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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o intuito de determinar a
extensdo dos prejuizos causados ao sistema imunitario pela aflatoxina. A
modulacao inflamatéria foi avaliada através de ensaios in vivo, realizados em aves
Hubard x Hubard, previamente expostos a aflatoxina (100 ug / g de peso vivo - 2
horas antes da infeccdo). Os experimentos in vivo basearam-se na eliminacao
(“clearance”) de Escherichia coli (amostra k-12 - FIOCRUZ), apartir de infec¢des
experimentais, seguidas de sangria, hemocultivo e contagem do numero de
bactérias circulantes em diferentes intervalos de tempo. Observou-se uma
acentuada diminuicdo do numero de bactérias circulantes durante os 15 minutos

de avaliacdo no grupo tratado. Apartir de entdo, os animais intoxicados
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mostraram-se incapazes de eliminar bactérias circulantes, evidenciando ter havido
uma supressao da resposta inflamatéria.

Nos animais intoxicados, foi dectado uma acentuada diminuicado do
namero de bactérias nos 6rgdos em comparacdo com o0s ndo tratados . O
percentual de bactérias foi maior no baco e figado, com uma taxa de 91,9% e
7,6% respectivamente.

Os resultados mostraram a hepatoxicidade e nefrotoxicidade das

aflatoxinas.
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SUMMARY

The present thesis was concerned to imnunoassays, carried out in
order to evaluate the aflatoxin interference on the inflammatory mechanisms.
Experiments were done by in vivo procedures. In the in vivo experiments, chickens
(Hubard x Hubard) received 100 pg / g de aflatoxin, 2 hours before infection with
Escherichia coli. The blood clearance of Escherichia coli, was determined by
haemoculture and quantification of the bacteria colonies in tryptose agar medium
at different intervals ( 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 minutes). A significant decrease of

the number of colonies recovering was observed at the 15 minutes period, of
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aflatoxin-trated chikens. From there on, animals intoxicated with aflatoxin were not
able to eliminate the circulating bacterias.

Aflatoxin-trated chikens, there were detectable a significant decrease
of number of bacteria colonies on the organ, than in the control group.

The per cent of bacterias were found in the spleen and liver, with the
rate of 91.9 % and 7.6 %, respectively.

The results have been shown, aflatoxin to be a micotoxin hepatotoxic

and nephrotoxic.



INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo substancias téxicas produzidas por fungos do
género Aspergillus e das espécies Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus.

Aspergillus flavus produz as aflatoxinas B; e B, enquanto que o
Aspergillus parasiticus produz as aflatoxinas B, By, G1 e G,. (HESSELTINE et
al., 1966).

As aflatoxinas ocorrem de modo natural, em nossos produtos
agricolas e hoje também encontradas em ra¢fes. Portanto, podemos encontrar as
aflatoxicoses diretamente relacionadas com o consumo desses pordutos citados
acima pelo homem e animais.

Outro detalhe estd nas condi¢Bes climaticas de nosso pais que
favorece o desenvolvimento desses fungos, a producdo de suas toxinas e a

contaminacao desses produtos agricolas, que podem ocorrer jA N0 seu processo



E do conhecimento geral que, o consumo direto e permanente
desses produtos agricolas e racdes contaminadas pelas micotoxinas, induzem a
processos agudos ou cronicos de aflatoxicoses, dependendo muito do tempo de
exposicao e da dose ingerida, o que constitui um sério problema em saude publica
e animal (SABINO, 1990).

Nas aves, as micotoxicoses tem, com consequéncia, efeitos nao
seletivos, que podem determinar a queda ou desaparecimento de mediadores
imunitarios, de modo inespecifico (FREIRE, 1995).

No entanto, ha uma grande caréncia de dados sobre doses minimas
de micotoxinas, bem como de suas associacfes, passiveis de limitar a resposta
imunitéria nas aves.

Uma vez que os niveis de contaminacao natural por micotoxinas sao,
normalmente baixos, um estudo relacionado a doses minimas destes compostos e
seu impacto sobre o sistema imunitario, sdo de extrema relevancia. Embora a
maioria dos estudos sugiram que micotoxinas possam afetar negativamente o0s
mediadores liberados pelos macréfagos na resposta imune, assim como outras
funcBes imunolbgicas importantes entre os quais destacam-se a producao de
anticorpos, a liberacdo de complemento e a producao de interferon (SMITH &
MOSS, 1985), sdo poucos os trabalhos cientificos relacionados com os efeitos

Imunossupresssores de micotoxinas, tal como ocorre no ambiente.

As doses de micotoxinas capazes de causar IMuNOSSUPressao

podem ser tdo pequenas que a determinacdo de quantidades permissiveis de



ingestao para as diferentes micotoxinas, representa um consideravel desafio a ser
vencido.

Devido ao fato das aves mantidas sob confinamento estarem
expostas a intoxicacado contantes a micotoxinas, o aumento da susceptibilidade a
bactérias e parasitos (QURESHI & HAGLER, 1992), assim como falhas vacinais
tendem a manifestar-se frequentemente (DAHEL et al., 1990; HERSOG SOARES,
1994).

No Brasil, segundo maior exportador de carne de aves do
mundo, estima-se perdas econdémicas consideraveis en funcdo de micotoxicoses
aviarias (CRUZ, 1995).

As aflatoxinas, foram as primeiras micotoxinas reconhecidamente
patogénicas para as aves. A aflatoxina B; quando associada a ochratoxina, por
exemplo, podem causar danos tanto a nivel de blastogénese linfocitaria, como
sobre os processos inflamatérios, podendo ainda, causar atrofia em &rgdos
linféides, tais como a Bursa de Fabricius e o Timo (CAMPBELL et al., 1983)

De outro modo, galinhas tratadas com aflatoxinas Bi na racéo,
apresentaram diminuicdo dos niveis seéricos de IgA e 1gG (GIAMBRONE et al.,
1978).

Estima-se que a aflatoxina, ap6s desdobramento metabdlico,

transforma-se em metabdlito ativos que se ligam aos &cidos desoxirribonucléicos

(DNA) e ribonucléicos (RNA), prejudicando a atividade da enzima polimerase e

inibindo a sintese de proteinas (CORRIER, 1991).



Considerando-se a importancia das aflatoxicoses em aves e a
escassez de informacdes no assunto, 0 objetivo principal do presente trabalho é
avaliar a resposta imunoldgica em funcéo da presenca de agentes microbianos e

aflatoxina B;.



OBJETIVOS

O presente trabalho visou esclarecer alguns aspectos da acao

imunomodulatéria da aflatoxina. Os objetivos principais foram:

e Estabelecer os possiveis mecanismos de interacdo da aflatoxina B; com o
sistema imunitario dos animais domésticos, utilizando aves Hubard x Hubard,
como modelo experimental.

e Avaliar a interferéncia da aflatoxina B; sobre a resposta imunitaria (resposta
inflamataoria) in vivo .

e Avaliar a interferéncia sobre os 6rgdos alvos principais da aflatoxina B; :

Figado e Rins.



REVISAO DA LITERATURA

As aflatoxinas foram descobertas em 1960 e 1961, na Inglaterra, em
granjas onde as aves (perus) consumiam ragao contendo amendoim (torta), em
decorréncia a alta taxa de mortalidade em milhares de aves (SARGEANT et al.,
1963).

Essa micotoxina, produzida por fungo do género Aspergillus, de
maior importancia e de ocorréncia natural, em produtos contaminados séo B, By,
Gi1 e Gy, sendo que a aflatoxina B; e a G; apresentam-se com maior grau de
toxidez. A intoxicacdo em individuos da mesma espécie animal, depende muito
da idade, sexo, e o efeito toxico das aflatoxinas para roedores e patos segundo
WOGAN & EDWARDS, 1981, apresentam-se em ordem decrescente de efeitos
toxicos, a seqliéncia a seguir: B; > G; > B, > Gy,

Dentre as micotoxinas, a aflatoxina € uma substancia que apresenta
como alvo principal, o figado, onde leva a um quadro de hemorragias e
necrose.Também acompanha uma proliferacdo de ductos biliares e o acimulo de

gordura nos hepatécitos (BUSBY & WOGAN,1981).



As varias espécies animais apresentam diferenciacdes no grau de
sensibilidade a esta micotoxina. Esta susceptibilidade das diferentes espécies é
confirmada por valores da DL50.

As aves apresentam uma alta resisténcia a aflatoxina em relacdo aos

demais animais com é apresentado na tabela a seguir, segundo PATTERSON &

ALLCROFT (1970).

TABELA 1 - Valores da DL50 de dose Unica de aflatoxina Bi nas diferentes

espécies (PATTERSON & ALLCROFT, 1970)

ESPECIE DL 50
(Grau de Resisténcia) (mg Kg ™ peso vivo)

Patos 0,3-0,6
Leitdo 0,6
Truta 0,8
Céo 1,0

Cobaio 14-20
Ovelha 2,0
Macaco 2,2

Rato 5,5-17,9
Galinha 6,3
Camundongo 9,0




Um dos efeitos mais importantes na intoxicacdo aviaria pela
aflatoxina é o efeito da imunossupresséo. Aves submetidas a uma dieta contendo
niveis baixos de aflatoxina ndo apresentaram resposta imunologica no processo
de imunizacéo contra agentes infecciosos. A imunossupressao € representada por
lesbes a nivel do sistema reticulo endotelial das aves, deixando as mesmas mais
susceptiveis as infec¢cdes bacterianas, virais e até parasitarias (NEWBERNE,
1973)

MICHAEL et. al (1973), demonstraram que o0 sistema reticulo
endotelial de galinhas é prejudicado durante a aflatoxicose. Ha trés importantes
populacdes de fagdcitos mononucleares que estao presentes na medula 6ssea,
sangue e tecidos, ist6 é, os promondcitos, mondécitos e macréfagos. Os
promondcitos dividem-se na medula déssea para dar origem aos mondcitos
periféricos. Os mond@citos vivem por poucos dias na corrente sangiliinea e entao
migram pela parede capilar para penetrar nos tecidos, quando desenvolvem -se
em macrofagos livres ou fixos. (BROWN, 1976; STEINMAN and COHN, 1974). O
sistema de marcagcdo utilizado por Michael et al. (1973), determinou o
desaparecimento do carbono coloidal injetado no sangue e assim eles mediram
essencialmente o efeito da aflatoxina sobre a capacidade fagocitaria de
macréfagos fixos.

RICHARD e THURSTON (1975) mostraram que macréfagos
alveolares livres de coelhos, recebendo doses diarias de aflatoxinas tiveram
reduzidas a sua capacidade fagocitica.

CHANG e HAMILTON (1978), utilizando Enterobacter cloacae “in



vitro”, tratados com diferentes doses de aflatoxinas, tiveram uma reducédo da
capacidade fagocitica dos mondcitos. As doses utilizados foram: 0 ; 0,625 ; 1,25 ;
2,5;5,0; 10,0 png/g de aflatoxina. A média de fagocitose desses mondcitos foi
reduzida significativamente apartir de 1,25 ng/g e doses de 5,0 e 10 ug/g
reduziram os parametros até 30 % do valor do controle.

Residuos de aflatoxina e seus metabdlitos em tecidos animais
podem ser uma fonte de contaminacdo da alimentacdo humana (RODRICKS &
STOLOFF, 1977).

As aves de corte sdo consideradas mais resistentes a toxicidade da
afaltoxina do que outras espécies de aves (WILSON et al., 1980).

CHEN et al. (1984), trabalhando com racdes para aves de corte
contaminadas com aflatoxina B; e B,, com niveis de 2057 e 1323 nug / Kg de ragéo
respectivamente, num periodo de cinco semanas, mostrou que residuos de
afaltoxina (AFB; eAFB,) foram encontrados nas aves tratadas.

Os mais altos niveis desses residuos (0,26 e 0,19 ug/Kg de AFB;
eAFB; respectivamente) foram encontrados no pro-ventriculo das aves e logo
abaixo desses valores, encontra-se o figado. CHEN et al.(1984), comenta em seu
trabalho, que esses niveis altos de residuos de aflatoxina encontrados a nivel de
pro-ventriculo pode estar relacionado acidentalmente com a abertura do 6rgéo
através de bisturi e o fato deste 6rgdo estar repleto de racdo, onde ocorreu a
contaminagcao pela aflatoxina. A soma das aflatoxinas Bi, B,, Gi e G,, foi

encontrada em maiores quantidades no figado e rins.
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FURTADO et AL. (1982), encontrou a soma de aflatoxinas B1, B2,
M1 e M2, em maiores niveis, também no figado e rins de porcos tratados com
aflatoxina na racao.

CHANG & HAMILTON (1978), trabalharam com a avaliacdo da
fagocitose de mondcitos de aves prejudicada durante aflatoxicose. Foram
utilizados concentracdes diferentes de aflatoxinas na racdo das aves : 0; 0,625 ;
1,25:2,5:5,0 e 10,0 ug / g de racdo. Em tubos siliconizados, foram adicionados 1
mL da suspensao bacteriana de Enterobacter cloacae em 5 mL do sangue das
aves . Foi realizada a contagem total do nimero de leucécitos e a contagem
diferencial do nimero de mondcitos. Foi observado que niveis de 5e 10,0 ug/ g
diminuiram significativamentre o percentual da atividade fagocitica de mondcitos
apo6s 10 minutos de incubacdo. Um efeito significativo foi com 2,5 ug / g com 30

minutos de incubacgéo ou mais.



MATERIAL E METODOS

MATERIAIS

1- LOCAL E INSTALACOES

O experimento foi realizado no CENTRO de MICOLOGIA e
MICOTOXICOLOGIA da UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL do RIO de

JANEIRO.

2- ANIMAIS

Aves de corte, de linhagem definida (HUBARD X HUBARD) adultas,
fornecidas pelo setor de Avicultura da PESAGRO - RJ em convénio com o
INSTITUTO de ZOOTECNIA da UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL do RIO de

JANEIRO.
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Foram utilizadas seis aves adultas divididas em trés repeticdes

(aves) em cada etapa do experimento.

3- MICOTOXINA

Para o presente experimento, foi utilizado como micotoxina, a
AFLATOXINA B;, do laboratério SIGMA CHEMICAL CO., com peso de 1 mg,
numero A-6636; lote 115 H 4007

Esta micotoxina contendo 1 mg foi diluida em 4,0 mL de solugéo
salina tamponada (PBS — 0,14 M de NaCl, 2,7 mM de KCI, 1,5 mM de KH,PO4 e
8,1 mM de NayH POg; pH 7,4). Foram utilizados 100 ug de aflatoxina por Kg de

peso Vivo.

4- SUSPENSAO BACTERIANA - Escherichia coli

A bactéria da familia ENTEROBACTERIACEA Escherichia coli
k- 12 padronizada pelo Centro de Pesquisa - FUNDACAO OSWALDO CRUZ.

Foi utilizada na Primeira Fase do experimento, uma suspensao
bacteriana de Escherichia coli com turvacao correspondente ao tubo 9 da escala
de Mc Farland. Ja na segunda etapa do experimento foi utilizado uma suspenséao
bacteriana com turvacdo correspondente ao tubo 5 da mesma escala de Mc

Farland.
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5 - ANESTESIA GERAL

Utilizou-se do anestésico geral de uso veterinario ZOLETIL 50 do
laboratorio VIRBAC, numero de partida 005/96, data de fabricacdo dezembro/96,
que possui em sua composicao Cloridrato de Tiletamina; 125 mg e Cloridrato de
Zolazepam; 125 mg, diluidos em 5 mL de agua esterilizada.

A dosagem recomendada e utilizada para a espécie Gallus gallus é

de 30 mg/Kg em aplicacdes intravenosa.

6- SOROTERAPIA

O soro utilizado para as aves mantidas em experimentacdo foi a
solugdo MANITOL a 20 % do laboratério LABORMEDICA - INDUSTRIA
FARMACEUTICA LTDA lote 26456 de fabricacdo marco/ 95, frasco de 250 mL,
acoplado a equipo para soro e escalpe de numero 25.

A via utilizada para a soroterapia foi a via intravenosa - veia jugular.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O modelo experimental foi realizado em duas etapas e em ambas foi
feito inoculacao experimental nas aves.
Na primeira etapa, utilizou-se de aves da linhagem Hubard x Hubard

em 3 repeticdes, com peso definido (tabela 2).

Tabela 2— Peso definido das aves da linhagem linhagem Hubard x Hubard

utilizadas para experimentos de “clearance sangliineo” de Escherichia coli K-12.

PESO DOS ANIMAIS
AVE 1 2 Kg e 200 g.
AVE 2 1Kge950g.
AVE 3 2 Kg e 100 g.
MEDIA 2 Kge80g.

As aves foram anestesiadas com aplicagéo intramuscular profunda
(musculo peitoral da ave), onde a AVE 1 recebeu 66,0 mg, a AVE 2 recebeu 58,5
mg a AVE 3 recebeu 63,0 mg e a manuten¢do anestésica foi feita com um terco

da dose recomendada, em aplica¢gdes intravenosas, via jugular.
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Essas aves foram mantidas em soroterapia com soro MANITOL a 20
% durante todo o experimento para que fosse possivel a retirada do sangue da
ave nos seus respectivos tempos.

As aves foram inoculadas, pela via intravenosa, com 1 mL de uma
suspensao bacteriana de Escherichia coli K-12, utlizando uma turvacao
equivalente ao tubo 9 da escala de Mc Farland. Essa turvacdo em valores
absolutos, equivaleu num total de 5,11 x 10'° UFC (Unidades Formadoras de
Colbnia) por mL da suspenséo bacteriana.

Utilizou-se metodologia descrita por Freire & Lopes (1995) De cada
uma das aves, foi retirado 0,1 mL de sangue com uso de uma seringa plastica
descartavel estérii de 1 mL logo ap6s os 5 minutos passados da inoculacéo
bacteriana, tomando o cuidado para que o liquido que estava presente em todo o
conduto do escalpe fosse retirado primeiro em outra seringa plastica descartavel
estéril de 1 mL e logo ap6s a coleta do sangue, fosse reposto via intravenosa para
que ndo houvesse perda do conteudo bacteriano.

Essa quantidade de sangue ( 0,1 mL ) foi misturada em 0,9 mL de
uma solucdo salina estérii & 0.9 %. A partir desta diluicdo inicial (10™) foi

preparado diluicbes decimais seriadas em cada tempo (tabela 3).
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Tabela 3 - Diluicbes de sangue de aves experimentalmente infectadas com

suspensao de Escherichia coli K-12 , segundo o tempo, em minutos, apdés a

inoculacéo bacteriana.

5 { { { { {
10 ® ° [ [ [

15 o ® ® )

30 o ° )

45 L L

120 o

® Diluigéo utilizada no determinado tempo.

Os tubos de vidro de meio de cultura Agar Simples fundidos (liquido)
foram envazados em uma placa de Petri estéril e logo em seguida adicionado a
diluicdo desejada.

Essas placas de Petri com o meio ja solidificado, eram marcadas de
acordo com sua diluicdo decimal e logo a seguir colocadas em estufas e mantidas

a 37 °C por um periodo de 24 horas.
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Para cada diluicdo e para cada tempo apoOs inoculagdo bacteriana
(ver tabela 3 ) foi realizado o procedimento acima descrito em Capela com
exaustor em funcionamento e préximo ao bico de Blinsen e apds um periodo de
24 horas de cultivo foram realizadas contagens de col6nia de Escherichia coli K-
12.

Em conjunto com esse modelo experimental, ao final de cada 120
minutos, as aves foram sacrificadas e o0s quatro 6rgdos de interesse foram
retirados, cuidadosamente, em local limpo e asséptico, préximo ao bico de
Bunsen.

Os 6rgaos retirados, pesados e manipulados foram: o Rim, o Figado,

0 Baco e o Pulméo.

Cada 6rgao citado acima, foi pesado e colocado em um gral,
previamente esterilizado. Logo a seguir, retirou-se uma amostra com peso definido
(de 1 grama do tecido), que foi macerada com pistilo previamente esterilizado, e
suspensa em 1 mL de solugdo salina (NaCl 0,9 %) estéril .

Desta suspensao, homogeneizou-se bem, filtrou-se as particulas
maiores e, a partir desta diluicao inicial, preparou-se diluicdes decimais seriadas

em cada tempo (tabela 4 ).
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Tabela 4 — Diluicbes dos macerados de o6rgdos de aves experimentalmente

infectadas com suspensdo de Escherichia coli K-12 , segundo o tempo, em

minutos, apos a inoculacao bacteriana.

ORGAOS| 10" | 10 | 10° | 10* | 10> | 10° | 10" | 10° | 10° | 10~
PULMAO| @ ) ) )
RIM o o o ([ J
BACO ° ) ° )
FIGADO ° ) [ )

® Diluigéo utilizada no determinado tempo.

J& na segunda etapa, também utilizou-se de aves da linhagem Hubard x

Hubard em 3 repeticbes, com peso definido (tabela 5).
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Tabela 5 — Peso definido das aves da linhagem linhagem Hubard x Hubard
utilizadas para experimentos de “clearance sangtiineo” de Escherichia coli K-12,

apos prévia exposicao a aflatoxina B1.

PESO DOS ANIMAIS
AVE 1 2 Kg e 300 g.
AVE 2 2 Kg e 100 g.
AVE 3 2 Kg e 100 g.
MEDIA 1 Kg e 900 g.

Essas aves receberam, num periodo de duas horas antes de iniciar a
inoculacdo bacteriana, uma solugao intravenosa de aflatoxina na dosagem de 100
ug / Kg de peso vivo. A ave 1 recebeu 0,9 mL dessa solucéo, a ave 2 recebeu 0,8
mL e a ave 3 recebeu 0,7 mL.

Passadas duas horas do inoculo intravenoso de aflatoxina, as aves
foram também anestesiadas com aplicacdo intramuscular profunda (musculo
peitoral da ave). A ave 1 recebeu 69 mg, a ave 2 recebeu 63 mg e a ave 3
recebeu 57 mg. A manutencdo anestésica foi feita com um terco da dose
recomendada, em aplica¢cdes intravenosas, através da veia jugular.

Essas aves foram mantidas em soroterapia com soro MANITOL a 20
% durante todo o experimento para que fosse possivel a retirada do sangue da
ave nos seus respectivos tempos.

As aves foram inoculadas via intravenosa, com 1 mL de uma
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suspensao bacteriana de Escherichia coli K-12, utilizando uma turvacdo que
equivalia ao tubo 5 da escala de Mc Farland. Essa turvacéao em valores absolutos,
equivaleu num total de 7,50 x 10° UFC (Unidade Formadora de Colénia) por mL
da suspenséao bacteriana.

De cada uma das aves, foi retirado 0,1 mL de sangue com uso de
uma seringa plastica descartavel estéril de 1 mL logo apds os 5 minutos passados
da inoculacdo bacteriana, tomando o cuidado para que o liquido que estava
presente em todo o conduto do escalpe fosse retirado primeiro em outra seringa
plastica descartavel estéril de 1 mL e logo apos a coleta do sangue, fosse reposto
via intravenosa para que ndo houvesse perda do conteudo bacteriano.

Essa quantidade de sangue ( 0,1 mL ) foi misturada em 0,9 mL de
uma solucdo salina estéril & 0.9 %. A partir desta diluicdo inicial (10™) foram

preparadas diluicbes decimais seriadas em cada tempo de acordo com a tabela 6.
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Tabela 6 -Diluicbes de sangue de aves experimentalmente infectadas com

suspensao de Escherichia coli K-12 , previamente expostas a aflatoxina B1,

segundo o tempo, em minutos, apos a inoculagcao bacteriana.

10* ] : 10
em min.
5 o () )
10 o )
15 ® ()
30 ® )
45 L L

60 ® ®

120 o

® Diluigéo utilizada no determinado tempo.

O material diluido foi adicionado em placa de Petri estéril, a qual
verteu-se quantidade equivalente a 9 vezes, maior em volume, de meio de agar
simples, previamente fundido em Banho-Maria (agua fervente) e resfriado a
temperatura de 56 °C . As placas de Petri, com o meio ja solidificado, foram
marcadas, de acordo com sua diluicdo decimal, e, logo a seguir, colocadas em

estufa e mantidas a 37 °C por um periodo de 24 horas.
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Todo procedimento microbiolégico foi realizado dentro de uma
Capela com exaustor em funcionamento e préximo ao bico de Bunsen.

Apo6s 24 horas, foi feita a avaliagdo numérica (contagem) de colbnias
de Escherichia coli K-12 em todas as placas incubadas.

Ao final de cada 120 minutos, as aves foram sacrificadas e os quatro
orgaos de interesse foram retirados, cuidadosamente, em local limpo e asséptico,
proximo ao bico de Bunsen. Os o6rgdos dos animais, foram macerados,
processados e diluidos de modo que o nimero de bactérias viaveis neles contidas
pudesse ser medido.

Desta suspensdo, homogeneizava-se bem, filtrava-se as particulas
maiores e a partir desta diluicdo inicial era preparado diluicbes decimais seriadas

em cada tempo (tabela?).
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Tabela 7 -Diluicbes de o6rgdos de aves experimentalmente infectadas com

suspensao de Escherichia coli K-12 , previamente expostas a aflatoxina B1,

segundo o tempo, em minutos, apos a inoculagcéo bacteriana.

ORGAOS| 10 | 10 | 10° | 10* | 10> | 10° | 10" | 10° | 10° | 10~
PULMAO| @ ) [ )
RIM o o ([ ([ J
BACO ° ° ° [
FIGADO o ( o [ J

® Diluigéo utilizada no determinado tempo.



RESULTADOS

Na avaliacdo da resposta inflamatéria, os resultados foram obtidos
através da comparacdo da média do namero de colbnias bacterianas de
Escherichia coli K - 12 formadas a partir do plagueamento do sangue das aves
tratadas com aflatoxina B;, em relacdo ao controle ndo tratado.

Nos primeiros 5 minutos, fica evidente no grupo nédo tratado, ter
havido uma estimulacdo metabdlica, com uma reducdo de células bacterianas de
99,9 %. Essa estimulacdo perdurou pélos 120 minutos totais do experimento

(Tabela 8).
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Tabela 8 - Numero de células viaveis de Escherichia coli K - 12 recuperadas
apos clarificacdo poér fagécitos sangliineos de aves Hubard x Hubard, durante

diferentes intervalos de tempo. Os resultados sdo a média de trés repeticdes

(p<0,01)

5 23.512.999 0,046
10 2.209.949 0,0043
15 487.467 0,0009
30 189.908 0,0004
45 6.922 0,00001
60 1.915 0,000004
120 540 0,000001

Ja o grupo tratado, nos primeiros 5 minutos, apresentou uma

reducdo de células bacterianas de 99,7%. (Tabela 9)



26

Tabela 9 - Numero de células viaveis de Escherichia coli K - 12 recuperadas
apos clarificacdo p6r fagocitos sanglineos de aves Hubard x Hubard, previamente

tratadas com 100 pg de aflatoxina B;, durante diferentes intervalos de tempo. Os

resultados sdo a média de trés repeticdes ( p < 0,01).

5 19.466.666 0,26

10 2.866.667 0,038
15 1.033.333 0,014
30 516.667 0,007
45 433.333 0,006
60 203.333 0,003
120 146.500 0,002

Passado os 120 minutos do experimento, as aves foram sacrificadas
e seus oOrgaos retirados como descrito anteriormente no material e métodos e

pesados (tabela 10).
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Tabela 10 - Peso definido dos 6rgaos das aves da linhagem Hubard x Hubard

utilizadas para experimentos de “clearance sanguineo’de Escherichia coli K-12

FIGADO 24,60 49,25 52,32
BACO 3,62 2,84 3,50
RIM 3,59 4,11 17,90
PULMAO 8,52 9,12 10,36

A metodologia também foi utilizada para as aves tratadas

previamente com aflatoxina e seus 6rgaos também foram pesados (tabela 11).
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Tabela 11 - Peso definido dos 6rgdos das aves da linhagem Hubard x Hubard

utilizadas para experimentos de “clearance sanguineo”de Escherichia coli K-12,

previamente tratadas com 100 ug de aflatoxina B;.

FIGADO 45,05 53,50 104,43
BACO 3,17 3,54 5,28
RIM 11,89 17,85 25,82
PULMAO 13,57 17,68 16,09

O ndmero de células bacterianas de Escherichia coli K -12

recuperadas apos a clarificagdo por fagécitos sangliineos das aves, previamente

tratadas com 100 pg de aflatoxina Bl foi comparado com o grupo controle

(Figural)
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Figura 1 - Numero de células viaveis de Escherichia coli k -12 apds clarificacédo por

fagdcitos sanguineos em diferentes intervalos de tempo.
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Como descrito em material e métodos, para os determinados 6rgaos:
Figado, Rins, Bago e Pulm&o, também foi avaliada a resposta inflamatéria e os
resultados foram obtidos através da comparacdo da média do niumero de colbnias
bacterianas  de Escherichia coli K - 1 formadas a partir do

plagueamento
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da suspensao do masserado desses 6rgaos citados acima, das aves tratadas com

aflatoxina B;, em relacdo ao controle néo tratado (Tabela 12 e 13)

Tabela 12 - Numero de células viaveis de Escherichia coli K - 12 recuperadas

apos clarificacdo por fagoécitos sanguineos das aves nos determinados 6rgaos e o

percentual de recuperacao dessas células no grupo nao tratado (p < 0,01)

Figado 42,10 606.500 25.533.650 0,05
Baco 3,32 3.560.000 11.819.200 0,02
Rim 8,53 47.303 403.495 0,0008

Pulméo 9,33 7.303 68.137 0,0001
Total - - - 0,0709
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Tabela 13 - Numero de células viaveis de Escherichia coli K - 12 recuperadas
apos clarificacdo por fagoécitos sanguineos das aves nos determinados 6rgaos e o

percentual de recuperacdo dessas células nos érgados das aves previamente

tratadas com 100 ng aflatoxina B; duas horas antes (p < 0,01)

Figado 67,60 11.167 754.889 0,01
Baco 3,99 134.222 535.545 0,007
Rim 18.53 433 8.019 0,0001

Pulméo 15,80 200 3.160 0,00004
Total - - - 0,017

Os resultados do percentual relativo de bactérias recuperadas nos
orgaos das aves previamente tratadas com aflatoxina B; quando comparados com

o percental relativo de bactérias recuperadas nos 6rgdos das aves nao tratadas é

apresentado na Figura 2
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Figura 2 - Percentual relativo de células bacterianas viaveis nos 6rgdos das aves

previamente tratadas com aflatoxina B; comparadas com o grupo controle.
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DISCUSSAO

As micotoxinas, principalmente a aflatoxina, se ingeridas em
guantidades moderadas, sdo capazes de provocar patologias, pois muitas vezes
interferem ma modulacdo da resposta imunitaria determinando o aparecimento de
surtos de doencgas nas aves.

As fontes de imunossupressdo podem estar associadas a
fenbmenos de duas modalidades principais: a de origem genética e oriundo da
acdo de fatores exdgenos ao organismo. As micotoxinas enquadram-se na Ultima
modalidade, podendo, entretanto, atuar tanto nos acidos nucléicos, como sobre as
células e mediadores circulantes das aves.

Em ambos os casos, os efeitos sdo drasticos, determinando falhas
genéticas e efeitos teratogénicos, além do comprometimento da qualidade e
quantidade da resposta imune aos diferentes estimulos, aos quais as aves sao
constantemente expostas.

Os primeiros trabalhos cientificos sobre a acdo supressora de

micotoxinas, sdo em sua maioria relacionados a intoxicacao por Aflatoxinas.
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A Aflatoxina, especialmente, devido a sua grande ocorréncia em todo
o territério nacional e pela importancia como atuante sobre o sistema imunitario
das aves, foi escolhida como ferramenta do presente trabalho.

Foi comparativamente avaliada a capacidade de eliminacdo de
bactérias, pelo sistema imunitario das aves Hubard x Hubard utilizadas no

experimento, expostos a Aflatoxina, em relacéo ao controle ndo intoxicado.

A avaliacdo da resposta inflamatoria foi realizada, em intervalos
definidos, durante um periodo de duas horas. Observou-se, que tanto no grupo
controle como no grupo tratado, houve um decréscimo significativo no nimero de
células bacterianas Escherichia coli K -12 em todo o intervalo de tempo do
experimento ( duas horas) apoés clarificacéo por fagocitos sanguineos da aves.

O grupo controle apresentou uma curva de decréscimo muito mais
acentuada significativamente, quando comparado com o0 grupo tratado com
aflatoxina, que logo apés os 15 minutos, mostrou-se contante 0 numero de
células bacterianas presentes ainda na corrente sanguinea, sugerindo que as
aves tratadas com aflatoxina sofreram uma supressdo da resposta inflamatéria,
influenciando assim no processo de fagocitose( Tabelas 8 e 9) (Figura 1)

Apbs os 5 minutos da inoculagédo da suspensdao bacteriana, no grupo
controle, observamos um percentual de 0,05 % do numero total de células
bacterianas presentes na circulacdo sanguinea, ficando evidente que, avaliando a

resposta inflamatoria, podemos afirmar que houve uma estimulagdo metabdlica,
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com um percentual de fagocitose 99,9 % e no grupo tratado, nos primeiros 5
minutos a estimulacdo metabdlica apresentou um percentual de fagocitose um
pouco menor com valor de 99,7 % (Tabelas 8 e 9).

Os fagécitos circulantes sao as células mais comumente associadas
aos processos de liberacdo de mediadores solluveis, capazes de mobilizar a
resposta de todo o organismo animal. Sua disfuncéo, pode determinar estados de
imunossupressao variados (CORRIER, 1991; FREIRE, 1996; FREIRE, 1996A;

FREIRE et al, 1996).

CRUZ et al (1996) detectaram supressdo em esplendcitos, de
camundongos albinos, que apresentaram diminuicdo na sintese de anticorpos,
in vitro, apds exposicdes de misturas de citrinina e aflatoxina B;.

O efeito pode estar relacionado a uma acdo toxica aos niveis de
membrana e sintese celular.

SOUZA (1996), trabalhando com camundongos albinos, avaliou a
resposta inflamatoria in vivo e in vitro em intervalos de tempo definido, durante um
periodo de duas horas. Os animais foram inoculados com suspensdo de
Escherichia coli e expostos a citrinina na concentracdo de 10 pg / mL.
Apresentaram nos primeiros 15 minutos, uma estimulacdo metabdlica, com um
percentual de fagocitose 85,4 % superior ao controle, até os 30 minutos apos
inoculacéo, quando detectou uma eliminacdo de 12,47 %. Por outro lado, aos 60

minutos poés-infeccdo, tanto os experimentos in vivo como in vitro, mostraram

supressao total da clarificacdo antigénica.
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CHANG & HAMILTON (1978) também observaram em estudos de
facocitose de mondcitos em aflatoxicose que, o percentual de fagocitose foi
diminuido significativamente quando utilizou-se de diferentes niveis de aflatoxina
na racao de aves.

Os antigenos através de vasos linfaticos ou de vasos sanguineos,
atingem as células linfomielbides especializadas ( macréfagos). Subpopulagdes de
linfécitos, possuindo receptores apropriados, sdo ativadas quando reconhecem, na
superficie dessas células “apresentadoras de antigenos”, o produto antigénico.

Quando o sistema fagocitico mononuclear sofre qualquer alteracao,
praticamente todas as respostas imunitérias sdo afetadas, uma vez que a ativacéo
linfocitaria é, quase que exclusivamente macréfago-dependente. A maior parte
dos autores sugerem que as micotoxinas atuem primordialmente sobre os
componentes mediados por macrofagos (CORRIER, 1991; FREIRE, 1996;
FREIRE, 1996A; FREIRE et al., 1996).

Analisando o numero de células viaveis de Escherichia coli K -12
nos 6rgdos do presente experimento, fica evidente uma diferenca significativa
entre o grupo de aves nao tratadas (controle) com o grupo de aves tratadas com
aflatoxina.

Houve uma recuperacdo de células bacterianas significativa, maior
no grupo nédo tratado em relacdo ao grupo tratado. O percentual total de células

recuperadas nos 6rgaos das aves nao tratadas foi de 0,07 % enquanto que o
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percentual do grupo tratado com aflatoxina foi de 0,02 aproximadamente
(Tabelas 12 e 13).

Estes dados indicam que a aflatoxina diminuiu a capacidade
fagocitaria dos fagocitos sanguineos, impedindo que os mesmos pudessem dirigir-
se aos demais Orgaos apos a fagocitose das células bacterianas livres na corrente
sanguinea. O que ndo ocorreu nos animais controle.

Tanto no grupo tratado com aflatoxina como no grupo controle , fica
evidente que o baco é o 6rgdo de eleicdo para onde os fagodcitos dirigem-se apos
0 processo de fagocitose sanguinea.

No grupo controle, analisando os dados dos quatro Orgaos
estudados, podemos afirmar que do total de células bacterianas viaveis
recuperadas apés o periodo de duas horas da inoculacdo bacteriana, 84,3 %
encontrava-se no bago, 14,4% no figado, 1,12% nos rins e 0,17 % encontrava-se
nos pulmdes. Comparando com o grupo controle, afirmamos que no grupo de
aves expostas a aflatoxina, houve uma diferenca significativa (p < 0,01) nos
percentuais, onde encontramos 91,9 % de bactérias no baco, 7,6 % no figado,
0,29% nos rins e 0,13 % nos pulmdes (Tabelas 12 e 13)

Analisando essas diferencas significativas (p < 0,01), podemos
afirmar que o baco, no grupo tratado ficou com uma maior responsabilidade por
tentar destruir as células bacterianas jA& que nao foi possivel contar com a
colaboracdo dos demais Orgdos,principalmente o figado. Podemos mostrar
através desses valores que a aflatoxina possui uma atividade hepatotodxica,

impossibilitando o figado de cumprir com o seu papel, correspondendo com a
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conclusdo de HAYES (1980) que mostra que as aflatoxinas sdo toxicas,
carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas. WILSON (1978), em estudos
epidemiolégicos, teve um indicativo de que as aflatoxinas possuem toxicidade
aguda e podem ser hepatocarcinogénicas.

O trabalho mostrou, através do percentual relativo de bactérias
recuperadas nos 6rgaos comparado com o grupo controle (considerando esse
grupo 100 %) que, o figado e os rins apresentaram 0S menores percentuais em
relacdo aos demais 6rgdos em questdo. Os percentuais apresentados foram:
20 % para o figado e 12,5 % para os rins, provando a hepato e nefrotoxicidades
da aflatoxina. O baco e pulmao apresentaram o0s percentuais de 35 e 40 %
respectivamente (Figura 2).

Foi observado quanto aos aspectos macroscopicos, que o figado das
aves tratadas com aflatoxinas apresentavam-se com lesdes hemorragicos e com o
tecido bastante friavel.

Nos rins, observamos uma diferenca quanto aos aspectos
macroscopicos, entre o grupo tratado e o grupo nao tratado, levando a pensar

na nefrotoxicidade das aflatoxinas. Os rins apresentaram-se bastante congestos.



CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se

concluir que:

e A aflatoxina dependendo da concentracdo assimilada pelo
organismo, pode estimular receptores celulares, interferindo nos processos

metabdlicos de digestdo e secre¢do de mediadores inflamatorios.

e As aflatoxinas reduzem o potencial fagocitico de macréfagos e

polimorfonucleares.

e E uma micotoxina, com acdo hepatotoxica e certa acao

nefrotéxica
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