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AVALIACAO DA FUNCAO RENAL ATRAVES DA DENSIDADE URINARIA
E DOSAGEM SERICA DE UREIA E CREATININA NA
AFLATOXICOSE EXPERIMENTAL EM CAES

EVALUATION OF RENAL PROFILE INDUCED BY AFLATOXICOSIS IN DOGS:
DETERMINATION OF PLASMA LEVELS OF UREA AND
CREATININE AND URINE DENSITY

Carla Rosane de Aguiar Hennemann' Carlos Mario Severo Cunha® Soénia Terezinha dos Anjos Lopes>
Anne Santos do Amaral’ Alexandre da Silva Polydoro?

RESUMO

O presente trabalho refere-se a determina¢do da
densidade urinaria e dosagem sérica de uréia e creatinina em cdes
submetidos a aflatoxicose experimental. Foram utilizados 14 cdes
(7 machos e 7 femeas), sem raga definida, adultos e peso médio de
6,7 £ 1,96kg. Em um periodo pré-experimento foram realizadas 3
colheitas de urina e sangue de cada animal para avalia¢do da
fungdo renal e as médias das determinacoes foram utilizadas como

controle. Os cdes receberam 67 .g/kg/dia de aflatoxina, via oral,
durante 9 dias consecutivos. A partir do quinto dia foram realiza-

das 4 colheitas com intervalos de 5 dias. Os resultados obtidos
demonstraram, atraves dos sinais clinicos e das lesoes macro e

microscopicas, o desenvolvimento de aflatoxicose, sendo que ndo

houve alteragdo na fungdo renal detectavel através dos pardmetros
estudados.
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SUMMARY

The objective of the present work was to evaluate
plasma levels of urea and creatinine and urine density in dogs

1

using experimentally induced aflatoxicosis. Fourteen adult mongrel
dogs (7 males and 7 females), weighing 6.7 + 1.96kg were treated
with oral aflatoxin (67ug/kg/day) during 9 days. Three control
blood and urine samples were collected before the begining of
experimental trial. Then starting on the 5" day of treatment
another 4 samples were collected with 5 day intervals. The results
showed that aflatoxin at the dosage used produced clinical signs of
intoxication, which later were confirmed by histopathology.

However, no alteration in the renal profile could be detected by
standard clinical pathology.

Key words: renal function, aflatoxicosis, canine.

INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo metabolitos secundarios
produzidos por fungos como Aspergillus flavus varie-
dade parasiticus, sobre varios substratos, dentre esses
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A aflatoxina foi assim denominada pois
Inicialmente os pesquisadores acreditavam que o As-

pergillus flavus fosse o unico fungo a produzir esta
toxina, entdo denominaram de aflatoxina, "A" de As-

pergillus ¢ "tla" de flavus (SMITH & ROSS, 1991).
As aflatoxinas sdo compostos difuranocumarinicos dos
quais os principais componentes sio denominados B,,
B,, G, e G, (KELLY, 1993). A aflatoxina B, ¢ uma
das micotoxinas mais importantes que contaminam a
racdo animal e o alimento humano (SMITH & ROSS,
1991). A literatura salienta sua hepatotoxicidade
(KELLY, 1993), hepatocarcinogenicidade (SMITH &
ROSS, 1991), nefrotoxicidade € 1munossupressdo em
animais (IARC, 1991).

A Organiza¢dao Mundial da Satide em 1983
utilizou aflatoxina B, em ratas demonstrando que esta
¢ excretada de 70 a 80% num periodo de 24 horas, €
evidenciou uma importante via excretoria da toxina,
que fo1 a via biliar ¢ intestinal, sendo estas responsa-
vels por 60% da elimina¢do da toxina. Aproximada-
mente 20% ¢ excretada via renal, e uma quantidade
insignificante pela via respiratoria em forma de CO0,.

SEIBOLD & BAILEY (1952), descreveram
uma doenga toxica em cdes caracterizada por altera-
¢Oes hepaticas a qual denominaram "hepatite X". Mais
tarde, Chaffe apud JERICO et al. (1985) produziram
experimentalmente sinais € lesdes semelhantes, através
da administracdo de atlatoxina, o que velo a confirmar
definitivamente a relagdo existente entre a ingestdo
dessa micotoxina € o desenvolvimento de uma grave
hepatopatia.

A atlatoxicose desencadela doengas graves
no homem e excepcionalmente em animais, que vivem
agrupados, como bovinos, suinos € aves (EDDS, 1973;
PIER, 1973), ocorrendo com menor freqii€ncia entre
os carnivoros domeésticos, apesar destes serem extre-
mamente sensivels aos efeitos da toxina (NEWBER-
NE et al., 1966; NEWBERNE, 1973).

Alguns fatores influenciam na gravidade do
quadro clinico de aflatoxicose: a dose ingerida € o
tempo de exposi¢do a toxina estdo entre eles (JERICO
et al. 1985; KELLERMAN et al. 1990). NEWBERNE
(1973) e KELLERMAN et al. (1990) estudaram a sus-
ceptibilidade a aflatoxina e relataram que os animais
jovens s30 mals sensivels, enquanto bovinos € ovinos
sdao relativamente mais resistentes que cades € suinos.
Machos e f€meas também diferem em relacdo a sensi-
bilidade, sendo as f€meas menos susceptiveis que os
machos (TERAO & OHTSUBO, 1991).

Os sinais clinicos da intoxica¢do incluem
depressdo, anorexia, vomito, ictericia intensa da pele,
mucosas oral e conjuntival (SEIBOL & BAILEY,
1952; NEWBERNE, 1973; KETTERER, 1975;
JERICO et al., 1985; BASTIANELLO et al., 1987),

diarréia (JERICO et al., 1985), ascite e edema
periférico NEWBERNE, 1973; JERICO et al., 1985;
BASTIANELLO et al., 1987), convulsées (SEIBOLD
& BAILEY, 1952) e polidpsia em alguns animais
(KETTERER, 1975; TORELLY, 1994).
BASTIANELLO et al. (1987) observou ainda hema-

témese, melena, epistaxe, petéquias na mucosa oral e
anemia.

SEIBOLD & BAILEY (1952), observaram
elevacao significativa nos valores da uréiaem 1 de 6
cdes intoxicados com aflatoxina. JERICO et al. (1985),
relataram niveis de uréia e creatinina elevados em 2
dos 9 cdes que sofreram intoxica¢gdo natural por
atlatoxina. Estudos experimentais em cdes revelaram
que o prejuizo a capacidade de concentrar e diluir a
urina causada por dano renal primario ndo foi
detectado até que 2/3 dos néfrons em ambos os rins
fossem cirurgicamente extirpados. E a azotemia de
causa primaria renal ndo € reconhecida até que 70 a
75% dos néfrons estejam afetados (OSBORNE &
POLZIN, 1983). Portanto, a capacidade de
concentracdo de urina, em muitas doengas renais, ja
deve estar afetada no momento que a azotemia de
desenvolve (BROBST, 1989).

A densidade urinaria € definida como a taxa
de concentracdo da solu¢do comparada com a
concentracdo de 1gual volume de agua (OSBORNE &
POLZIN, 1983; MEYER et al., 1992). Esta determi-
na¢do € utilizada para estimar o nimero de particulas
por unidade de solvente (FINCO, 1989) e monitorar a
capacidade de concentrar € diluir a urina e, portanto,
¢ medida de func¢do renal (BROBST, 1989). Este teste
¢ clinicamente usado porque a baixa habilidade de
concentrar urina € um dos primeiros sinais de doenga
tubular renal (BROBST, 1989). Segundo WILLARD
et al.,, (1994) existem varios significados para a
densidade urinaria alterada no cdo, dentre estes: a)
densidade < 1007 (principalmente < 1004) indica que
o rim € capaz de diluir o filtrado glomerular, sugerindo
que ndo existe insuficiéncia renal; porém alguns
animais com insuficiéncia renal sdo capazes de
excretar urina hipostenurica; b) densidade entre 1008
a 1012 € considerada i1sostenuria, indicando que o rim
ndo alterou a concentragdo do filtrado glomerular; c)
entre 1013 a 1029 indica que esta urina tem sido
concentrada, mas ndo suficiente para considerar uma
adequada func¢do tubular renal; d) densidade acima de
1030 demonstra uma habilidade de concentragio de
urina adequada para manuten¢do a homeostase; €)
densidade > 1050 pode refletir um quadro de
desidratacao.

A uréia ¢ um produto nitrogenado ndo
protéico, sintetizado no figado, por meio do ciclo da
ornitina, usando a amonia derivada do catabolismo dos
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aminoacidos que resultam do catabolismo de proteinas
exOgenas (dieta) e enddégenas. A excre¢cdo renal da
uréia € conseguida pela filtracdo glomerular, e suas
concentra¢des sa0 Inversamente proporcionais a taxa
de filtracdo glomerular (CHEW & Di BARTOLA,
1992). Segundo COLES (1984) ¢ WILLARD et al.
(1994), a concentragao sérica da uréia encontra-se
elevada quando ocorre uma diminui¢do da filtragdo
eglomerular por perfusido renal diminuida, catabolismo
tissular ampliado e dieta rica em proteinas. Por outro
lado, a diminui¢do esta relacionada com a inibi¢do da
producdo (dieta pobre em proteinas € insuficiéncia
hepatica) ou por aumento de excrecdo (hiper-
hidratacdo), sendo a causa mais comum de severa
diminui¢do da uréia (<5mg/dl) a insufici€éncia hepatica
cronica (curose hepatica ou alteragdo portossistémica
congénita).

A maior parte da creatinina, origina-se da
creatina enddgena. Os aminoacidos arginina € glicina
combinam-se para formar guanidinoacetato no
pancreas, rins € Intestino delgado. No figado a
metionina fornece um grupo metil para conversdo de
guanidinoacetato em creatina, esta circula no plasma
e € captada pelos musculos onde armazena energia na
forma de fosfocreatina (FINCO, 1989), e através de
uma quebra ndo enzimatica espontanea que origina a

creatinina. Esta enzima nd3o sofre apreciavel

metabolismo, sendo excretada quase que exclusi-
vamente por filtracdo glomerular (CHEW & Di
BARTOLA, 1992).

Neste experimento objetiva-se avaliar a
funcdo renal de cdes submetidos a ingestdo de
atlatoxina, na dose de 67ug/kg/dia, durante 9 dias
consecutivos, através dos testes convencionals como

densidade urinaria € dosagens séricas de uréia e
creatinina.

MATERIAIS E METODOS

Foram atilizados 7 cdes do sexo masculino
e 7 do sexo fteminino, adultos, sem raca definida e com
peso médio de 6,7kg + 1,96, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Maria.
Previamente ao experimento os cdes passaram por um
periodo de adaptagdo de 2 semanas, no qual foram
desverminados com ivermectina na dose de 200..g/kg
via subcutanea, dose Unica e praziquantel na dose de
Smg/kg via oral, dose unica e redosificados 15 dias
apos. Os animais foram submetidos ao exame clinico,
sendo descartados aqueles com sinais de afec¢do do
trato urinario. A alimentacdo destes animais era

preferencialmente ragdo comercial balanceada. Os
cdes foram numerados aleatoriamente de 1 a 14 e

ficaram alojados em boxes individuais do canil do
Hospital de Clinicas Veterinarias. Durante esse
periodo foram realizadas 3 colheitas de sangue e urina
de cada animal para a obten¢do de dados controle.

A aflatoxina to1 administrada por via oral,
na dose de 67ug/kg/dia, misturada ao alimento
(preparado caseiro), durante 9 dias consecutivos.
Foram realizadas 4 colheitas de urina e sangue com
Intervalos de 5 dias. A amostra de urina foi obtida por
mic¢do espontanea ou cateterizacdo uretral, sendo
acondicionada em recipiente plastico descartavel
sendo realizada imediata determinacdo da densidade
urinaria atraves da refratometria. A amostra de Sml de
sangue fol obtida por pun¢do da jugular, com o uso de
seringas € agulhas descartaveis. Imediatamente apés a
colheita, o sangue for acondicionado em tubos de
vidro e submetido a centrifugac¢io para formacgio do
coagulo e separacdo do soro. A amostra de soro foi
acondicionado em frascos de vidro com tampa, na
temperatura de -20°C e processado apds o término do
experimento (30 dias).

As dosagens bioquimicas de uréia e
creatinina séricas foram realizadas com o uso de "kits"
comerciais, pelo método colorimétrico e as
absorbancias determinadas através da espectro-
fotometria.

Os cdes que vieram a Obito (4 animais
apresentando morte espontdnea e 1 animal
eutanasiado) foram encaminhados ao Setor de
Patologia Veterinaria da UFSM, onde foi realizada a
necropsia € o estudo histopatologico.

A analise dos resultados obtidos consistiu
na determina¢do da média € desvio padrdo nos
diferentes tempos de colheita, e estes foram
submetidos a analise de varidncia, seguida pela

aplicacdo do teste de Tukey para o confronto entre
medias.

RESULTADOS

Apo6s 48 horas do 1nicio da administracdo
da aftlatoxina na dose de 67ug/kg/dia, dois cdes
(numeros 4 ¢ 10) apresentaram episddios de vomito
logo apos a ingestdo da aflatoxina. O cdo numero 3
apresentou periodos intermitentes de vomito durante
todo o decorrer do experimento.

Ao 5° dia de intoxicacao todos os animais
apresentavam-se apaticos € com anorexia. Os cdes de
numeros 3 € 11 encontravam-se com mucosas oral e
conjuntival congestas, enquanto no cdo numero 12
subictéricas. A palpagdo abdominal os cdes de

numeros 6, 11 e 12 apresentavam-se com abdome
tenso.
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No 8° dia o cdo de numero 14 manifestava
como sInais clinicos: depressdo severa, anorexia,
Ictericia, petéquias na mucosa oral e sensibilidade
abdominal. Os cdes de numeros 5 € 12 demonstravam
respectivamente, fezes com estrias de sangue € vomito
espumoso. No ultimo dia de administragdo da
aflatoxina fo1 observado que a maioria dos animais
apresentavam midriase, com exce¢do dos cdes de
numeros S5, 10, 11 e 14. No final da fase de
intoxicacdo todos os cdes demonstravam apatia,
anorexia e perda de peso, sendo que os cdes de
nameros 1, 2, 3, 4, 6, 10, 12, 14, i1ctericia e
sensibilidade abdominal. Ascite fo1 observada nos caes
de nameros 2, 3, 12. Os cdes de numeros 1, 2, 12 e 14
morreram € o cao numero 3 foi eutanasiado no 25° dia
do experimento. O animal de numero 2 apresentou
hematémese e diarréia sanguinolenta no momento da
morte. O cdo nimero 1 apresentou os sinais de diarréia
sanguinolenta, desidratacdo, hiperexcitabilidade,
convulsdes e hipotermia momentos antes da morte.

Houve aumento no nivel sérico de uréia,
acima dos parametros normais, apenas no cdo de
numero 1 na colheita do 10° dia (138,9mg/dl) que
antecedeu a sua morte. Enquanto que as dosagens de
uréia nos outros animais demonstraram diferenca
estatisticamente significativa entre o valor médio
controle (33,47mg/dl + 5,88) e aquele da colheita do
20° dia de experimentacdo (20,61mg/dl £ 12,55),
embora mantendo-se dentro do Intervalo de
normalidade.

Os resultados obtidos na dosagem de
creatinina sérica demonstraram diferenca
estatisticamente significativa entre o valor médio
controle (0,89mg/dl £ 0,10) e o do 5° (1,13mg/dl +
0,19) e do 15° (0,65mg/dl = 0,13) dias do
experimento, embora os valores tenham permanecido
dentro do intervalo de variacio.

Os valores da densidade urinaria determina-
dos nos momentos avaliados evidenciaram diferenca
estatisticamente significativa entre o valor médio con-
trole (1038 £ 8,13) e 0 do 5° (1028 + 5,61) e do 20°
dias (1027 £ 12,55) da colheita no experimento.

Os valores médios, desvios padrdo e niveis
de significancia da densidade urinaria e das dosagens
séricas de uréia e creatinina estdo listados na Tabela 1.

Nos 5 cdes necropsiados as alteragdes ma-
Cro € microscopicas observadas foram: macroscopica-
mente, 0s cdes de numeros 2 e 12 mostraram mucosas
oral € conjuntival e tecido subcutaneo ictéricos, abdo-
me abaulado e flutuante (astite), equimoses € peque-
nos hematomas no tecido subcutaneo; intestino delga-
do com conteudo semi-liquido sanguinolento € muco-
sa avermelhada; figado de colora¢do amarelada e con-
sisténcia mais firme, vesicula biliar com edema de

parede ¢ bile espessa, rins de amarelados a vermelho
escuros; os caes de nameros 1 € 3, além das alteracoes
citadas, apresentavam grande quantidade de liquido
avermelhado na luz estomacal; o cio numero 14 reve-
lou mucosas oculares palidas, equimoses e sufusées na
parede toracica com sangue no limen estomacal e in-
testinal. As altera¢des microscopicas, obtidas pela his-
topatologia, caracterizam-se pela proliferacdo acentua-
da dos ductos biliares, degeneragdao gordurosa, necrose
centrolobular € hemorragias hepaticas, edema da pare-
de da vesicula biliar, hemorragia, congestdo e degene-
racao tubular renal, sendo esta ultima alteracdo obser-
vada em apenas um cdo (numero 1).
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DISCUSSAO

A dose de 67ug/kg/dia de atlatoxina,
ministradas por via oral durante 9 dias consecutivos
desenvolveu sinais clinicos € lesGes compativels com

0 quadro de intoxicagdo por aflatoxina. Os sinais
clinicos observados durante o experimento confirmam
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as citacoes de NEWBERNE (1973); KETTERER
(1975); JERICO et al. (1985); BASTIANELLO et al.
(1987). O achado de polidipsia nd3o fo1 observado em
nenhum animal diterindo do que foi1 evidenciado por
KETTERER (1975), TORELLY (1994). A midriase
observada na maioria dos animais experimentais nao
apresenta citacdo semelhante na literatura consultada.

As alteragdes macro € microscopicas do

figado foram semelhantes aquelas descritas por
KETTERER et al., (1975); JERICO et al., (1985) e

BASTIANELLO et al.,, (1987). Essas refletem
atividade citotoxica da atlatoxina no interior dos
hepatocitos, inibindo a sintese protéica e alterando a
permeabilidade celular. O resultado dessa alteragdo é
a degeneragcdo gordurosa € a necrose centrolobular,
uma vez que a distribuigdo da toxina se da através do
sistema porta. A proliferacdo acentuada dos ductos
biliares ¢ justificada por Wong (1982) apud JERICO
et al., (1985) ao demonstrar o efeito irritativo da
aflatoxina sobre o epitélio biliar, ao ser excretada.

De acordo com os resultados apresentados,
os valores médios da densidade urinaria, uréia e
creatinina sérica, obtidos no periodo controle, estédo
dentro da faixa de normalidade citada por MATOS &
MATOS (1988); FINCO (1989); WILLARD et al.,
(1984). A uréia apresentou diferenga estatisticamente
significativa entre o periodo controle e a colheita do
20° dia, embora mantendo-se dentro dos parametros de
normalidade, podendo esta diminui¢do ser explicada
pelas afirmativas de FINCO (1989), WILLARD
(1994), de que o tato pode ser decorréncia da inibigdo
da produc¢do da uréia que se da exclusivamente a nivel
hepatico. Em um unico animal (numero 1) na colheita
do 10° dia fo1 observado um aumento acima dos niveis
normais de uréia sérica (138,9mg/dl) também descrito
por JERICO et al. (1985) e SEIBOLD & BAILEY
(1952) que o explicaram como sendo resultado do
aumento do catabolismo protéico e desenvolvimento
de coagulacdo intravascular disseminada.

As dosagens de creatinina sérica
demonstraram diferencga estatisticamente significativa
entre o periodo controle ¢ 0o 5° e 15° dias do
experimento. FINCO (1989) ¢ WILLARD (1994)
afirmaram que os niveis normais de creatinina sérica
variam de 0,5 a 1,5mg/dl, dessa forma pode-se
evidenciar que ndo houve o desenvolvimento de
azotemia (OSBORNE & POLZIN, 1983).

A densidade urinaria no 5° e 20° dias do
experimento, respectivamente, apresentaram a média
abaixo de 1030, que segundo Mc CAW et al. (1989) é
o valor de densidade considerado normal, nio
ocorrendo azotemia renal de causa primaria. A urina
estando com concentra¢do acima daquela do filtrado
glomerular, indica que pelo menos 1/3 do parénquima

renal encontrava-se funcionante, de acordo com
OSBORNE & POLZIN (19830), mantendo-se a

funcdo tubular renal, segundo BENJAMIN (1979),
CHEW & DI BARTOLA (1989) e Mc CAW et al.

(1989), ndo havendo assim indicio de insuficiéncia
renal primaria conforme afirmam OSBORNE &
POLZIN (1983) e BROBST (1989).

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste
experimento, € possivel concluir que:

1. Os valores médios da uréia e creatinina
sérica apresentam elevag¢des, no entanto, ndo
caracterizam uma disfunc¢do renal;

2. Os valores da densidade urinaria
demonstram-se inferiores no 5° e 20° dias embora a
funcdo tubular renal tenha sido mantida.
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