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RESUMO: Alteracdes leucocitarias provocadas pela administrag@o de doses baixas de ocratoxina-A
(OTA) foram avaliadas em 120 pintos de um dia da marca comercial Hiyeld/Resende frangos de corte.
Os animais foram separados em trés grupos experimentais: grupo 1 (n=40) sem tratamento; grupo 2
(n=40) tratado com ocratoxina-A e grupo 3 (n=40) tratado com solugZo salina tamponada. Amostras
de sangue obtidas no dia da aplicacdo, e aos sete, 14 e 21 dias de vida foram analisadas. Houve
uma reducdo de leucdcitos mononucleares (linfécitos € mondcitos) nas aves tratadas, sugerindo

toxidez aguda decorrente da exposi¢éo a baixa dose da micotoxina em aves neonatas apds uma Unica
exposicao.

TERMOS PARA INDEXACAO: Hematologia,Letcocitos, Ocratoxina-A
LEUCOCYTES OF BROILERS TREATED WITH OCHRATOXIN A

ABSTRACT: Leucocytes dysfunction caused by the administration of a low dose of ochratoxin A
(OTA) was evaluated in 120 one day old chicks from the Brazilian commercial cross-breed HIYIELD/
REZENDE. The experiment was carried out in three groups of animals: group 1 (n=40) constituted
of non treated animals; group 2 (n=40) with animals treated with OTA and group 3 (n= 40), which
received a phosphate buffered saline (PBS). A significant reduction of mononuclear leucocytes in all

treated chicks, was observed suggesting an acute toxicity as a result of the exposure to a low dose of
OTA in neonatal chicks.

INDEX TERMS: Hematology, Avian Leucocytes, Ochratoxin-A.
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1-INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos fingi-
cos, heterogéneos na sua natureza quimica
e com acdes farmacologicas variadas, que
podem causar danos a animais, resultando
na diminuicdo e da performance e em le-
sdes patologicas sérias. Nos ltimos anos,
as micotoxicoses vém recebendo atengdo
especial em todo o mundo, devido as per-
das econdmicas crescentes, afetam taxa de
crescimento, conversio alimentar e efici-
éncia reprodutiva do plantel, com reper-
cussdes sobre a relacdo custo-beneficio das
industrias avicolas (JELINEK. POHLAND:;
WOOD, 1989; SANTIN et al., 2001).

As intoxica¢des, em sua maioria, sio
decorrentes da ingestdo acidental de peque-
nas quantidades de xenobiéticos fingicos,
resultando em declinio mensuravel do de-
sempenho produtivo e em alteragdes clinicas
que, embora inespecificas, estdo relaciona-
das a ocorréncia de hemorragias subcutane-
as e imunossupressio (GIAMBRONE et al.,
1985).

A ocratoxina-A (OTA) € um pentape-
pitideo derivado da isocumarina ¢ da L-b-
fenilalanina, produzido sob a forma de me-
tabodlito secundario, por vérias espécies de
Aspergillus e Penicillium (PITT, J. L, 2000;
PITT, T L., 2000). Sua denominagéo foi de-
finida por ter sido isolada pela primeira vez,
como produto xenobidtico, de cultivares de
Aspergillus ocrhaceus (STUDER-KOHR et
al., 1995). O efeito nefrotéxico da OTA foi
demonstrado, embora existam evidéncias de
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que as diferentes espécies animais possuam
sensibilidades variaveis (STUDER-KOHR
et al.,1995). A OTA também sdo atribuidos
efeitos teratogénico, imunossupressor, car-
cinogénico (KUIPER-GOODMAN, 1996) e
hepatotoxico (STANDER et al., 2000).

Em aves, a OTA, causa supressio da
hematopoiese, efeito imunossupressor sobre
o timo, bursa de fabricius, bago e linfonodos
(CRUZ, 1996; CHANG; HAMILTON, 1980;
CORRIER, 1991).

Um estudo, recentemente realizado
(MOURA et al, 2005) com frangos de corte
de um dia (Hiyeld/Resende) demonstrou
que uma Gnica exposicdo a OTA, na dose de
0,04mg/kg, por via intraperitonial, promoveu
significativa redugdo no numero total de
leucdcitos, trés e seis horas que se seguiram as
intoxicacdes. Nesse experimento, observou-
se aumento nos percentuais de heterdfilos
e mondcitos, com diminuicdo dréstica
nos percentuais relativos de linfocitos €
eosindfilos, sem que houvesse alteragdes em
relacdo ao percentual de bazdfios circulantes
(PORFIRIO, 2002)

No presente trabalho, tem-se como
objetivo avaliar os efeitos hematologicos
da administracdo de uma unica dose de
0,04mg/kg de OTA em frangos de corte da
marca comercial Hiyeld/Resende, durante
os primeiros 21 dias de vida.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 120 pintos de um
dia, da marca comercial Hiyeld/Resende;J!
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fornecidos pela Granja Resende/Minas Ge-
rais, separados em trés grupos experimen-
tais: grupo 1 -controle; grupo 2-tratados via
intraperitoneal com 40pg/kg de OTA dilui-
da em solugdo salina tamponada (PBS), ndo
houve Obitos das aves tratadas, uma vez que
a dose utilizada foi bastante segura, estando
bem abaixo da DL50 pra frangos de corte,
(PORFIRIO, 2002) e grupo 3-tratados via
itraperitoneal com 40pg/kg de PBS; com 40
animais em cada grupo.

As aves foram alimentadas com racao
comercial para frangos de corte, negativa
para OTA, testada por cromatografia de fase
liquida para a presenca de micotoxinas.

As amostras de sangue foram obtidas
por puncdo cardiaca e transportadas, sob
refrigerac@o,conformetécnicaspreconizadas
por Hawkey e Dennet (1989).

Foram obtidas amostras de 10 animais
de cada grupo nos quatro dias de amostra-
gem: 12 amostragem (1d) no primeiro dia,
trés horas ap6s tratamento (AT); 22 amostra-
gem (2d) aos sete dias AT; 3% amostragem
(3d) aos 14 dias AT e 4 amostragem (4d)
aos 21 dias AT. Ap6s amostragem, as aves
foram sacrificadas por deslocamento cervi-
cal (HUFF; KUBENA; HARVEY, 1998).

A mensuracdo da leucometria global
(LCG) foi realizadas por contagem manual,
em camara de Neubauer, utilizando a dilui-
¢do de 1/100 e a observacdo microscOpica
em aumento de 400x (ALMOSNY, 1998).
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Como diluente, foi utilizada solu¢do de Da-
cie modificada, conforme recomendagéo de
Blaxhall e Daiisley (1973).

A identificaggo e a proporcionalizagdo
dos leucécitos foram realizadas em esfrega-
cos de sangue confeccionados imediatamente
apds a puncgio, corados com Giemsa e obser-
vados em microscopia de luz, utilizando-se
aumento de 1000x segundo Feldman, Zilkl e
Jain (2000)

Aos resultados, foram aplicadas trans-
formacdes de dados (Tabela 1) segundo in-
dicagdes da literatura (Box, 1950; SMITH;
GANADESIKAN; HUGHES, 1962; GO-
MES, 1990; VELLEMAN; WILKINSON,
1993), apés estudo preliminar a respeito das
pressuposi¢cdes para a analise da varidncia
(p<0,01).

Usou-se delineamento inteiramente ao
acaso cujo modelo matemético foi Y = p +t,
+e,, no esquema fatorial 3 x 4 (grupos x dias
de coleta) (PEREIRA, 1989; GOMES, 1990;
VELLEMAN; WILKINSON, 1993). Os
resultados transformados (Tabela 2) foram
submetidos a andlise de variancia (p<0,05).
Os tratamentos foram desdobrados dentro de
dias e comparados pelo teste de Tukey, atra-
vés da diferenca minima significativa (DMS)
(PEREIRA, 1989; GOMES, 1990; VELLE-
MAN; WILKINSON, 1993).

Todos os resultados foram obtidos e
analisados através do programa para com-
putador StatSoft™.
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Tabela 1 - Transformacéo aplicada aos dados segundo indicagdes da literatura apos estudo
preliminar a respeito das pressuposi¢des para a Anélise da Varidncia

Variaveis Transformagéo
LCG Log(v10)
Basdfilos Raiz 4(v12+1)
Eosinéfilos SQRT(V14)
Heterofilos Raiz 4(v16+1)
Linfécitos Log(v18)
Monocitos Raiz 4(v20+1)

Tabela 2 - Distribuicio dos valores médios apds transformagdo de dados segundo os
tratamentos € os dias de coleta (amostragem).

Dia de coleta (amostragem)

Célula Tratamento  1°dia (1d) 7° dias (2d) 14°dias (3d) 21°dia(4d) Médias

_ Controle 3,584 3,541 3,728 3804 3,664

Leucometria PBS 3,448 3,452 3,892 3.809  3.650
Globlal 5 &

OTA 3,654 3,424 3,757 3534 3,592

Controle 1,573 1,378 1,539 1,502 1,498

Basofilos PBS 1,521 1,903 1,606 1872 1,725

OTA 1,838 1,938 1,651 1,510 1,734

Controle 10,432 15,113 13,869 9,302 12,179

Eosinéfilos PBS 10,831 13,301 19,493 12,037 13,915

OTA 13,778 10,285 9,497 4397 9,489

Controle 2,750 3,250 3,046 2,331 2,844

Heteréfilos PBS 2,863 2.827 4,076 2,882 3,162

OTA 3,379 2,631 2,541 1,674 2,556

Controle 3,096 2.995 3,236 3,202 3,132

{infhcitas PBS 2,933 3,001 2,998 3,265 3,049

OTA 2,723 2,966 3,014 3,101 2,951

Controle 4,049 4,417 3,988 3,381 3,959

Mondcitos PBS 3,406 4,526 3,726 4218 3,969

OTA 4,574 3,117 2,744 2,772 3302

PBS= 40 pg/kg solugdo salina tamponada inoculada por via intraperitoneal; OTA= 40 pg/kg de
ocrhatoxina A diluida em solugéo salina tamponada inoculada via intraperitoneal.
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s RESULTADOS E DISCUSSAO

Contagem global de leucdcitos (leu-
sometria), neutrofilos, eosindfilos e basdfi-
los ndo foram influenciados pelo tratamento
(P>0,05). De outro modo, observaram-se
efeitos prolongados do tratamento sobre os
percentuais de linfocitos € mondcitos circu-
lantes p<0,01, (Figuras 1 e 2). Tais efeitos
podem ser atribuidos a uma imunossupressao
especifica, com diminui¢do da proliferacéo
de linfécitos, em razéo da aplicagéio de OTA
(ABARCA etal.,2001; BENNETT, KLICH,
2003), corroborando com a literatura, na qual
se afirma que ocorrem, em intoxicagdes cro-
nicas, deplecdo do tecido linféide no timo,
baco e bursa de Fabricius, com diminui¢do
da atividade de linfécitos B (CHANG; HA-
MILTON, 1980; CORRIER, 1991).

Ao se realizarem avalia¢cdes do nime-
ro de mondcitos circulantes nos diferentes
dias ap0s intoxica¢do (DAI) a OTA, obser-
vou-se uma reducdo numérica significativa
(p<0,05) que se prolongou nos 2, 3 e 4 DAI
(Figura 3). Esses resultados diferem dos da-
dos anteriormente obtidos e sugerem que a
monocitose, registrada para as primeiras
horas que se seguiram a exposi¢do (POR-
FIRIO, 2002), seria atribuida uma necrose
tecidual provocada pelo procedimento de ad-
ministragcdo da OTA, pela via intraperitoneal,
e ndo pela acdo estimulatéria da micotoxina
(MOURA et al, 2005). Embora atribua pouca
importincia & monocitopenia em aves, pois
estas, normalmente, estdo presentes em pe-
quenas proporcdes na circulagdo (McNUL-
TY, 1991), os resultados obtidos, por serem
estatisticamente significativos (p<0,01) e por
haverem sido reproduzidos em praticamente

Rev. ciénc. agrar., Belém, n. 45, p. 215-222, jan./jun. 2006

todos os animais sugerem que essas células
foram afetadas pela OTA. Possivelmente, a
micotoxina tenha promovido estresse meta-
bdlico em tais células que, uma vez afetadas
em seus mecanismos de sintese protéica e de
extrusdo de quimiocinas, seriam prejudica-
das em suas atividades de ativag@o e regula-
¢do da proliferacdo de linfocitos. Esses da-
dos hematoldgicos sugerem que a exposi¢ao
prematura a uma Gnica dose de OTA afeta as
células inflamatodrias, regulando negativa-
mente os processos de morte celular natural.
Tal possibilidade, embora careca de estudos
mais aprofundados, ndo parece ser especifica
e explica a necrose associada a diferentes cé-
lulas e tecidos devido as intoxicagdes croni-
cas por OTA (STUDER-KOHR et al.,1995;
KUIPER-GOODMAN, 1996; STANDER
et al.,, 2000). A biodisponibilidade integral
de 40 pg por kg de peso vivo empregado no
presente experimento possibilitou a a¢do efe-
tiva da toxina sobre os leucécitos circulantes.
De outro modo, a assimilag@o precoce desta
micotoxina, mesmo que extemporanea, pode
afetar enormemente o potencial e a saude das
aves de corte. A geracdo de radicais livres e
a inibicdo de enzimas citoplasmaticas, com
inibicdo de caspazes, causariam uma deple-
¢80 no nimero de monocitos e afetariam, em
longo prazo, a ativagéo da resposta especifica
das aves que, por sua vez, responderiam de
maneira indesejavel as imunizagdes e seriam
mais susceptiveis a hemorragias e infec¢des,
tal como descrito na literatura (GIAMBRO-
NE et al., 1985). Assim, a linfopenia obser-
vada estaria relacionada a altera¢Ges nos hor-
moénios (quimiocinas) que afetam o trafego
leucocitario, e ndo a um efeito especifico da
OTA sobre populagdes linfocitarias.
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A
B
CON PBS OTA
Médias 3,13 3,05 2,95

Figura 1 - Médias da contagem de linfocitos segundo o tratamento (teste de Tukey, DMS =0,11031).

A
B
PBS CON OTA
ll»dédias 3,97 3,96 3,30

Figura 2 - Distribuigdo das médias de tratamentos dos valores de mondcitos (teste de Tukey,

DMS = 0,604657)
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Figura 3 - Médias da contagem de mondcitos em razdo da interagdo tratamento versus dias (teste dg

Tukey, DMS=1,32836).
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4 CONCLUSAO

A ocratoxina A na dose unica de
40pg/kg diluida em solugdo salina tampo-
nada, administrada por via intraperitonial
em frangos de corte no primeiro dia de vida,
promoveu uma redugdio estatisticamente
significativa dos valores percentuais de ce-
lulas do sistema fagocitico-mononuclear e
linfocitos circulantes em relagdo aos valores
dos grupos controle e PBS.
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