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RESUMO

As aflatoxinas estdo entre os produtos metabdlicos de
natureza toxica e sdo produzidos por fungos do género Aspergil-
lus. O presente trabalho tem como objetivo, verificar as possiveis
alteragées da aflatoxicose através da avaliagdo do hemograma,
contagem de reticulécitos e mielograma em cdes. Foram utilizados
vinte cdes (9 fémeas e 11 machos), os quais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos de dez animais. O grupo I recebeu
14g de aflatoxina/kg/dia e o grupo Il 21g de aflatoxina/kg/dia, via
oral, durante vinte dias. Apos foram realizadas colheitas de sangue
e medula 6ssea, a cada sete dias, durante seis semanas. Ambos os
grupos apresentaram sinais clinicos de intoxicagdo por aflatoxina,
0 hemograma e a contagem de reticulocitos ndo demonstraram
variagdes significativas. No mielograma, observou-se acentuada
diminuicdo da série eritrdide e do niimero de megacaridcitos,
aumento significativo da série mieldide e propor¢do mieldide:
eritréide (M:E).

Palavras-chave: hemograma, reticuldcitos, mielograma, aflatoxi-
cose, cdes.

SUMMARY

The aflatoxins are between the metabolics products
nature of toxic and produced are by genus of fungi Aspergillus.
The objective of the present study was to verify alterations of
aflatoxicosis through of evaluation hemogram, reticulocyte count
and myelogram in dogs. Eleven males and nine female dogs were
used. Dogs were randomly allocated into two groups. Group I was
treated with 14g/kg/day of aflatoxin and group I with 21g/kg/day.
The drug was given miled with feed and treatment lasted for 20
days. After the beginning of intoxication, individual blood and
bone marrow samples were taken weekly for six weeks. The two
group to clinical signs present of intoxication by aflatoxin the
hemogram and reticulocyte count not showed significative
variation. The myelogram showed a total reduction in the erythroid
series and number of megacaryocytes significative increase
myeloid serie and myeloid: erythroid ratio (M:E).

Key words: hemogram, reticulocyte, myelogram, aflatoxicosis,
dogs.
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INTRODUCAO

Aflatoxinas sfo elaboradas quando certas
cepas de Aspergillus flavus ou Aspergillus parasiticus
crescem em um substrato sob condigdes favoraveis
para a formag@io da toxina ( CLARK er al., 1986,
NIBBELINK, 1986, HARVEY et al., 1991). O Brasil,
devido a seu clima tropical propicia condi¢Ges ideais
para a proliferagdo dos fungos responsaveis pela
producdo das aflatoxinas (SABINO et al., 1988).
EDDS (1973), cita que as espécies de Aspergillus
Sflavus crescem em temperaturas acima de 21,1°C e
com teor de umidade de 10 a 40%. Estes microorga-
nismos contaminam um grande numero de produtos
alimenticios, podendo-se citar, entre outros, as semen-
tes oleaginosas, os cereais, as raizes e os tubérculos
(SABINO, 1980).

Um grande surto da doenga em cies,
designado “Hepatite X”, foi inicialmente relatado no
sudeste dos Estados Unidos em 1952 (SEIBOLD &
BAILEY, 1952). De acordo com EDDS (1973),
OSUNA & EDDS (1982) e CLARK et al. (1986) a
suscetibilidade a aflatoxina parece variar de acordo
com as espécies, raga, sexo, idade, nutrigfio e estado de
salide.

NIBBELINK (1986) relata que os dados
laboratoriais em casos de aflatoxicose freqiientemente
devem refletir a toxicidade hepatocelular € mudangas
secundarias nos pardmetros sangiiineos. Segundo
NEWBERNE et al. (1955), uma contagem leucocitaria
normal e uma moderada leucocitose é uma descoberta
comum em cées com aflatoxicose.

A medula 6ssea é o principal local da
hemopoiese em animais adultos normais. A fungfo
primaria da medula 6ssea ¢ a produgfo e maturagdo de
eritrécitos, granuldcitos, mondcitos e plaquetas
(SEYBOLD et al. 1980). Conforme BASTIANELLO
et al. (1987), hiperplasia da medula ¢ssea na diafise
femoral foi observada em cdes intoxicados
naturalmente por aflatoxina.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados vinte cdes, sem raga
definida (9 fémeas e 11 machos), clinicamente sadios,
de peso e idade variados. Os animais passaram por um
periodo de adaptagdo de vinte dias, para ambientacdo,
sendo everminados com Drontal Plus (20mg/kg) em
dose tnica e sofrendo eliminagio de eventuais ectopa-
rasitas, através da utilizagfo de Amitraz, na diluigdo de
4ml em um litro de 4gua para uso externo. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos , e
numerados de um a dez, recebendo agua ad libitum e

ragdo comercial acrescida de aflatoxina na dose de 14g
e 21g/kg/dia respectivamente para os grupos 1 e 2
oferecida por um periodo de vinte dias.

A aflatoxina foi produzida em fermentagio
de arroz parboilizado, com Aspergillus parasiticus da
linhagem NRRL 2999, no departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de
Santa Maria por Santurio (1992) segundo técnica de
SHOTWELL et al. (1966), modificada por WEST et
al. (1973).

Foram realizadas trés colheitas de Sml de
sangue, através de pungdo da veia cefalica e aspiragdes
de medula 6ssea da crista iliaca dos animais, no
periodo de adaptagdo, a cada sete dias, para obtengio
dos valores controles. Apds o inicio do periodo de
intoxicagdo, foram efetuadas seis colheitas de sangue
e aspira¢Bes de medula 6ssea, a cada sete dias, sendo
as trés primeiras colheitas durante o periodo de intoxi-
cagdo ¢ as trés Gltimas apos a intoxicagdo. Dos Sml de
sangue colhidos com seringas e agulhas descartéaveis,
2,5ml foram acondicionados em frascos de vidro
contendo anticoagulante EDTA a 10% e destinados a
avaliagdo do hemograma e contagem de reticuldcitos.
A determina¢do do volume globular foi realizada
através da técnica (microhematocrito), segundo JAIN
(1986). A determinagdo do numero total de leucécitos
foi efetuada em contador eletrdnico Coulter Counter e
a hemoglobina quantificada no hemoglobinémetro de
Coulter. Os esfregagos sangilineos foram corados pelo
método Panético Répido, sendo apés realizada a
contagem diferencial dos leucécitos através de micros-
copia 6ptica com imers@o em 6leo. Para determinagfio
do ntimero de reticulécitos utilizou-se 0,1ml de sangue
que foi incubado a 37°C juntamente com 0,1ml do
corante Azul de Cresil Brilhante durante vinte minu-
tos. Posteriormente foram confeccionados esfregacos,
¢ através de microscopia Optica determinou-se o
percentual de reticuldcitos em relagdio ao nimero de
1000 eritrécitos.

Logo apds a colheita de sangue, foram
efetuadas aspiragdes de medula ssea da crista iliaca,
para avaliagdo do mielograma. Os cHes foram
tranquilizados previamente com Citrato de Fentanila
na dose de 0,5ml/10kg de peso vivo e Acepromazina
a 1% na dose de 0,3ml para cada animal, por via
intravenosa lenta. Apds era feita a tricotomia e
antissepsia da regidio da crista iliaca; sendo entio
realizada a anestesia local, por infiltragdo entre o
tecido subcutineo e peridsteo com 2 a 3ml de
Cloridrato de Lidocaina. Com uma agulha de calibre
40 x 12 a pele foi perfurada e divulsionada,
posteriormente foi introduzida uma agutha OSGOOD
30 x 12 através da crista iliaca com movimentos
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rotatorios. Apos a retirada do mandril foi aspirada uma
quantidade de 0,5ml de medula 6ssea com seringa
descartavel de 10ml. Os esfregagos em ldminas de
vidro foram prontamente efetuados e corados com
Leishmann, segundo HAYHOE & FLEMANS (1989).
Procedeu-se a contagem de 500 células da medula
oOssea, através de microscopia Optica, sendo registrado
através de percentagem o diferencial e a relagdo
mieldide: eritroide de cada determinagdo.

A andlise estatistica foi realizada através de
analise de varidncia e as diferengas entre médias
comparadas por meio de contrastes utilizando-se o
programa estatistico SAS (1985), conforme o seguinte
modelo matematico:

Yi=m-ta;tbi+(ab)ij+e;

onde: i=1,2,....I; j=1,2,..,J; e k=1,2,....K.

Y = variavel resposta;

m = constante inerente a todas as observagdes;

al = a contribui¢do do iésimo nivel do fator semana;
bj = a contribuic¢do do iésimo nivel do fator dose;
(ab)ij = a iteragdo da contribui¢do do iésimo nivel do
fator semana e do jésimo nivel do fator dose;

eijk = erro;

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sinais clinicos observados iniciaram de
forma lenta nos animais do grupo I, formado por cinco
machos e cinco fémeas, a partir do 15° dia da intoxica-
¢do. Pode ser verificada: depressdo, anorexia, desidra-
tagdo, emese, ictericia, hemorragia gengival e sangra-
mento no local de venipunctura, hematoquesia, e urina
de coloragdo amarelo-alaranjada em todos os animais
desse grupo.

No grupo II, formado por 6 machos e 4
fémeas, os sinais clinicos foram semelhantes aos do
grupo I, sendo observados a partir do 10° dia da
intoxicag¢do. Apenas um dos animais desse grupo
apresentou hematemese.

Os sinais clinicos de depressdo, anorexia,
ictericia e hematoquesia encontrados em ambos os
grupos, corroboram com os achados de SEIBOLD &
BAILEY, (1952), NEWBERNE ef al. Autores como
SEIBOLD & BAILEY (1952), HAGIWARA et al.
(1990) e SCHMIDT (1994) relataram a presenga de
urina de coloragdo amarelo-alaranjada, hemorragia,
hematemese e sangramento no local de venipunctura,
sinais clinicos que também foram encontrados nesse
experimento.

No hemograma, foram observadas respos-
tas variadas para cada animal. A andlise do eritrogra-

ma no grupo [ e II (Figura 1) revelou aumento mode-
rado no numero de eritrocitos, volume globular e
hemoglobina durante e apds o periodo de intoxicagdo.
Esses resultados ndo foram encontrados por OSUNA
& EDDS (1982), HARVEY et al. (1988) e HAGIWA-
RA et al. (1990) que contrariamente verificaram
redug¢do nos valores do eritrograma. O aumento
moderado dos pardmetros eritrocitarios encontrados
pode ser devido a hemoconcentragdo causada pelo
estado de desidratagdo, em conseqiiéncia da deplegdo
de 4gua do plasma pela emese e ingestdo hidrica
insuficiente.

No leucograma (Figura 2), oito animais
pertencentes aos dois grupos apresentaram leucocitose
por neutrofilia, confirmando esses achados, aqueles de
NEWBERNE (1955), HARVEY ef al. (1988) ¢
HAGIWARA et al. (1990). RAGAB et al. (1987)
citaram como provavel causa de leucocitose no sangue
periférico a resposta a anemia, produzindo hiperativi-
dade da medula 6ssea; enquanto que TANDON et al.
(1977), relataram como provavel etiologia do fato,
alguma infec¢@o ou macica necrose celular hepatica.
Um quadro leucocitario com leucopenia e neutropenia
foi identificado em onze animais, tanto do grupo I
como do II, podendo esse resultado ser atribuido ao
seqiiestro de polimorfonucleares no parénquima
hepético devido a demanda tecidual exacerbada por
necrose dos hepatécitos. Linfopenia foi observada em
trés animais do grupo I e I1, como possivel resposta a
diminuigdo de mitose dos linfocitos, mencionada por
NEWBERNE (1973), NIBBELINK (1986) e
HARVEY et al. (1991). Pardmetros leucocitarios
proximos a média dos valores controle, foram obser-
vados em dois animais do grupo II, estando esse
quadro de acordo com os relatos d¢ NEWBERNE et
al. (1955) e SCHMIDT (1994). Granulagdes téxicas
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Eritrécitos (milhSes/mm?®)

ct sl s2 83 s4 s5  s6
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Figura 1 - Valores médios dos controles (ct), média do total de
eritrocitos (milldes/mm?) do hemograma dos caes do
grupo I (14pg) e I (21pug) e erro pagrao da média.
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Figura 2 - Valores médios dos controles (ct), média dos leucécitos
totais (/mm’) do hemograma dos cdes do grupo I (14pg)
e I (21png) e erro padrao da média.

no citoplasma dos neutréfilos no sangue periférico
foram identificadas em nove animais do grupo I e
nove do II, estando essas alteragdes presentes em
maior nimero nos animais durante o periodo de
intoxicagdo. Segundo JAIN (1993), essa observagdo
indica maturagdo prejudicada dessas células, confir-
mando dessa maneira as alteragdes nos sistemas
hematopoiéticos e hematologicos pela agdo da aflato-
xina citados por HARVEY et al. (1988).

Na avaliag@o do mielograma, foi verificada
acentuada redugdo no total da série eritréide (Figura 3)
em ambos os grupos, durante e apds o periodo de
intoxicagdo. Esse resultado foi significativo na terceira
e quarta semana ( p < 0,01). Quanto ao percentual de
células diferenciadas da série eritroide, pode ser
observada diminuicdo significativa dos eritroblastos
basofilicos(Eb), eritroblastos policromaticos(Ep) e
meta-eritrocitos(M-Er). Esse resultado, associado aos
valores de reticulécitos proximo aos controles é

50,0
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indicativo de uma eritropoiese ineficiente; possivel-
mente por mielotoxicidade e rapida perda de sangue
via intestino. Na série mieldide do mielograma (Figura
4) verificou-se aumento significativo (p<0,01) no total
das células mieldides no grupo I e II, durante a terceira
e quarta semana. O percentual de células diferenciadas
da série mieldide, revelou neutrofilia em ambos os
grupos, também durante a terceira e quarta semana,
esse resultado foi significativo (p < 0,01). A elevagdo
encontrada na série mieldide do mielograma, com
aumento concomitante de neutrofilos, sustenta os
achados de BASTIANELLO et al. (1987) que verifi-
caram hiperplasia da medula 6ssea em cées intoxica-
dos naturalmente por aflatoxina e CUKROVA et al.
(1992a), CUKROVA et al. (1992b) que observaram
aumento no numero de colonias formadoras de
granuldcitos e macrdfagos em ratos intoxicados por
aflatoxina. Os resultados de HARVEY et al. (1988),
divergem desse achado, pois verificaram diminuigdo
na celularidade granulocitica da medula dssea em
suinos intoxicados com aflatoxina na rago.

A contagem de megacaridcitos no mielo-
grama, demonstrou uma acentuada diminui¢do em
todos os animais tanto no grupo I como no II, princi-
palmente na terceira semana quando comparados com
os controles. Através de microscopia dptica observou-
se vacuolizagdo citoplasmatica dos megacariocitos e
diminuigdo da granulagdo durante o periodo de intoxi-
cagdo sugerindo acdo toxica da aflatoxina nessas
células, conforme citaram RAGAB et al. (1987) e
aumento no nimero de megacariocitos imaturos
(megacarioblastos) ap6s intoxicagao.

Nas laminas do mielograma, foram obser-
vados também através de microscopia Optica, células
mieldides toxicas, comprovando-se as mesmas altera-
¢oes encontradas em neutrdfilos no sangue periférico;
aglomerados plaquetdrios pela destrui¢do dos megaca-
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Figura 3 - Valores médios dos controles (ct), média do total de
células da série eritroide (%) do mielograma dos cdes do
grupo I (14pg) e I1 (21pug) e erro padrao da média.

Figura 4 - Valores médios dos controles (ct), média do total de
células da série mieldide (%) do mielograma dos cies
do grupo I (14ug) e II (21ug) e erro padrao da média.
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ridcitos; vactolos em algumas células eritréides e
aumento no numero de células degeneradas como
provével conseqiiéncia de mielotoxicidade da aflatoxi-
na. Essas alteragdes foram mais severas no grupo I,
isso pode ser explicado através dos relatos de RAGAB
et al. (1987), BASTIANELLO et al (1987) e
CUKROVA et al. (1992a) que sugerem um provavel
efeito citotoxico da aflatoxina na medula o6ssea de
animais apds a observagdo de aberragdes cromossémi-
cas e hipocelularidade no mielograma durante aflato-
xicose.

Houve elevagio acentuada da proporgédo
mieléide: eritréide, nos animais do grupo I e II,
principalmente no final do experimento, sendo conse-
qiiéncia da diminuigdo da série eritréide e aumento da
série mieléide, confirmando relato de HARVEY
(1984). Esse resultado foi significativo ( p< 0,01) na
terceira e quarta semana. Esse achado pode ser susten-
tado através da redugdo das células eritréides pela
presenga dos sinais clinicos de hematoquesia, sangra-
mento gengival e no local de venipunctura, associados
aos pardmetros leucocitarios e contagem de reticuléci-
tos do sangue periférico proximo aos valores contro-
les.

CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos nesse
experimento, pode-se concluir que:

- A resposta a aflatoxina no mielograma
levou a mielotoxicidade nas séries eritrocitica, granu-
locitica e megacariocitica, representada por vacuoliza-
¢do citoplasmatica e aumento do nimero de células
degeneradas.
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