIANELLO et al. (1987); COPPOCK & CHRISTIAN
(2007) e NEWMAN, et al. (2007) (FIGURA 7).

O pancreas, o baco e os rins estavam normais, a bexiga estava vazia e
normal. Os cornos uterinos e ovarios estavam normais e involuidos pela

imaturidade sexual.
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O pulméo apresentou pequenas areas de hemorragia (FIGURA 8), o
coracdo apresentou espessamento das valvulas cardiacas e o pericardio
apresentou petéquias. Havia presenca de timo em fase de involugdo, cuja
superficie apresentava multiplas petéquias (FIGURA 9). Petéquias também
estavam presentes na serosa € mucosa gastrica e intestinal. A observacao de
petéquias também esteve presente nos achados de EDDS (1973); BASTIANELLO
et al. (1987) e NEWMAN, et al. (2007).

A histopatologia hepatica revelou presenca de colestase leve, infiltrados
inflamatoérios (mais intenso préximo ao espago porta), severa vacuolacao dos
hepatécitos, moderado grau de transformacdo gordurosa de forma difusa,
hepatécitos eosinofilicos em espaco porta (hepatdcitos com tendéncia necroética -
pré-necrose), padrdo periportal de necrose, fibrose periportal discreta com
formacao de pontes fibréticas e auséncia de picnose. Havia presenca de
proliferacao de ductos biliares em espaco porta, com presenca de 3 a 4 ductos por
espaco porta, mas sem formar um padrao histolégico (FIGURA 10). Esses
achados ja constaram nos trabalhos de EDDS (1973); GREENE et al. (1977);
BASTIANELLO et al. (1987); COPPOCK & CHRISTIAN (2007) e NEWMAN, et al.
(2007) e corroboram o achado de tais alteragdes patolégicas.

Ja no intestino a histopatologia revelou uma intensa enterite, de forma
cronica, com rompimento de vilosidades, mas sem sinal de extravasamento de
hemaceas e a lamina propria apresentava infiltragdo linfoplasmocitica (FIGURA
11). Demais amostras de 6rgaos estavam normais a histopatologia.

Embora ndo houvesse graves alteragdes prévias nos tempos de
protrombina e tromboplastina parcial ativada, havia hipoproteinemia e
trombocitopenia e o animal apresentou um quadro de diatese hemorragica
caracterizado por hemorragia espontanea causada por defeitos no sistema de
coagulacao ou falhas na estrutura dos vasos sangulineos, culminando com choque
intravascular disseminado. Alteracdes de coagulacédo originando hemorragias e/ou
choque intravascular disseminado foram verificadas por EDDS (1973); GREENE
et al. (1977); PATTERSON (1977); BASTIANELLO et al. (1987); COPPOCK &
CHRISTIAN (2007) e NEWMAN, et al. (2007). Ao final da necropsia, cerca de 8
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horas ap6s o 6bito, 0 sangue que extravasou dos vasos apresentava fluidez e,
curiosamente, auséncia de coagulacao (FIGURA 12).

Na aflatoxicose as alteracbes de coagulacdo podem ser justificadas pela
composi¢do quimica da aflatoxina ser do tipo cumarinica, que atua como um
anticoagulante (GREENE et al., 1977; CENTER, 1996). As tendéncias a
hemorragias podem também ocorrer em decorréncia da reducdo de funcéo
hepatica como um todo e pela deficiéncia na producéo hepatica de protrombina e
fibrinogénio (GREENE et al., 1977; BASTIANELLO et al., 1987). O estimulo para o
choque intravascular disseminado no figado debilitado é a combinagéo da precoce
liberacdo de fatores de coagulacado pela lesdo nos hepatocitos e da reducao da

liberacao dessas substancias devido a doenca hepatica estabelecida.

4.7 - CONCLUSOES

O Obito dessa fémea ndo estava previsto na intoxicagdo experimental,
certamente foi uma surpresa para todos os colaboradores do estudo sobre
aflatoxicose experimental do qual este animal fazia parte. A auséncia de sinais
clinicos revela o perigo das intoxicacées subclinicas. Sabe-se também que a
morte de forma subita pode estar presente em muitos casos de aflatoxicose, mas
geralmente ocorre quando altas doses de aflatoxina fazem parte da alimentacao
dos cées.

Muito provavelmente o 6bito resultou da somatéria de uma série de fatores,
como idade, sexo, estado de saude prévio, caracteristicas individuais do animal,
predisposicao ao desenvolvimento de doenca hepatica severa da raca SHIH et al.
(2007), sinergismo entre as micotoxinas encontradas, alimentagdo inadequada
para a fase, e/ou erros de manejo.

O cao nao apresentou exames prévios que detectassem ou sugerissem a
iminéncia de um ébito, nem mesmo os relacionados a coagulacao, sugerindo que
graves alteracbes de coagulacdo podem evoluir muito rapidamente, em questao
de dias. Tais alteracdes sao clinicamente silenciosas e devem fazer parte do leque
de diagnésticos diferenciais durante a rotina clinica nos casos em que sinais

clinicos de hepatopatias e coagulopatias inespecificas estao presentes, pois como
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pdde ser visto tais sinais constituem eminente perigo, uma vez que podem
preceder uma morte subita. A coagulopatia vigente no presente caso teve uma
manifestagdo particularmente severa no aparelho digestério. Outro achado
adicional curioso foi a presenca de multiplas petéquias no timo. Talvez estas duas
caracteristicas venham a contribuir para que clinicos e patologistas no futuro
possam relacionar a aflatoxicose como uma importante causa de coagulopatia que

apresente tais caracteristicas necroscopicas em pequenos animais.
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FIGURAS

FIGURA 3 — LIQUIDO NA CAVIDADE ABDOMINAL LEVEMENTE OPACO, ESBRANQUIGADO E
ESPUMOSO. NOTE TAMBEM A SUPERFICIE PALIDA DAS ALCAS INTESTINAIS.

FIGURA 4 — FIGADO COM COLORAGAO PALIDA E AMARELADA, BORDAS DOS LOBOS
LIGEIRAMENTE ARREDONDADAS PELO LEVE AUMENTO DE TAMANHO, CONSISTENCIA
FIRME. VESICULA BILIAR REPLETA E COM PAREDES LEVEMENTE ESPESSADAS.
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FIGURA 5 — ESTOMAGO COM PEQUENA QUANTIDADE DE SUCO GASTRICO, AUSENCIA DE
CONTEUDO ESTOMACAL ALIMENTAR. MUCOSA ESTOMACAL EDEMACIADA E COM
PRESENCA DE PETEQUIAS E EROSOES GASTRICAS.

FIGURA 6 — INTESTINO APRESENTANDO AUSENCIA DE CONTEUDO ALIMENTAR, ESTE
SUBSTITUIDO POR CONTEUDO HEMORRAGICO, DE CONSISTENCIA GELATINOSA,
APRESENTANDO COAGULOS SANGUINEOS MISTURADOS AO MUCO ENTERICO AO
LONGO DE TODO O LUME DO ORGAO. MUCOSA ENTERICA ESPESSADA, HIPEREMICA,
COM PETEQUIAS E MULTIPLAS FISSURAS SUGESTIVAS DE EROSOES ENTERICAS.




FIGURA 7 — PULMAO COM PEQUENA AREA DE HEMORRAGIA.

FIGURA 8 — TIMO APRESENTANDO SUPERFICIE COM MULTIPLAS PETEQUIAS.
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FIGURA 9 — HISTOPATOLOGIA HEPATICA — NOTE A PRESENGCA DE TRANSFORMAGAO
GORDUROSA, INFILTRADOS INFLAMATORIOS, NECROSE PERIPORTAL E FIBROSE
PERIPORTAL (SETA), COLORAGAO HE 100x.
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FIGURA 11 — HISTOPATOLOGIA INTESTINAL — APRESENTANDO ENTERITE DE FORMA
CRONICA, ROMPIMENTO DE VILOSIDADES, AUSENCIA DE EXTRAVASAMENTO DE
ERITROCITOS E INFILTRAGAO LINFOPLASMOCITICA NA LAMINA PROPRIA, COLORAGAO
HE 100x.

FIGURA 12 — SANGUE QUE EXTRAVASOU DOS VASOS APRESENTANDO CONSISTENCIA
FLUIDA E AUSENCIA DE COAGULAGAO AO FINAL DA NECROPSIA, CERCA DE 8 HORAS
APOS O OBITO.




94

5 CONSIDERACOES FINAIS

As micotoxicoses em caes sdo pouco conhecidas e seu diagnéstico é raro
na rotina de clinicas veterinarias no Brasil. O baixo nimero de diagnosticos nao a
caracteriza como menos importante, apenas demonstra que 0 pouco
conhecimento dos profissionais e a presenca de sinais clinicos inespecificos sao
fatores que dificultam sua suspeita e diagnéstico.

Existe uma busca cientifica de marcadores das micotoxicoses inespecificas,
como uma forma de facilitar seu diagnéstico, mas poucos estudos conseguiram
descrever achados realmente importantes para tanto. Esse também foi um dos
objetivos da intoxicacdo experimental e baseado nos seus resultados pode-se
concluir que as mais importantes alteracoes estiveram relacionadas ao processo
de coagulagdo sanglinea. O componente quimico da aflatoxina € do tipo
cumarinico e por isso a sua presenca e metabolizagdo no organismo a fazem agir
como um anticoagulante. As alteragbes na coagulacdo foram as mais
precocemente detectadas, demonstradas a partir de 30 dias de intoxicacao, e em
completa auséncia de sinais clinicos.

Nesse caso insta salientar-se que diferentemente de muitas outras doencas
o comportamento do animal nao foi alterado, ndo houve demonstracdo de
qualquer sinal classico de um animal doente. Dessa forma justifica-se que a
avaliacao da coagulacao faca parte da rotina de clinicas veterinarias nesses casos
de dificil diagnostico. As analises dos tempos de protrombina e tromboplastina
parcial ativada sdo exames confiaveis, rapidos, de relativo baixo custo e se forem
realizados adequadamente podem conter 0 avanco da doenga, com a sugestao de
mudanca da racao, e assim evitar casos de 6bito repentino.



