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ABSTRACT. Cardozo S.V., Cardozo T.S.F., Teixeira Filho W.L. Ferreira, AM.R. &
Lopes C.W.G. [Histopathological changes in cardiac Japanese quails (Coturnix ja-
ponica) experimentally intoxicated with sub-lethal dose of aflatoxin.] Alteragdes
histopatoldgicas cardiacas em codornas japonesas (Coturnix japonica) intoxicadas
experimentalmente com dose subletal de aflatoxina. Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria, 33(4):210-214, 2011. Escola de Ciéncias da Saude, Curso de Ciéncias Bio-
logicas, Universidade do Grande Rio, Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160, Duque de
Caxias, RJ 25071-202, Brasil. E-mail: sergianvc@gmail.com

The aim of this study was to identify and describe the histopathological lesions in car-
diac Japanese quail (Coturnix japonica) experimentally intoxicated with sub-lethal dose
of aflatoxin. A total of 40 birds was taken directly from the incubator after birth and taken
to the lab, and kept in two metal cages, according to the experimental group and properly
heated using incandescent bulbs until the end of the experiment. On the 7th day after
birth 20 birds were poisoned orally by gavage technique with aflatoxin at a dose of 0.04
mg / kg body weight (Group I) and the remaining animals were kept free of mycotoxin
poisoning (Group control). On days 6, 11, 18 and 25 after intoxication (DAI), twenty bir-
ds were euthanized and necropsied at a time, five of each group. The thoracic cavity was
opened and inspected the demand for gross lesions in the heart and then this body was
collected in 10% buffered formalin for processing and optical microscopy study. Only
in group I observed was the presence of areas of vacuolar degeneration, and interstitial
edema, when compared with samples from the control group. Cardiomyocyte nuclei were
pyknotic and showed granular chromatin. These findings were only observed from 11
DAL, and related to the process of poisoning of birds by aflatoxin.
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RESUMO. O objetivo deste estudo foi identificar ~ xicadas experimentalmente com dose sub-letal de

e descrever as lesdes histopatologicas cardiacas  aflatoxina. Um total de 40 aves foi retirado direta-
em codornas japonesas (Coturnix japonica) into- mente da incubadora apds o nascimento e levado
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para o laboratorio, sendo mantidas em duas gaio-
las de metal, de acordo com o grupo experimental
e devidamente aquecido utilizando-se lampadas
incandescentes, até o final do experimento. No 7°
dia apds o nascimento 20 aves foram intoxicadas
por via oral, pela técnica de gavagem, com aflato-
xina na dose de 0,04 mg/kg de peso vivo (Grupo I)
e os demais animais foram mantidos livres de in-
toxicagdo por micotoxinas (Grupo controle). Nos
dias 6, 11, 18 e 25 apds a intoxicagdo, vinte aves
foram eutanasiadas e necropsiadas por vez, sendo
cinco de cada grupo. A cavidade toracica foi aberta
e inspecionada a procura de lesdes macroscopicas
no coragdo e em seguida este 6rgdo foi coletado
em formol tamponado a 10% para processamen-
to e estudo em microscopia Optica. Apenas nos
animais do grupo I foi observada a presencga de
areas de degeneragdo vacuolar, além de edema in-
tersticial, quando comparadas com as amostras do
grupo controle. Os nticleos dos cardiomidcitos se
apresentaram picndticos € com cromatina granu-
lar. Tais achados s6 foram observados a partir do
11° DAI, sendo relacionados ao processo de into-
xicacdo das aves pela aflatoxina.

PALAVRAS-CHAVE. Aflatoxina, Codorna japonesa, cardio-
miocitos, intoxicagao.

INTRODUCAO

A presenca das aflatoxinas nos alimentos e ra-
coes tem sido objeto de grande preocupagdao no
mundo cientifico, desde a sua descoberta. As aflato-
xinas sao conhecidas por serem substancias toxicas,
mutagénicas, teratogé€nicas, carcinogénicas € sao
apontadas como agentes causadores de alteracdes
hepaticas em animais (Cardozo et al. 2009) e no ho-
mem, além das perdas econdmicas que causam na
agricultura (Rustom 1997).

As aflatoxinas sdao produzidas por fungos do gé-
nero Aspergillus, principalmente com as espécies,
Aspergillus flavus, A. parasiticus € A. nominus
(Kurtzman et al. 1987). A incidéncia de aflatoxinas
¢ relativamente maior em paises de clima tropical
ou subtropical, onde a temperatura e a umidade sdo
favoraveis para o crescimento dos fungos.

Apesar das maiores concentracdes de aflatoxinas
serem encontradas em graos que estdo mal arma-
zenados em ambientes quentes ¢ imidos, também
¢ possivel detectar concentragdes significantes de
aflatoxinas no campo, antes da colheita. O milho
e o amendoim continuam sendo as maiores fontes
de aflatoxinas principalmente na India e América

do Sul, porém outros cereais produzidos em clima
tropical, bem como seus subprodutos também sao
susceptiveis a contaminacao por aflatoxinas (Hus-
sein & Brasel 2001).

As codornas japonesas tém elevada sensibilida-
de as aflatoxinas, conforme se observa pelos resul-
tados de alguns estudos de toxicidade aguda efetu-
ados em codornas de postura (Chang & Hamilton
1982). Contudo, os estudos sobre os efeitos de bai-
xas concentracdes de aflatoxinas em codornas japo-
nesas sao escassos na literatura.

O objetivo do presente estudo foi identificar e
descrever as lesdes cardiacas em codornas japone-
sas (Coturnix japonica) intoxicadas experimental-
mente com dose subletal de aflatoxina.

MATERIAL E METODOS

Local de experimentacio e origem dos animais

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Coccidios e Coccidioses - Projeto Sanidade Animal
(Embrapa/UFRRJ), Departamento de Parasitologia
Animal, Instituto de Veterinaria, Universidade Fe-
deral Rural do Rio de Janeiro e no Laboratorio de
Microscopia da Escola de Ciéncias da Saude, Uni-
versidade do Grande Rio (UNIGRANRIO).

As codornas japonesas foram originadas de uma
cria¢do situada na zona rural da localidade de Sao
Miguel, Municipio de Seropédica, RJ

Origem e obtencao do inoculo de aflatoxina

A aflatoxina utilizada na intoxicag¢dao dos ani-
mais foi produzida a partir do cultivo da cepa toxi-
génica NRRL 2999 de 4. parasiticus em substrato
solido de arroz, obtida da cole¢dao do Northern Re-
gional Research Center, US Department of Agri-
culture, Peoria, Illinois, EUA e cedida ao Nucleo
de Pesquisas Micologicas e Micotoxicoldgicas da
UFRRIJ, pelo Dr. C.W. Hesseltine. O cultivo de
arroz foi submetido a extracdo com cloroférmio,
apos crescimento a temperatura de 28°C, duran-
te 21 dias, sendo o filtrado obtido, evaporado em
rotavapor sob vacuo e temperatura de 55°C (Sho-
twell et al. 1966). Para determinagdo da presenca
da aflatoxina foi realizada por cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE) e a quantificacao
da toxina foi obtida através de detector UV-VIS,
com uso de padrdo externo para comparagao dos
resultados das areas de pico dos cromatogramas. O
extrato final seco contendo 2,65 mg de aflatoxina
foi ressuspendido em 60 ml de 6leo de milho, para
administracdo oral nas aves.
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Delineamento experimental e necropsia

Um total de 40 aves foi retirado diretamente da
incubadora apds o nascimento e levado para o labo-
ratorio, sendo as aves mantidas em duas gaiolas de
metal, de acordo com o grupo experimental. As aves
foram devidamente aquecidas utilizando-se lampa-
das incandescentes, até o final do experimento. No
7° dia apds o nascimento, 20 aves foram intoxicadas
por via oral, pela técnica de gavagem, com aflato-
xina na dose de 0,04 mg/kg de peso vivo (Grupo 1)
e os demais animais foram mantidos livres de in-
toxicagdo por micotoxinas (Grupo controle). Ragdo
e agua foram oferecidos ad [libitum. A racdo con-
vencional foi composta a base de milho e farelo de
soja, isenta de micotoxinas e balanceada, de modo a
atender as exigéncias nutricionais de codornas poe-
deiras em fase inicial de crescimento.

Nos dias 6, 11, 18 e 25 apds a intoxicagao (DAI),
vinte aves foram eutanasiadas, de acordo com a reso-
lugdo numero 714, de 20 de junho de 2002 (CRM V-
-RJ, 2011), e necropsiadas por vez, sendo cinco de
cada grupo. A cavidade toracica foi aberta e inspe-
cionada a procura de lesdes macroscopicas no cora-
¢do e em seguida este 6rgao foi coletado em formol
tamponado a 10% (Prophet et al. 1994) para proces-
samento e estudo em microscopia Optica. As amos-
tras de tecido cardiaco foram clivadas em fragmentos
menores com 2 a 4 mm de espessura, identificadas e
processadas para coloragao de rotina histologica pela
hematoxilina e eosina (H&E) (Allen 1994).

As aves do grupo controle passaram pelos mes-
mos procedimentos adotados para intoxica¢dao por
aflatoxina utilizados nos animais do grupo 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas nos animais do grupo I foi observado a
presenga de areas de degeneragdo, principalmente,
proxima as valvulas atrio-ventriculares, compa-
tiveis com o processo patoldgico de degeneracdo
vacuolar (Figura 1A,B), além de edema intersticial
(Figura 2), caracterizado pela visualizagdo das fi-
bras musculares cardiacas mais frouxas e menos
coradas, quando comparadas com as amostras do
grupo controle (Figura 3A,B). Os nucleos dos car-
diomidcitos, em determinadas regides, se apresen-
taram picnéticos € com cromatina granular. Tais
achados s6 foram observados a partir do 11° DAI,
sendo relacionados ao processo de intoxicac¢ao das
aves pela aflatoxina.

Cruz (1995) refere-se as alteragdes causadas
pelas aflatoxinas de acordo com o sistema orgéni-

3 &

Figura 1. Co
dia apds a intoxicagdo. A) Presenca de vacuolos intracito-
plasmaticos nos cardiomiécitos (escala=25um). B) Visdo em
detalhe de A. H.E. (escala=50um)

Figura 2. Coragéo de uma codorna do grupo Il obtida no 11° dia
apos a intoxicagdo. Edema intersticial. H.E. (escala=50um)

co afetado. No sistema gastrointestinal, podem ser
observadas alteragdes como diarréia e hemorragia
intestinal, atrofia das vilosidades, necrose e fibro-
se. No sistema cutdneo observa-se ictericia, conse-
quente a desordem hepdtica. No sistema imune ¢
observada reducdo da atividade imunolégica, seja
pela diminuicao da atividade do complemento e da
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Figura 3. Coragdo de uma codorna do grupo controle obtida
no 11° dia apos a intoxicagdo. A) Fibras musculares cardia-
cas integras (escala=25um). B) Visdo em detalhe de A. H.E.
(escala=50um)

quantidade de imunoglobulinas e pelo decréscimo
da atividade linfocitaria e fagocitaria, além do efei-
to imunossupressor sobre o timo, bursa cloacal e
bago. No sistema cardiovascular, a aflatoxicose leva
a fragilidade vascular com consequente ocorréncia
de hemorragias nos mais diversos orgdos. Tais al-
teracOes descritas acima nao foram observadas no
presente estudo devido a administracdo de aflato-
xina nas aves ter sido realizada de forma subletal,
favorecendo uma minimizagao das alteragdes orga-
nicas.

Poucos sdo os relatos na literatura relacionados
com as alteragdes histopatoldgicas observadas no
coragdo de aves intoxicadas com aflatoxina. Kibugu
et al. (2009) ao estudar a associagdo entre a infec¢cao
experimental por Trypanosoma brucei rhodesiense
e a aflatoxicose em ratos de laboratorio, demons-
traram que os animais intoxicados e infectados ti-
veram lesdes cardiacas mais graves que os demais.
Essas lesdes foram caracterizadas por infiltragao de
c¢lulas inflamatorias, processos degenerativos celu-
lares, assim como, necrose ¢ fibrose do miocardio.

Hussain et al. (2008) observaram a presenca de al-
teragdes hemorragicas em frangos em fase inicial
de crescimento intoxicados de forma aguda com
aflatoxina.

Segundo Eraslan et al. (2004) codornas intoxi-
cadas com aflatoxinas, isoladamente ou em combi-
nagdo com um adsorvente apresentaram uma dimi-
nuicao significativa na atividade da enzima creatina
quinase, além de degeneracdo dos cardiomidcitos
e hiperemia. Estes resultados foram semelhantes
aos observados no presente estudo e contradizem
os descritos por Rauber et al. (2007) que relatam
a auséncia de alteragdes histopatologicas cardiacas
em aves intoxicadas com diferentes doses de afla-
toxinas.

CONCLUSAO

A intoxicacdo aguda por aflatoxina em dose su-
bletal ¢ responsavel por alteragdes cardiacas mi-
croscopicas em codornas japonesas na fase inicial
de crescimento, sendo um fator em potencial que
pode influenciar ao longo da vida produtiva desses
animais.
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