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DENSIDADE URINARIA, DOSAGENS SERICAS DE UREIA, CREATININA E
PROTEINA TOTAL NA AFLATOXICOSE EXPERIMENTAL EM CAES
(Canis familiaris)’

URINE SPECIFIC GRAVITY, BUN, CREATININE AND TOTAL SERUN PROTEIN
IN CANINE EXPERIMENTAL AFLATOXICOSIS

Virginia Peretti Torelly? Janio Morais Santurio’

RESUMO

As aflatoxinas, embora principalmente hepatotoxicas,
ja foram descritas como nefrotoxicas em vdrias espécies animais.
Neste trabalho, a patologia clinica veterinaria foi utilizada para
avaliar as alteracoes renais na aflatoxicose experimental em cdes.
Utilizaram-se quatro grupos de 5 cdes, com colheitas didrias de
sangue e wurina, durante [2 dias consecutivos, nos quais
realizaram-se dosagens séricas de uréia, creatinina e proteina
total, e urindlise. O experimento foi dividido em trés periodos,
sendo o periodo 0 (dias | a 3) referente a colheita de dados para
controle, periodo I (dias 4 a 8) considerando o tempo de adminis-
iragdo da toxina e periodo 2 (dias 9 a 12) ao tempo apos a
intoxicagdo. As doses de aflatoxina usada foram de 100, 200, 400,
e 600ug/kg/dia, respectivamente para os grupos I, II, III, 1V, por
via oral, misturada ao alimento, pelo periodo de cinco dias. As
taxas de uréia e creatinina variaram aentro do intervalo normal
dos valores de referéncia da literatura consultada. A proteina total
e a densidade urindria estiveram proximas ou acima dos valores
maximos de referéncia devido a hemoconcentragdo. A andlise
estatistica evidenciou uma diminuicdo progressiva nos valores de
uréia, creatinina e densidade urindria, com relagdo ao aumento da
dose usada em cada grupo. Este fato foi atribuido a maior ingestdo
de dgua. Através dos resultados obtidos, concluiu-se que as doses
aplicadas ndo foram suficientes para detectar lesdo renal
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SUMMARY

Aflaroxins, although primary hepatotoxic agents, were
injurious to kidney in several animal species. Veterinary clinical
paithology was used to determine renal changes in canine
experimental aflatoxicosis. Four groups of five dogs were used
Blood and urine samples were collected for the twelve following
days. BUN, creatinine, total serun protein and urinalysis were
done. The experiment was divided in three periods: period 0 (days
[ to 3) refered to the control data, period | (days 4 to 8) to the
aflatoxin administration days, and period 2 (days 9 1o 12) the days
after the poisoning. 100, 200, 400 and 600.g/kg/day of aflatoxin
Jor the 1, Il HT and IV groups respectively, by oral pathway, mixed
to the food, were used for five days. BUN and creatinine were
within the normal ranges. Total serun protein and urine specific
gravity were near or above upper limits due to hemoconcentration.
Statistics showed a diminution of BUN, creatinine and urine
specific gravity values according to the increased aflatoxin doses
applied in each group. This was attributed to an increase of water
intake. According to the results of this investigation, the conclusion

is that the doses used were not sufficient to determine renal
damage.
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INTRODUCAO

As aflatoxinas sd3o metabdlitos flingicos
secundarios toxicos produzidos por certas linhagens de
Aspergillus flavus ¢ A. parasiticus. Ocorrem em
cereais € sementes oleaginosas utilizadas para consu-
mo animal, como milho e amendoim.

O quadro clinico da aflatoxicose canina
caracteriza-se por anorexia, prostacao, ictericia, alguns
episodios de emese e diarréia sanguinolenta (JERICO
etal., 1985). SEIBOL & BAILEY (1952) descreveram
a doenga com a denominag¢do de "hepatite x dos cdes”
por ndo saberem sua etiologia. Pouco mais tarde,
BAILEY & GROTH (1959) chegaram a conclusao de
que a "hepatite x dos cdes" e a intoxica¢do por milho
mofado dos suinos eram produzidas pelo mesmo
agente etiologico. NEWBERNE et al. (1966) intoxica-
ram cdes com aflatoxina B, e observaram que os
resultados davam forte sugestdo de que a intoxicag¢do
experimental por aflatoxina e a "hepatite x dos cées"
eram a mesma doenga, embora faltassem evidéncias
conclusivas. Finalmente CHAFFEE ef al. (1969)
confirmaram a etiologia da doenca. Posteriormente,
intoxica¢des naturats (KETTERER er al., 1975,
KRISHNAMACHARI et al., 1975, TANDON et al.,
1977, GREENE et al., 1977, LIGGETT et al., 1986,
ONYEKWEODIRI ef al., 1988) e experimentais
(RAJAN & MOHIYUDDEN, 1973) foram estudadas
em cdes, ¢ artigos de revisdo foram publicados
(HESSELTINE, 1967, EDDS, 1973, NEWBERNE,
1973). No Brasil, ha relatos da doeng¢a ja em 1950
(SANTOS, 1966), e JERICO et al. (1985) descreve-
ram a doeng¢a por ingestdo de ra¢do comercial conta-
minada. Ainda em nosso pais, de acordo com o relato
de HAGIWARA et al. (1990), foi observado quadro
de coagulac¢do intravascular disseminada.

O orgdo-alvo principal na aflatoxicose € o
figado, no entanto, os rins também excretam a aflato-
xina B, € a medula renal € sensivel a essa micotoxina
(GROSMAN et al., 1983). LIGGETT ef al. (1986)
observaram numerosos cristais de bilirrubina com
marcada bilirrubiniria na urinalise em cdes, enquanto
HAGIWARA er al. (1990) registraram pigmentos
biliares (++), além de proteinas (100mg/dl) e cilindros
granulosos. SEIBOL & BAILEY (1952) dosaram o

BUN (nitrogénio uréico sangiiineo), que multiplicado

por 2,14 da a estimativa do valor de uréia em mg/dl
segundo DOXEY (1985), ¢ obtiveram valores marca-
damente elevados em um de 6 cdes, e THAMMAN ef

al. (1987) taxa de 26,5 (%0,5)mg/dl apos a intoxicagio.
JERICO et al. (1985) obtiveram aumentos de uréia
(até 236,4mg/dl) e de creatinina (até 4,3mg/dl) em 2
de 9 cdes intoxicados. A proteina total sérica foi
dosada por GREENE et al. (1977) observando valores
entre 2,54 a 6,2g/dl, por JERICO et al. (1985) regis-
trando valores entre 3,9 € 5,0g/dl, THAMMAN ef al.
(1987) obtendo taxa média de 4,3 (£0,1)g/dl apds a
intoxicacdo ¢ ONYEKWEODIRI er al. (1988) de-
monstrando concentra¢des entre 3,4 e 4,6g/dl.

O objetivo do presente trabalho foi eviden-
ciar alteragdes renais na aflatoxicose experimental em
cdes, através dos testes comumente utilizados em
patologia clinica veterinaria.

MATERIAIS E METODOS

Formaram-se quatro grupos de 5 cdes sem
raca definida, machos e f€meas, adultos, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Marnia, retirados do biotério em grupos de cinco por
vez que, apos avaliacdo clinica, receberam medicacio
anti-helmintica (Albendazol na dose unica de
20mg/10kg de peso, via oral), foram alojados em
boxes individuais, alimentados com ra¢do comercial
para caes’® ¢ alimento preparado a base de arroz e
carne. Diariamente e por 12 dias consecutivos em cada
grupo, foram colhidas amostras de urina por mic¢io
espontanea e Sml de sangue total sem anticoagulante
puncionados da veia cefdlica e, algumas vézes, da
jugular.

O experimento foi dividido em trés perio-
dos: o periodo 0 (dias 1, 2 e 3), foi aquele relativo a
colheita de material para obter-se valores de controle
para os cédes; o periodo 1, compreendeu os dias 4, 5, 6,
7, € 8 nos quais se administrou a toxina, € o periodo 2,
que considerou os dias 9, 10, 11 e 12, representou
aquele do acompanhamento apés a administragdo da
toxina. No periodo 1, administraram-se doses Unicas
diarias de 100, 200, 400 e 600.g de aflatoxina/kg de
peso respectivamente para os grupos I, I, IIT e IV, por
via oral € misturada ao alimento (preparado).

A atlatoxina foi produzida em fermentagio
de arroz parabolizado com Aspergillus parasiticus da
linhagem NRRL 2999, no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de
Santa Maria, segundo técnica de SHOTWELL et al.
(1966) modificada ¢ a quantificagdo realizada por

cromatrografia liquida de alta resolucdo (HPLCQ),
obtendo-se os seguintes valores: 259,3mg de aflatoxi-

na por quilo do produto (farelo de arroz), sendo
13,84% de aflatoxina B, 19,4% de G,, 4,81% de B, ¢
1,88% de G,.
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Os exames realizados foram urinélise
completa, com o uso de fitas reagentes®, dosagens de
proteina total sérica por refratometria, € dosagens de
uréia € creatinina séricas por meétodo colorimétrico
utilizando "kits" comerciais® ¢ espectrofotometro.

O sangue foi centrifugado a 1500rpm
imediatamente apds a colheita ¢ até ser obtida a
separa¢do do soro, analisando-se as amostras no
mesmo dia. As amostras de urina foram analisadas
logo apods a obtengdo ¢ até o tempo maximo de duas
horas do Inicio das colheitas, sendo centrifugados
10m1l de urina a 1500rpm por 5 minutos para obtengdo
do sedimento urinario.

Realizou-se analise estatistica dos valores
obtidos para as determinag¢des efetuadas no soro e
urina, aplicando-se analise de Correlagdo, de Varian-
cia, ¢ de Regressdo. As médias foram comparadas
utilizando-se Teste de Tukey.

Trés cdes foram descartados do experimen-
to por apresentarem alteragdes nos exames de contro-
le, alterando-se a composigdo dos grupos 11, 11l e IV
para guatro caes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com as doses de 100, 200, 400, a 600..g/kg
de atlatoxina, ministrada a cada grupo de cides durante
5 dias consecutivos, observaram-se algumas alteragoes
clinicas compativeis com um quadro de intoxica¢ao
por atlatoxina, embora leves, apesar das doses mais
elevadas estarem proximas da DL 50 para cies
determinada por NEWBERNE er al. (1966) e
WOGAN (1966); no entanto, estes autores considera-
ram apenas a atlatoxina B, em seus estudos. No
presente trabalho, o tempo de ingestdo da aflatoxina e
observa¢do dos animais pode ter sido curto para
verificar as conseqiiéncias da ingestdo da toxina.
NEWBERNE et al. (1966) observaram que nio houve
mortes com a dose unica de 0,5mg/kg de peso em
caes, € estes animais sacrificados entre 2 a 14 dias
apos a administragdo demonstraram lesdes hepaticas,
e também com a dose de 0,2mg/dia por 15 dias nio
ocorreram oObitos até 13 dias apds a ultima dose,
embora lesGes hepaticas moderadas a severas fossem
notadas, e enquanto o tratamento com 0,2mg/dia por
30 dias determinou anorexia, perda de peso e ictericia.
Outro fato, é devido aos cdes terem recebido uma dieta
com proteina além de suas necessidades basicas,
porque forneceu-se ragdo comercial, balanceada para
as necessidades da espécie, acrescida de carne e leite,
e 1sto pode ter influenciado a intensidade da intoxica-
¢do, uma vez que baixos niveis de proteina aumenta-
ram a severidade da aflatoxicose em galinhas

(SHAEFFER & HAMILTON, 1991) e ratos
(MADHAVAN & GOPALAN, 1965, SHAEFFER &
HAMILTON, 1991). Além disso, MADHAVAN &

GOPALAN (1968) citam que niveis baixos de protei-
na protegem contra o efeito carcinogénico em ratos,

parecendo, entdo, que niveis altos de proteina prote-
gem contra efeitos agudos, predispondo aos efeitos
carcinogenicos.

Alguns cdes tiveram apetite caprichoso
concordando com a diminuig¢do de apetite citada por
HESSELTINE (1967). Observou-se avidez em ingerir
agua, principalmente nos grupos III e IV, o que
concorda com os relatos de KETTERER et al. (1975)
que constataram, em um cdo intoxicado, um beber
intermitente de grandes volumes de dgua e de
GREENE et al. (1977) que encontraram polidria com
polidipsia. Houve persisténcia de sangramento nos
locais de pung¢do sangiiinea nos cdes intoxicados, fato
também observado por HAGIWARA ef al. (1990),
enquanto ONYEKWEODIRI ef al. (1988) encontra-
ram somente uma tendéncia ao sangramento prolonga-
do que puderam ser explicadas pelo efeito semelhante
a cumarina causado pela aflatoxina (CHAFFEE er al.,
1969, WANNEMACHER Jr. et al, 1991), ou a
diminuic¢do de plaquetas, HAGIWARA et al. 1990). O
prejuizo ao estado nutricional dos cdes, principalmente
nos grupos Il e IV, foi provavel conseqiiéncia da
diminuigdo de apetite. Cinco cées eliminaram sangue
nas fezes, tato também encontrado por SEIBOL &
BAILEY (1952), BAILEY & GROTH (1959). Vomi-
tos toram apresentados por um cdo intoxicado, concor-
dando com os registros de SEIBOL & BAILEY
(1952), RAJAN & MOHIYUDDEN (1973),
KETTERER et al. (1975), TANDON et al. (1977),
JERICO et al. (1985).

As médias e desvios-padrées demonstrados
para uréia nos periodos da administra¢io da aflatoxina
(Tabela 1) e apds (Tabela 2) variaram de 20,99(+6,94)
a 29,46(x£9,28)mg/dl, e para a creatinina oscilaram
entre 0,84(+0,13) a 1,27(x0,57)mg/dl, assemelhando-
se aos valores de referéncia da literatura e diferindo
daqueles evidenciados por SEIBOL & BAILEY

(1952), JERICO et al. (1985), THAMMAN et al.
(1987) que encontraram valores elevados na aflatoxi-
Cose cantna. |

As médias das concentra¢des de proteina
total sérica nos periodos da administra¢fo da aflatoxi-
na (Tabela 1) e apdés (Tabela 2) variaram de
7,50(+0,83) a 8,57(x0,70)g/dl, ficando proximas ou
superiores aos valores maximos de referéncia da
literatura, contrariado os achados de GREENE et al.
(1977), JERICO et al. (1985), THAMMAN ef al
(1987) e ONYEKWEODIRI ef al. (1988), os quais
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registraram valores baixos para a proteina total nos
casos da intoxicac¢do. Por outro lado, também deve-se
considerar que os valores da proteina total ja estavam
altos antes do nicio da administracdo da toxina
(periodo O - controle, Tabela 3), sugerindo que houve
influéncia do manejo dos animais. Os valores médios
da densidade urinaria também foram altos, variando de
1031(+12,80)a 1046(+12,80), inclusive os de controle
(Tabela 3), quando confrontados com aqueles obtidos
por autores como WILKES er al. (1980), OSBORNE
& POLZIN (1983), DOXEY (1985), Mc CAW et al.
(1989) e WILLARD (1989). Porém, de acordo com
BENJAMIN (1979), DUNCAN & PRASSE (1982) e
OSBORNE & POLZIN (1983) a densidade urinaria
pode variar normalmente de 1001 a 1060 ou mais,
estando assim dentro de um intervalo de normalidade.
Através da analise estatistica dos resultados,.
demonstrou-se haver uma relag¢ao linear significativa
entre a proteina total e a densidade urinaria
(P<0,0469), sendo que a equagao
PT =-2,09 + 0,009 . DU

define o relacionamento entre as duas variaveis
(CV=10,84, r* = 0,02). Entdo pode ter ocorrido uma
desidratacdo leve, ndo detectavel clinicamente (menor
que 4%, segundo FENNER,1985). As diferencas
estatisticamente significativas entre os valores de uréia
no periodo de controle (Tabela 3) foram atribuidas a
dieta.

Tabela 1. Médias e desvio-padrdo () para as dosagens de
uréia, creatinina, proteina total (PT) e densidade
urinaria (DU) durante o periodo de administracdo da
aflatoxina.

Grupos [((100) 1I(200) III(400) 1IV(600)
(doses em pg/kg)

Soro (n) 25 20 20 20
Urina (n) 25 19 18 19
Uréia* (mg/dl) 29.46a# 26,73ab 23,60ab 20,99b
(%) (9,28) (14,49) (5.97) (6,94)
Creatinina(mg/dl) 1,08ab 1,27a 0,89bc 0,87 ¢
(£) (0,27)  (0,57)  (0,40) (0,31)
PT (g/dl) 8,18ab 7.70bc 7,50 ¢ 8,57a
(£) (0,60) (0,74) (0,83) (0,70)
DU 1039a 1041a 1031ab 1028 b
(%) (8,71) (19,28) (11,58) (10,66)

*Uréia (P <0,0101); CV=10,55;r*"=0,12;
Creatinina (P < 0,0002); CV =-1671,22;: r* = 0,21;
Proteina Total (P < 0,0001); CV =4,40; r* = 0,24,
Densidade urinaria (P < 0,0069); CV = 1,23; r* = 0,14;

# Letras diferentes indicam valores médios diferentes pelo teste
de Tuckey.

Tabela ©. Médias ¢ desvio-padrdo (£) para as dosagens de
uréia, creatinina, proteina total (PT) e densidade
urinaria (DU) durante o periodo ap6s a adminis-
tracdo da aflatoxina.

Grupos [(100) 11(200) III(400) 1V(600)
(doses e pg/kg)

Soro (n) 20 16 16 16
Urina (n) 20 15 16 16
Uréia* (ing/dl) 27,17a# 25,52ab 21,38b 21,40b
() (6,75) (7.19) (3,66) (4,67)
Creatinina (mg/dl) 1,09a 1,16a 0,84b 091b
() (0,16) (0,20) (0,13) (0,27)
PT (g/dl) 7.97ab 8,46a 7,70b  7,85ab
(+) (0,44) (0,85) (0,91) (0,89)
DU 1040ab 1046a 1034b 1031Db
(%) (8,84) (12,80) (10,96) (12,80)

*Uréia (2 <0,0132); CV=28,14;:r*=0,15;
Creatinina (P < 0,0001); CV =-1443,70; r* = 0,31;
Proteira Total (P <0,0432); CV=475.r"=0,11;
Densicdade urinaria (P < 0,0020); CV =1,08; r* = 0,20:

# Letras diferentes indicam valores médios diferentes pelo teste
de Tuckey.

Tabela ... Médias e desvio-padrdo (+) para as dosagens de
uréia, creatinina, proteina total (PT) ¢ densidade
urinaria (DU) no periodo de controle.

Grupos [((100) 11(200) HI(400) 1V(600)
(doses em pg/kg)

Soro (n) 15 12 12 12
Urina (n) 15 11 12 10
Uréia* (2/dl) 26,38ab# 31,85a 1921 ¢ 21,38 bc
() (5,24) (7,27) (4,88) (5,79)
Creatinina (mg/dl) 1,08 1,06 0,97 0,94
(%) (0,27) (0,32) (0,38) (0,38)
PT(g/dl) 8,41 7.88 8,05 8,33

(1) (1,10) (1,41) (0,84) (0,60)
DU 1036 1045 1040 1037

(1) (10,78) (11,26) (11,88) (12,10)

* Uréia (P <0,0001); CV = 17,34); r* = 0,39);
# Letras diferentes indicam valores médios diferentes pelo teste
de Tuckey.

A uré€ia, creatinina € a densidade urinéaria
tiveram relagdo linear decrescente com relacdo as
doses nos periodos | (Tabela 1) e 2 (Tabela 2). Isso
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pode ser explicado pela maior ingestdo de agua, que
aparentemente ocorreu, sendo notada avidez em
Ingerir a mesma.

As urindlises ndo evidenciaram nefropatia,
hepatopatias e nem doenc¢as metabolicas, de acordo
com os dados de referéncia da literatura, estando assim
ausentes os sinais de nefro e hepatotoxicidade de-
monstrados por LIGGETT et al. (1986) e
HAGIWARA et al. (1990).

As dosagens de uréia e creatinina, e a
medida da densidade urinaria, ndo evidenciaram

alteracdo de funcdo renal, diferindo de GROSMAN ef

al. (1983) e GLAHN ef al. (1991) sobre a alteracdo da
mesma na aflatoxicose em ratos € aves respectivamen-
te, porém ndo descartam a possibilidade de interferén-
cia sobre o funcionamento renal. Segundo KLUWE
(1981), o rim do mamifero, em estado normal, utiliza
somente uma por¢do (aproximadamente 20 a 25%) da
capacidade renal total, ¢ os testes padrdes podem ser
insuficientemente sensivels para detectar efeitos
tox1cos subitos, por causa dessa grande reserva funcio-
nal. Talvez, doses maiores e por tempo mais prolonga-
do pudessem evidenciar alteragcOes renais com oS
testes empregados.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, é
permitido concluir-se que: os valores das taxas de
uréia e creatinina sé€ricas nao tiveram elevacdo para
caracterizar insuficiéncia renal; a densidade urinaria

apresentou valores que indicaram fungdo tubular renal
normal;
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