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Surto de aflatoxicose em bezerros no Rio Grande do Sul?!
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An outbreak of chronic aflatoxicosis is reported in dairy calves. Forty 4-month-old male
Holstein calves of approximately 100kg were kept in individual cages of 1.5 x 1.5m and were
fed a ration constituted by alfalfa hay, broken corn and milk substitute. Six calves (15%) died
after presenting a disease characterized by general unthriftiness, diarrhea, rough hair coats,
abdominal pain, prolapsed rectum, grinding of teeth, and lying down and rolling. The clinical
course, as observed by the owners, was 2-3 days; however many calves in this lot that did not
die, remained underdeveloped. Three calves were necropsied. Necropsy findings included
firm, light tan livers and marked hydrothorax, ascites and edema of the mesentery, mesocolon
and of the mucosal folds of the abomasum. Main histopathological changes were restricted to
the liver and consisted of fibrosis, moderate megalocytosis, biliary duct hyperplasia and veno-
occlusive disease. The search for Senecio spp. contamination in the alfalfa hay resulted
negative. The analysis by thin layer chromatography of the corn fed to calves revealed 5,136
ppb of aflatoxin B,. A diagnosis of aflatoxicosis was made based on the characteristic clinical
signs and pathology, on the absence of Senecio spp. in the food and on the presence of high
levels of aflatoxin in the corn fed to the calves.

INDEX TERMS: Diseases of cattle, mycotoxicosis, aflatoxicosis, hepatic diseases, pathology.

RESUMO.- Um surto de aflatoxicose cronica é relatado em
bezerros de raca leiteira. Quarenta bezerros holandeses
machos de quatro meses de idade e aproximadamente 100kg
eram mantidos em gaiolas individuais de 1,5 x 1,5m e ali-
mentados com uma ragao constituida por feno de alfafa,
milho quebrado e substituto de leite. Seis bezerros (15%)
morreram apoés apresentar uma doenca caracterizada por
mau desenvolvimento geral, diarreia, pelagem aspera, dor
abdominal, tenesmo, prolapso de reto e bruxismo. Alguns
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bezerros “deitavam e rolavam” no chdo da gaiola. A dura-
¢ao do curso clinico, segundo observado pelos proprietéri-
os, foi de 2-3 dias; muitos terneiros desse lote que néo
morreram permaneceram pouco desenvolvidos. Trés bezer-
ros foram necropsiados. Os achados de necropsia incluiam
figado firme e castanho-claro, marcados hidrotorax e ascite,
e edema do mesentério, mesocolon e das dobras da mucosa
do abomaso. Os principais achados histopatoldgicos esta-
vam restritos ao figado e consistiam de fibrose, moderada
megalocitose, hiperplasia de ductos biliares e lesédo veno-
oclusiva. A procura por contaminacao de Senecio spp. no
feno de alfafa resultou negativa. A andlise do milho do ali-
mento dos bezerros por cromatografia de camada delgada
revelou 5.136ppb de aflatoxina B,. O diagnostico de
aflatoxicose foi feito baseado nos sinais clinicos e patolo-
gia caracteristicos, na auséncia de Senecio spp. na alimen-
tacdo dos terneiros e na presenca de altos niveis de
aflatoxina no milho da alimentacédo dos bezerros.

INDEX TERMS: Doencas de bovinos, micotoxicose, aflatoxi-
cose, doencas hepdticas, patologia.
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INTRODUCAO

Aflatoxicose é uma micotoxicose causada por aflatoxinas,
metabolitos hepatotdxicos de Aspergillus flavus e A.
parasiticus (Van Halderen et al. 1989). A doenca ja foi docu-
mentada em humanos, primatas ndo-humanos, gatos, caes,
roedores, aves, bovinos e bufalos apos a ingestéo de alimen-
to contaminado pelos fungos produtores de aflatoxina (Sastry
etal. 1965, Vaid et al. 1981). A condigao é mais comum em
animais de producédo, mas existem diferentes graus de sus-
ceptibilidade (Schoental 1967): 1) animais bastante sensi-
veis (LD.,<1mg/kg) onde estéo incluidos patinhos, trutas arco-
iris, cobaias, coelhos, cées, gatos, ratos jovens e perus jo-
vens; 2) animais medianamente sensiveis (que necessitam
uma dose de aflatoxina dez vezes maior que os animais do
primeiro grupo), como suinos, macacos, ratos, bezerros, fai-
s@es, pintos, furdes, hamsters, vacas, doninhas e perdizes;
e 3) animais resistentes, como ovinos e camundongos.

Surtos documentados de aflatoxicose em bovinos séo
raros. A doenca nessa espécie geralmente ndo € tdo fulmi-
nante como em suinos e segue um curso crénico ou subagudo
de varias semanas ou meses apos a exposicao a aflatoxina
(Kellerman et al. 2005), mas casos agudos ja foram relata-
dos (McKenzie et al. 1981, Lafluf et al. 1989). A condi¢céo em
bovinos foi relatada inicialmente na década de 1960 no Reino
Unido (Loosmore & Markson 1961, Clegg & Bryson 1962)
associada a ingestao de torta de amendoim contaminada pelo
fungo e contendo aflatoxina; no entanto, € muito provavel
que a doencga descrita em suinos e bovinos nos anos 1950
nos Estados Unidos (Sippel et al. 1953, Burnside et al. 1957)
também se tratasse de aflatoxicose. Desde entéo a doenca
foi relatada em bovinos nos Estados Unidos (Aust 1964, Colvin
etal. 1984, Hall et al. 1989, Osweiller & Trampel 1985, Ray et
al. 1986), india (Gopal et al. 1968, Vaid et al. 1981), Tailandia
(Pedugsorn et al 1980), Australia (McKenzie et al. 1981), Afri-
ca do Sul (Van Halderen et al. 1989) e Uruguai (Lafluf et al.
1989). A doenca tem sido reproduzida em bovinos pela admi-
nistracéo de doses orais de aflatoxina ou por administracéo
de alimentos contaminados por aflatoxina (Allcroft & Lewis
1963, Garret et al. 1968, Lynch et al. 1970, 1971, Pier et al.
1976, Patterson & Anderson 1982, Richard et al. 1983).

Os sinais clinicos incluem mau estado nutricional geral,
pelos asperos, anorexia, perda gradual do apetite, perda de
peso, baixa na producéo de leite e decréscimo naresisténcia a
infeccBes. Sinais terminais incluem bruxismo, andar em circu-
los, dor abdominal, tenesmo, prolapso retal e diarreia, que pode
ser tingida de sangue (McKenzie et al. 1981, Patterson &
Anderson 1982, Colvin et al. 1984, Osweiller & Trampel 1985,
Van Halderen et al. 1989). Apenas raramente 0s bovinos de-
senvolvem fotossensibilizacdo associada a aflatoxicose
(McKenzie et al. 1981, Colvin et al. 1984). A morte ocorre ge-
ralmente dois dias apds o aparecimento dos sinais clinicos
mais graves (Loosmore & Markson 1961). Na necropsia o figa-
do esta firme, com um tom grisdceo ou marrom claro; ha
ainda hidrotérax e ascite acentuados, edema das dobras do
abomaso e do mesocélon (Loosmore & Markson 1961, Clegg
& Bryson 1962, Osweiller & Trampel 1985, Hall et al. 1989).

Histologicamente séo descritos proliferacdo de ductos biliares,
fibrose, megalocitose, lesdo venooclusiva e graus variaveis
de degeneracéo gordurosa hepatocelular (Loosmore & Markson
1961, Clegg & Bryson 1962, Vaid et al. 1981, Osweiller & Trampel
1985, Van Halderen et al. 1989).

O objetivo deste trabalho é descrever um surto de
aflatoxicose em bezerros no estado do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Num estabelecimento de producao leiteira no municipio de
Panambi, Rio Grande do Sul, quarenta bezerros foram des-
mamados logo apds terem ingerido o colostro, e colocados
em gaiolas individuais 1,5 x 1,5m. Inicialmente os bezerros
eram alimentados exclusivamente com substituto de leite re-
constituido, mas gradativamente foram introduzidos milho
quebrado e feno de alfafa na alimentagdo. Quando foram
examinados neste estudo, aos quatro meses de idade e pe-
sando 100 kg, os bezerros recebiam ragdo constituida 2 kg
de milho quebrado, 1-2 kg alfafa e 4 litros de substituto de
leite reconstituido. O milho estava na alimentagédo por pelo
menos dois meses. O surto da doenca que é relatada aqui foi
observado inicialmente no més de abril, de 1989, pelo veteri-
nario que prestava servicos para o estabelecimento e que
realizou duas necropsias em dois bezerros que haviam
morrido espontaneamente; dessas necropsias, 0 seguinte
material foi enviado para exame histolégico no Laboratério
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Maria: figado, coracao, pulmao e rim. Apos o exame histopa-
tolégico desse material foi estabelecido um diagnostico
presuntivo de seneciose (intoxicacdo por alcaloides pirrolizi-
dinicos de Senecio spp.) e uma visita a propriedade foi feita
no dia seguinte, quando um bezerro afetado ja moribundo foi
sacrificado e necropsiado. Dessa necropsia 0 seguinte mate-
rial foi fixado em formol e processado rotineiramente para
histopatologia: figado, coracéo, linfonodo hepatico, intestino
delgado, co6lon, ceco, abomaso, encéfalo, rim e baco. Cortes
selecionados de figado foram corados pela técnica do
tricrémico de Masson. Foi feita uma cuidadosa procura por
espécimes dessecados de Senecio spp. no feno de alfafa
usado na alimentag&o dos bezerros. Um pool (total de 1 kg)
de amostras de diferentes locais do estoque do milho que-
brado que vinha sendo administrado aos bezerros foi colhido
e enviado para analise por cromatografia de camada delga-
da para aflatoxina B, (AFB,).

RESULTADOS

Ha algum tempo, que néo foi possivel precisar, varios be-
zerros mostravam sinais pouco especificos de pelos arrepi-
ados e mau desenvolvimento geral. Seis bezerros morre-
ram dois a trés dias apds o agravamento desses sinais cli-
nicos, com aparecimento de diarreia, dor abdominal,
tenesmo, prolapso de reto e bruxismo.

Alterag@es de necropsia encontradas em trés bezerros
necropsiados incluiam figado firme e castanho claro, mar-
cados hidrotérax e ascite, edema translicido e de aspecto
gelatinoso do mesentério, mesocélon e das dobras da
mucosa do abomaso.

Os principais achados histopatoldgicos, além da con-
firmacdo dos edemas observados macroscopicamente,
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restringiam-se ao figado. Fibrose portal que se estendia
por entre os l6bulos e proliferacao de ductos biliares (Fig.1)
foram achados constantes. Os hepatdcitos apresentavam
moderada megalocitose e degeneragdo citoplasmatica
vacuolar consistente com acumulacéo hepatocelular de
lipidios. Muitos hepatdcitos apresentavam glébulos eosi-
nofilicos no citoplasma (Fig.2). A tumefacao dos hepatéci-
tos obliterava a luz dos sinusoides. Necrose individual de
hepatécitos e lesdo venooclusiva (Fig.3) foram também
frequentes.

A pesquisa por plantas que contém alcaloides pirrolizi-
dinicos no feno que era administrado aos animais resultou
negativa. A andlise do milho do alimento dos bezerros por
cromatografia de camada delgada revelou 5.136ppb de
AFB,. Néo foram pesquisados outros metabdlitos de
afllatoxina.

Fig.1. Fibrose portal (*) e proliferacdo de ductos biliares (seta)
em bezerro com aflatoxicose cronica. HE, obj.20x.

Fig.2. Alteracdes histoldgicas no figado de bezerro com aflato-
xicose cronica. Os hepatécitos apresentam moderada me-
galocitose e degeneracéo citoplasmatica vacuolar consis-
tente com acumulacao hepatocelular de lipidios. O aumen-
to de volume dos hepatdcitos oblitera a luz dos sinuséides.
Em dois hepatécitos ha globulos eosinofilicos (setas) no
citoplasma. HE, obj.40x.
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Fig.3. Les&o veno-oclusiva na aflatoxicose crdonica em bezer-
ros. (A) Tecido fibroso obstrui completamente a luz da veia
hepética terminal. HE, 0bj.20x (B) Mesma lesdo em espé-
cime de figado corado pelo Tricromico de Masson, obj.20x.

DISCUSSAO

O diagnostico de aflatoxicose neste estudo foi baseado
nos sinais clinicos e lesbes caracteristicas apresentados
pelos bezerros e nos altos niveis de AFB, encontrados em
um dos componentes da alimentacdo dos bezerros. As
lesdes hepaticas encontradas nos bezerros deste relato
foram consideradas cronicas em comparacdo com o que é
descrito na literatura. Lesdes cronicas de aflatoxicose séo
relatadas como contendo graus variaveis de proliferacao
do epitélio dos ductos biliares, fibrose, endoflebite oblite-
rante (lesédo venooclusiva) da veia centrolobular (veia he-
patica terminal), variagdo consideravel no tamanho e for-
ma dos hepatdcitos e graus variaveis de esteatose hepa-
tocelular (Loosmore & Markson 1961, Clegg & Bryson 1962,
Hill 1963). Essas lesdes foram observadas nos bezerros
deste estudo.

A intoxicacao por Senecio spp. ou por outras plantas
gue contenham alcaloides pirrolizidinicos deve ser inclui-
da no diagnéstico diferencial de aflatoxicose, ja que as
alteracoes clinicas e anatomopatolégicas nas duas condi-
¢Oes séo praticamente idénticas (Clegg & Bryson 1962,
Stober 1970, Pedugsorn et al. 1980) e ja que a seneciose
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€ uma intoxicacdo comum em bovinos no Rio Grande do
Sul (Rissi et al. 2007). No entanto, a possibilidade de ocor-
réncia dessas plantas na dieta dos bezerros foi excluida e
como os bezerros eram confinados ndo tinham acesso a
pastagem.

Nao é possivel calcular com qualquer grau de precisao
a quantidade de aflatoxina que cada bezerro deste estudo
ingeria diariamente, pois embora 2kg/bezerro/dia de milho
estivessem disponiveis, ndo se tem dados para confirmar
se essa quantidade era realmente consumida. N&o se sabe
também se a aflatoxina era homogeneamente distribuida
no milho oferecido aos bezerros. Na verdade, € pouco pro-
vavel que esse fosse 0 caso e é sim provavel que ocorres-
sem por¢des de milho com maior ou menor quantidade de
aflatoxina de que 5.136 ppb detectados na amostra anali-
sada. Raciocinando, porém, com base na quantidade de
AFB, (5.136ppb), que correspondia a 5,136mg/kg de mi-
Iho, e levando em conta que cada bezerro pesava cerca
de 100 kg e deveria consumir cerca de 2 kg/racao(milho)/
dia, a dose diaria de aflatoxina ingerida por cada bezerros
seria 0,1mg/kg. Se as quantidades de aflatoxina provavel-
mente ingeridas pelos bezerros deste estudo forem com-
paradas as doses envolvidas nos surtos e experimentos
descritos a seguir, seré concluido que elas séo suficien-
tes para causar a intoxicacdo em bezerros.

Em um desses experimentos, cinquenta bezerros de 6-
8 meses de idade, de raca de corte, foram divididos em
cinco grupos de 10 animais cada, que receberam rag&o con-
tendo 0O, 100, 300, 700 e 1.000ppb de AFB, (Garret et al.
1968). A intoxicacao foi observada em animais que recebe-
ram ragao com 700ppb de AFB, ou mais. Nesses dois gru-
pos houve reducao do ganho de peso. Dois novilhos do gru-
po daragéo com 1.000ppb de AFB, morreram no 59° e 137°
dias do experimento e seus figados eram fibroticos. Lesbes
hepaticas semelhantes foram observadas em um animal do
grupo que recebia 1.000ppb e em outros dois animais do
grupo de 700pbb que foram sacrificados aos 133 dias do
experimento. Essas quantidades séo pelo menos cinco ve-
zes menores que as encontradas na ragéo ingerida pelos
bezerros deste relato. Stober (1970) menciona dados se-
melhantes aos de Garret et al. (1968) e afirma que apds
ingerirem torta de amendoim com 200-1.500ppb de AFB,
bezerros jovens desenvolvem a intoxicacdo e Vaid et al.
(1981) informam que niveis considerados perigosos na ali-
mentagao de bovinos estéo entre 300-600ppm.

Em outro experimento (Lynch et al. 1970), em que be-
zerros ingeriram ra¢do com aflatoxinas nas doses de 0,008
a 0,08mg/kg/dia de peso corporal/dia por seis semanas,
observaram-se alteragfes nas enzimas de fungéo hepati-
ca ja nos animais que recebiam 0,02mg/kg/dia; os ani-
mais foram sacrificados e os de maior dosagem mostra-
vam fibrose hepatica. Alteracdes semelhantes ocorreram
guando a aflatoxina foi administrada por via oral diluida em
propilenoglicol e etanol. Os bezerros foram sacrificados
apos seis semanas e a maioria dos efeitos presentes da
aflatoxicose ocorreu nas doses maiores (0,08 e 0,10mg/
kg/dia).

Pier et al. (1976) administraram aflatoxina contida em
cépsulas de gelatina a trés bezerros nas doses de 0,1, 0,2
e 0,5mg/kg/dia. O bezerro que recebeu 0,5mg/kg/dia mor-
reu no 14° dia do experimento e na necropsia foram encon-
trados ictericia, hemorragia e fibrose hepética associada a
proliferacdo de ductos biliares. Lesfes hepéticas seme-
Ihantes foram encontradas no bezerro que recebeu 0,2mg/
kg/dia e que foi sacrificado no 32° dia do experimento.
McKenzie et al. (1981) relataram um surto espontaneo com
morte de 12 dentre um lote de 90 bezerros, 5-27 dias ap6s
ingerirem 0,3-0,7mg/kg/dia de aflatoxinas (B, B,, G, € G,).
Nesses casos, essas doses mais elevadas levaram a al-
teragBes agudas, o0 que indica que o curso clinico é de-
pendente da dose.

Bovinos jovens como o deste relato sdo mais susceti-
veis a aflatoxicose do que bovinos adultos (Allcroft & Lewis
1963, Aust 1964, Lynch et al 1970, 1971, McKenzie et al.
1981, Colvin et al. 1984), mas a condi¢céo é também rela-
tada em animais adultos (Vaid et al. 1981, Ray et al. 1986,
Hall et al. 1989, Lafluf et al. 1989). Por outro lado, a intoxi-
cagao por aflatoxina em bovinos ocorre principalmente em
animais confinados (Gopal et al. 1968, Colvin et al. 1984,
Osweiller & Trampel 1985) e em animais de producao lei-
teira, como € o caso dos bezerros deste estudo. No entan-
to, ha relatos de surtos ocasionais de aflatoxicose em bo-
vinos que ingeriram milho n&o-colhido ou mal colhido ain-
da na lavoura (Sippel et al 1953, Hall et al. 1989).

Lesdo venooclusiva hepatica foi observada nos trés
casos deste estudo. A lesdo consiste na obliteracdo de
pequenas veias intra-hepaticas associadas a lesao do
endotélio dos sinusoides, acumulo de eritrécitos e fibrina
no espaco subintimal (de Disse), e subsequente fibrose
subendotelial (Stalker & Hayes 2007). Esse padrdo de
fibrose da veia centrolobular pode contribuir para o desen-
volvimento de hipertenséo portal e ser, pelo menos parci-
almente, responsavel pela ascite observada nos bezerros.
Les&o venooclusiva tem sido relatada em bovinos afeta-
dos por aflatoxicose (Loosmore & Markson 1961, Clegg &
Bryson 1962, Lynch et al. 1970, 1971), seneciose e em
seres humanos apdés quimioterapia, radioterapia e trans-
plante de medula 6ssea (Stalker & Hayes 2007).
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