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xii

ERITROLEUCOMETRIA, BIOQUIMICA PLASMATICA E SERICA E
HISTOPAT~OLOGIA DE POMBAS (Zenaida auriculata)’SUBMETIDAS A
INTOXICACAO EXPERIMENTAL COM METAMIDOFOS - VALIDADE DA

ESPECIE COMO INDICADOR DE QUALIDADE AMBIENTAL.

RESUMO

As aves, especialmente as sedentdrias, tém sido utilizadas para a avaliacdo da
qualidade do meio ambiente onde estdo fixadas, monstrando-se valiosos bioindicadores. A
pomba amargosa, Zenaida auriculata, pode ter uma promissora utilidade por espoliar
lavouras onde sabidamente s@o utilizados diversos defensivos agricolas, dentre eles os
organofosforados. No entanto, dados a respeito do dano ocasionado na referida espécie de ave
com organofosforados ndo se encontram disponiveis na literatura. Este estudo objetivou
verificar a viabilidade do uso da pomba amargosa, Zenaida auriculata, como bioindicador de
qualidade ambiental pela andlise dos dados de eritroleucometria, bioquimica sérica e
histopatologia. Para tanto, comparou-se dois grupos, um com 16 animais, intoxicado com
metamidofés na dose de 8 mg/kg por via oral, e outro controle, com 8 animais, que recebeu
apenas o veiculo (salina). Todos os animais eram de vida livre e foram capturados no
perimetro urbano da cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo. Os animais controle foram sacrificados
todos no mesmo dia, e seus dados foram utilizados como padrio de normalidade. Os
intoxicados foram acompanhados durante 21 dias, e divididos em 8 grupos com duas aves
cada, o primeiro sendo sacrificado 12 horas apds a intoxicacdo e os demais a cada 3 dias.
Dentre os parametros avaliados, observou-se alteracao nos valores de uréia (aumentada em T1
- 17,28 £ 0 mg/dL e TS - 13,825 + 0,86 mg/dL), nimero de eritrécitos (diminuido em T2 -
2.04 £ 0.35 hemécias/uL. x10%), hemoglobina (aumentada em TS5 - 12.3 + 0.1 g/dL, T6 - 9.4 +
0.2 g/dL e T8 - 10.75 + 1.25 g/dL) leucécitos (aumentado em T1 22900 + 3500 céls/uL, T2
10700 £ 2300céls/uL, TS5 13700 £ 100 céls/uL e T8 10100 + 300 céls/uL) eosindfilos
(diminuido em T7 - 88 £+ 0 /uL) e heterdfilos (aumentado em T1 18202 + 2390 /uL, T2 6946
+ 562 /uL e T8 6403 £ 163 /uL). Os dados constatados ou a relac@o entre estes mostraram que
a Zenaida auriculata ndo é um modelo bioldgico vélido para indicar a presenca de

organofosforados no ambiente

Palavras chave: Zenaida auriculata, metamidofés, bioindicadores, sangue, bioquimica

sérica.
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ERITROLEUCOMETRY, SERIC AND PLASMA BIOCHEMISTRY AND
HISTOPATHOLOGY OF DOVES (Zenaida auriculata) SUBMITED TO
INTOXICATION WITH METAMIDOPHOS - FEASIBILITY OF THE ESPECIE AS
INDICATOR OF ENVIROMENTAL QUALITY.

SUMMARY

Birds, especially the sedentary ones, have been used to evaluate the quality of the
environment where they belong, proving to be valuable bioindicators. The Eared Dove,
Zenaida auriculata, can have a promising utility since it spoils farmings where several
agriculture defensives are used, such as the organophosphate compounds. However, there are
no data available in the literature about the damage caused by this sort of chemical product.
The goal of this study was to examine the feasibility of using the Eared Dove, Zenaida
auriculata, as a bioindicator of environmental quality by the analysis of the data on
erythroleucometry, seric biochemistry and histopathology. Therefore, two groups were
compared, one having 16 animals, and orally intoxicated with methamidophos in 8mg/kg.
Another group, with 8 animals, received only the vehicle (saline). All the animals were free
and were captured in the city of Jaboticabal, in Sao Paulo State. All the control animals were
sacrificed in the same date and their data were used as a normality pattern. The intoxicated
ones were observed for 21 days and spread in 8 groups of two birds each. The first one was
sacrificed 12 hours after the intoxication and the rest of them every 3 days. Within the
evaluated patterns the following changes were observed: urea (increased in T1 - 17,28 = 0
mg/dL and T5 - 13,825 + 0,86 mg/dL), number of erythrocytes (decreased in T2 - 2.04 £ 0.35
erythrocytes/uL x10°%), hemoglobin (increased in T5 - 12.3 +0.1 g/dL, T6 - 9.4 + 0.2 g/dL and
T8 - 10.75 £ 1.25 g/dL), leukocytes (increased in T1 22900 + 3500 cells/uL, T2 10700 + 2300
cells/uL, T5 13700 £ 100 cells/uL and T8 10100 + 300 cells/uL), eosinophils ( decreased in
T7 - 88 £ 0 /uL) and heterophils (increased in T1 18202 + 2390 /uL, T2 6946 + 562 /uL and
T8 6403 + 163 /uL). The data obtained and the relations between them showed that Zenaida
auriculata 1s not a valid biological model for indicating the presence of organophosphate

compounds in the environment.

Key words: Zenaida auriculata, methamidophos, bioindicators, blood, seric biochemistry.



1. INTRODUCAO

Os organofosforados sdo compostos anticolinesterdsicos com variado grau de
toxicidade para o ser humano e vém sendo utilizados como inseticidas, fungicidas e
parasiticidas na agricultura desde a Segunda Guerra Mundial (ECOBICHON, 1996).
Juntamente com os organoclorados, sdo os inseticidas mais comuns na agricultura e ambientes
domésticos. Além disso, outros usos para os inibidores da colinesterase sdo conhecidos e
relacionados até mesmo a satude publica, como o controle de vetores da dengue e da maléria
(NAMBA et al,, 1971; CARLTON et al., 1998).

Existem, atualmente, mais de 200 organofosforados diferentes sendo comercializados
(ECHOBICHON, 1996), sendo a principal classe de praguicidas utilizada no mundo
(SAADEH et al., 1996; CARLTON et al., 1998). A toxicidade destes produtos é varidvel, os
mais téxicos correspondendo aqueles usados na agricultura e nos armamentos quimicos, os de
toxicidade intermedidria, correspondendo aqueles usados contra pragas animais, € os de baixa
toxicidade, largamente comercializados para o uso doméstico (CARLTON et al., 1998).

Muito utilizado na cultura de soja e outros graos, o metamidofés (O, S-dimetil
fosforamidotioato) € um organofosforado que atua inibindo a acdo da enzima colinesterase,
sendo o principal metabélito do acefato. E sabido que este deixa residuos nas culturas onde é
utilizado, e o nivel méximo permitido € de apenas 0,05 mg/kg para os grios de soja
(MATTOCK, 2003).

A Zenaida auriculata e outras aves, devido a seus habitos alimentares, entram em
contato direto com os defensivos agricolas, entre eles o metamidofés, mas dados sobre o
impacto dos organofosforados sobre o metabolismo e hematologia desses animais nao
existem. Além disso, as diversas espécies de pdssaros, especialmente as sedentdrias como o

pombo doméstico (Columba livia), tém sido utilizadas para a verificacdo da qualidade do



meio ambiente em que estdo inseridas (NENTWICH e PAULUS, 1999). Neste contexto, as
aves podem ser valiosos bioindicadores, auxiliando as autoridades no monitoramento dos
niveis de contaminagdo por diversas substancias (NAGEL et al., 2001). Algumas espécies
como Pica pica, Passer domesticus, Passer montanus, Turdus merula e Accipiter gentilis sao
reconhecidas como indicadores de qualidade ambiental no continente europeu (DMOWSKI,
1999).

A pomba amargosa, Zenaida auriculata, ¢ uma espécie daninha, causando danos
significativos a agricultura em diversos paises sul-americanos (RODRIGUES, 1983;
DONATELI 2000). Costuma nidificar em plantacdes de cana-de-acucar, possuindo poucos
predadores nesses ambientes, o que favorece grandes concentracdes de populacdes no
sudoeste do estado de Sao Paulo (DONATELLI, 2000). As lavouras mais espoliadas sdo as de
milho, trigo, arroz e soja, também existindo registros de prejuizos em culturas de sorgo e
girassol (RANVAUD et al., 2001). O prejuizo causado na soja passa de 30% das plantulas
cultivadas, dado compardvel ao dano causado por outras pragas de importancia econdmica

combatidas com aspersdo de veneno (OKAWA et al., 2001).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  ACAO DOS ORGANOFOSFORADOS

Os organofosforados inibem a colinesterase por meio de ligagdo covalente
(fosforilagao) com o grupo hidroxil da serina presente no sitio esterdsico da enzima, podendo
se ligar a ambos os sitios ativos da substincia. Os efeitos farmacoldgicos dos
anticolinesterdsicos resultam do acumulo de acetilcolina, estimulando tanto receptores
colinérgicos muscarinicos como nicotinicos (SPINOSA et al., 1999), podendo ser absorvidos

por via oral, respiratéria e cutanea (CARLTON et al., 1998).

2.2. INFORMACOES SOBRE O METAMIDOFOS

O metamidofés é um organofosforado resultante da clivagem do acefato (ANONIMO,
1990; ANTONIOUS e ZINDER, 1994) e ¢ classificado como um produto Classe 1, tendo
obrigatoriamente as palavras ‘Perigo-Veneno” nos rétulos dos produtos comerciais, ou seja, é
um praguicida de uso restrito e a tolerancia a seus residuos nos produtos agricolas crus varia
de 0,5 a 1,0 ppm, mas essa classificacdo pode variar com a localidade (MEISTER, 1995).
Seus nomes comerciais sao Monitor, Nitofol, Tamaron, Swipe, Nuratron, Vetaron, Filitrox,
Patrole, Tamanox, SRA 5172 e TAM (KIDD e JAMES, 1994; MEISTER, 1995),

Trata-se de um potente inseticida, acaricida ou mesmo avicida, com atividade
sisttmica e residual no meio ambiente, sendo um forte inibidor da acetilcolinesterase
(HUSSAIN, 1987). E altamente téxico para aves (KIDD e JAMES, 1994) e peixes (KIDD e

JAMES, 1994; MEISTER, 1995).



Em humanos, os sintomas de intoxica¢ao aguda pelo metamidofés dependem da via de
exposicdo e geralmente se desenvolvem no maximo 12 horas posteriormente ao contato.
Quando inalado, os sintomas incluem: dificuldade respiratéria com sibilos, cefaléia, visdao
turva, pupilas dilatadas, lacrimejamento e coriza. Se ingerido, observam-se nduseas, vOmitos,
diarréia e cdibras. A absorcdo pela pele gera sudorese e contra¢cdes musculares no local onde
houve contato (MORGAN, 1989).

Em todos os casos de absorcao significativa, independentemente da via de exposi¢ao,
ocorre fraqueza, ataxia, visdo turva, dificuldade respiratéria, sudorese, confusao, mudancas na
freqiiéncia cardiaca, convulsdes, coma e parada respiratéria (MORGAN, 1989). Apesar de
existir inibicdo da colinesterase utilizando-se doses relativamente baixas, ndo se constatou
danos mensurdveis aos organismos com a ingestdo didria de subdoses do produto
(ANONIMO, 1990). No entanto, pequenas doses foram suficientes para diminuir a fertilidade
de ratos expostos a0 Tamaron® (JUAREZ e SANCHES, 1989)*.

Quanto ao seu poder teratogénico, sabe-se que € capaz de gerar alteracdes patoldgicas
nos fetos de coelhos e diminui¢cdo do peso das reprodutoras e das crias (JUAREZ e

SANCHES, 1989).

2.3. EFEITO GERAL DA INTOXICACAO EM AVES

A susceptibilidade a intoxicacdo por organofosforados, em aves, depende da idade, da
espécie, da dose e do principio ativo (WOLFE e KENDAL, 1998). Algumas espécies, como o
faisdo de anel (Phasianus colchicus), mostraram-se susceptiveis a esse tipo de intoxicagdo,
especialmente quando filhotes (GROVE et al., 1998). E provédvel que o aumento da agdo da

colinesterase no adulto propicie maior resisténcia (WOLFE e KENDAL, 1998). Além disso,

" Produzido pelo laboratério Bayer S/A.



baixas temperaturas diminuem a velocidade da recuperagdo, além de potencializar quadros
hipotérmicos (BRUNET e McDUFF, 1997).

O metabolismo e eliminacdo desses agentes sdo relativamente rapidos, sem evidéncias
de ocorréncia de bioacumulacdo (BARON, 1991). A excre¢do ocorre principalmente pela
urina e fezes, e, secundariamente, pela via biliar; ocorrendo, nestes casos, circulagdo entero-
hepdtica, prolongando a sintomatologia (LARINI, 1993). No entanto, pode ocorrer inibi¢ao
acumulativa da enzima acetilcolinesterase através da exposicdo repetida e/ou prolongada
(MACHEMER e PICKEL, 1994).

Os sinais clinicos na fauna aviaria estao relacionados a neurotoxicidade, com ataxia,
paresia e paralisia (RESANOVICK et al., 1996). Outros sintomas também podem ocorrer
como hipotermia, diminui¢do no consumo de alimentos e perda de peso, menores taxas
reprodutivas, depressdo, comportamentos anormais € mesmo hiperatividade. Nao se sabe o
que essas alteracdes etologicas podem determinar na ecologia das espécies. Estudos
demonstram que a capacidade de evitar predadores também se encontra diminuida nos
animais submetidos a doses subletais dos organofosforados, assim como a habilidade
migratdria, o canto, a protecdo e altura que o ninho € colocado, levando até mesmo ao
abandono do ninho nas exposi¢des cronicas (PARSONS et al., 2005).

A perda de peso pode ser devida a anorexia causada pelos praguicidas, pela repulsa a
comida contaminada ou mesmo pela diminui¢do da habilidade de procurar comida, j4 que os
inibidores da colinesterase podem afetar a visdo, o aprendizado e a memoria. A diminui¢ao na
oviposi¢do também pode ser um efeito direto da reducdo do consumo de alimento e das
alteracdes nos niveis hormonais causados por estas substancias (PARSONS et al., 2005).

Em condicdes experimentais, um estudo conduzido com Agelaius phoeniceus revelou
que a intoxicacao se iniciava com a observacao de ataxia, piloerecdo e desidrataciao devido a

diarréia. Com o aumento da dose, iniciavam-se as disfuncdes neuromusculares e



complicagdes respiratorias, culminando com paralisia muscular e morte dos animais. O dano
causado ao comportamento € muito intenso, pois pequenas doses podem afetar a atividade das
aves por alguns dias (BRUNET et al., 1997). Paradoxalmente, alguns autores s6 observaram
sinais de neuropatia apds o aparecimento evidente de sintomas de intoxica¢do colinérgica
(JOKANOVIC, 1993; JOKANOVIC et al., 1995).

A avifauna € especialmente sensivel ao contato com este tipo de agente, e alguns
relatos de intoxicagdes com o6bitos ja foram feitos apds o uso dos organofosforados como
praguicidas (ZINKL et al., 1981; ALEXANDER., 1983; RAINWATER et al., 1995). O uso
abusivo desses compostos € uma preocupante causa de danos a saide das populagdes avidrias,
mesmo que o uso seja controlado por prescricio agrondomica (MINEAU-PIERRE et al.,
1999).

Os fatores que predispdem as aves a um maior contato com inibidores da colinesterase
sdo0: insetivoria e vermivoria; comportamento predatério oportunista de animais debilitados;
alimentar-se de presas mortas — especialmente do trato gastrintestinal; a presenca em dreas
agricolas - muitas vezes utilizando a lavoura como alimento; o status de espécie praga e o
habito de andar em bandos (MINEAU-PIERRE et al., 1999). A diminui¢do do estoque das
populacdes de insetos e outras presas causadas por estes agentes também podem vir a
contribuir indiretamente para a mortandade animal, especialmente de jovens (GROVE et al.,

1998).

24. ALTERACOES HEMATOLOGICAS E  BIOQUIMICO-SERICAS

DECORRENTES DA INTOXICACAO POR ORGANOFOSFORADOS

Sharma et al. (1998) constataram diminuicdo da contagem global de eritrécitos, do

volume globular (VG) e da taxa de hemoglobina utilizando o inibidor da colinesterase furadan



SP50 em Columba livia, a pomba doméstica. Mandal e Lahiri (1985) obtiveram resultados
parecidos pelo uso de fenitrotion, além do aumento no tempo de coagulacao.

Justificando tais achados, Sharma et al., (1998) teorizaram que o organofosforado
poderia agir diretamente sobre a medula, ou, de forma indireta, reduzir os niveis de
catecolaminas plasmadticas, o que diminuiria as concentragdes de eritropoietina. Outra forma
de agdo direta seria a lise dos eritrdcitos pelo agente, o que justificaria a diminui¢ao do VG.
Gromysz-kalkowska e Szubartowska (1993) justificaram a depressdo ocorrida no VG pela
possivel reducdo no tamanho dos eritrécitos, pois a diminuicdo na célula minimizaria a area
de exposi¢do da membrana ao agente. No entanto, Sharma e Saxena (1997) ndo observaram
reducdo no VG, mas outros parametros, como as concentracdes de hemoglobina e nimero de
eritrocitos, seguiram o mesmo padrao acima.

A lesao direta a parede vascular contribuiu, como se constatou em ras (Rana
temporaria), para a reducdo no nimero de eritrcitos € 0s mecanismos compensatorios de
dilui¢do promovidos pelos fluidos teciduais apds hemorragia vascular diluiram as hemdcias e
a hemoglobina no sangue (GROMYSZ-KALKOWSKA e SZUBARTOWSKA, 1993). Neste
experimento, Gromysz-kalkowska e Szubartowska (1993) relataram um aumento no nimero
de reticuldcitos e eritroblastos, uma resposta positiva do organismo frente ao dano causado
pelo organofosforado quando a intoxicacao se d4 em pequenas doses.

Paradoxalmente, Guilhermino et al., (1998) conduziram um estudo com ratos
machos adultos e concluiram que houve aumento gradual na contagem total de hemadcias, taxa
de hemoglobina e hematdcrito, com diminuicdo significativa do ndmero de plaquetas, a
medida que aumentaram as doses de parathion, o que pode ser condizente com um estado de
desidratacdo ocasionado pelo inibidor da colinesterase.

Com relacdo ao nimero de leucdcitos, Sharma et al., (1998) relataram um aumento

da granulopoiese, com heterofilia, eosinofilia e que estava correlacionado a um efeito



estimulatério direto do organofosforado sobre a medula. Gromysz-kalkowska e Szubartowska
(1993) afirmaram que o anticolinesterdsico ocasionou estresse, deste modo aumentando a
quantidade total de leucdcitos. Outra explicacdo dada pelos primeiros autores citados foi o
bloqueio da migragdo dos leucdcitos para a circulacdo periférica, aumentando, portanto, a
quantidade destes na circulagdo corpdrea. Apesar disso, a constatacao de linfopenia reforcou a
tese de que a taxa linféide-mieldide estd alterada nas intoxicacdes € uma imunodepressao com
origem numa disfun¢do hepdtica poderia estar contribuindo para o quadro. A acdo citotéxica
direta sobre os heteréfilos gerou a forma irregular com que esses se apresentaram. Mandal e
Lahiri (1985) obtiveram os mesmos resultados, porém conjuntamente com monocitopenia e
basopenia. Graczyk et al., (2003) constataram em perus domésticos que o numero de
heterdfilos estd aumentado nos casos estresse € o0 ndmero de linfécitos se encontra diminuido
relativamente, o que configura o leucograma de estresse em aves.

Gromysz-kalkowska e Szubartowska (1993) notaram diminui¢do no nimero total
de leucdcitos, atingindo principalmente linfdcitos, e atribuiram o fato a atividade litica do
agente sobre a membrana celular. A constatacdo de granulocitose heterofilica é conseqiiéncia
provével dos mecanismos compensatorios resultantes da perda celular maci¢a, mas o aumento
da dose utilizada levou a um resultado semelhante ao estudo feito por Sharma et al., (1998).
Como houve monocitose, suspeitou-se de atividade aumentada do sistema reticulo-endotelial
decorrente das alteracdes morfoldgicas e patoldgicas nos tecidos.

Westlake et al., (1988) notaram que os niveis séricos da aspartato aminotransferase
aumentou significativamente durante experimento com roedores selvagens, o que sugeriu um
grande dano aos hepatdcitos e a outros tecidos. No entanto, outras enzimas nao se mostraram
alteradas, o que também foi observado em codornas japonesas tratadas com doses macicas de
anticolinesterdsico por duas semanas ou com doses menores por oito semanas. No mesmo

experimento, demonstrou-se que o peso relativo do figado também ndo se alterou. Desta



forma, Westlake et al., (1988) concluiram que as alteragdes bioquimicas em aves podem nao
ser significativas e, mesmo em roedores, excetuando-se as alteracdes das transaminases, elas
podem nao ser acentuadas o suficiente para caracterizar intoxicagdo. Do mesmo modo, faisdes
da espécie Phasianus colchius nao apresentaram lesdes hematologicas, mas apenas
histolégicas decorrentes da intoxicacdo (DAY et al., 1995). Porém, Tarrant et al., (1992)
encontraram aumento de enzimas indicadoras de lesdo hepatica em pardais, indicando lesdao
do 6rgao.

Guilhermino et al., (1998) encontraram altera¢cdes na alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase e lactato desidrogenase em ratos machos adultos, indicando que o
organofosforado pode ter lesado o tecido hepatico e outros tecidos. No mesmo estudo,
observaram-se aumentos também na glicemia e um discreto aumento na uréia, mas nao houve
alteracdes em parametros bioquimico-séricos tais como creatinina, proteina total e albumina.

Ibrahim et al., (2003) citam que niao houve alteracdes no peso corporal, nos
lipidios séricos, no colesterol lipoprotéico ou na arterioesclerose artificial quando ministraram
no alimento uma pequena dose de diazinon para babuinos, mesmo utilizando uma dieta rica
em gordura saturada e colesterol. Estes mesmos autores, utilizando ratos albinos, observaram
uma diminui¢do no colesterol ligado a lipoproteina de alta densidade quando se aplicou uma
dose equivalente a 1/8 da LDsy, contrastando com dados de outros autores citados no mesmo
artigo, que constataram aumento.

Os resultados derivados de estudos de varios organofosforados sugerem que esses
compostos, dependendo de sua formulacdo, podem causar diferentes alteracdes em

parametros hematoldgicos (GUILHERMINO et al., 1998).

2.5. ALTERACOES HISTOLOGICAS RELACIONADAS AO USO DE

INIBIDORES DA COLINESTERASE
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Hepatécitos vacuolizados e hipertrofiados foram relatados apds a intoxicacdo com
carbaril em peixes (Puntius conchonius) depois de 15 dias de tratamento em baixas doses. Em
doses mais elevadas e em periodos mais prolongados (30 dias), notou-se lesdes mais severas,
como picnose e necrose focal. As lesdes causadas pelo uso do dimetoato aconteceram apenas
ap6s 60 dias de exposicdo, e foram semelhantes aquelas observadas com carbaril. Maiores
doses ocasionaram desorganizacdo na arquitetura do 6rgdo, auséncia de células nucleadas e
sinais de necrose litica. (TEJENDRA, 1988). Ruptura de vasos com hemorragia, picnose,
necrose moderada e vacuoliza¢do foram encontradas em outras espécies (Channa punctatus)
expostas a organofosforados, e o autor justificou a vacuolizacdo pela hipéxia gerada pela
intoxicacdo (BRUIYAN, 2001). As lesdes hepdticas ocasionadas por organofosforados sao
inespecificas, mas todas ocasionam disfuncdes do 6rgao (TEJENDRA, 1988).

O figado do roedor - Apodemus sylvaticus - mostrou-se com hepatdcitos hipertrofiados
e com células de Kupffer em maior nimero e infiltrado de células mononucleares apds a
intoxicacdo com metiocarb e alguns animais apresentaram hepatite com infiltrado leucocitario
difuso e leucdcitos polimorfonucleares, chegando até a necrose focal. A relacdo peso
corporal/figado (indice hepatossomatico) se mostrou maior em ratos que sobreviveram ao
tratamento do que naqueles que morreram devido a intoxicacdo experimental. Essa
constatacdo talvez se deva a um maior desgaste do figado naqueles animais que foram mais
resistentes a intoxicacdo (TARRANT et al., 1988).

Pardais (Passer domesticus) de vida livre submetidos ou ndo a intoxicacdo com
demeton-s-metil tiveram lesdes semelhantes no grupo controle e intoxicado. Estes focos
granulomatosos ocorreram predominantemente em torno dos espacos porta, onde 0s vasos
continham numerosos mondcitos. Estas células também se encontravam proximas aos

hepatdcitos, sugerindo lesdo celular. Os espagos sinusoides também estavam tomados, como
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nos casos de hepatite. Observou-se vacuolizacdo lipidica, predominantemente como vacuiolos
de médios a grandes, sem deslocamento do nicleo no figado de ambos grupos de animais —
intoxicados e ndo intoxicados — especialmente naqueles com infiltrados inflamatérios,
indicando dano celular hepatico ocasionado por disfuncdo metabdlica (TARRANT et al.,
1992).

Um decréscimo no tamanho dos hepatdcitos € um aumento significativo na taxa de
binucleag¢do foram notados no mesmo estudo em pardais no primeiro dia pds-intoxicagdo, o
que demonstra que a resposta neste caso foi hiperplasia celular face injiria, sem gerar
hipertrofia, pois o peso do 6rgdo diminuiu. Além disso, presenciou-se infiltrados de células
inflamatérias como 4reas granulomatosas, consistindo principalmente de mondcitos
espalhados difusamente pela seccdo hepatica, nos individuos contaminados. Apesar de
intoxicados, os pardais se mostravam sadios ao exame clinico, fato também descrito para ratos
e camundongos (TARRANT et al., 1992).

Contrastando com os dados anteriores, notou-se aumento do figado conseqiiente a
hipertrofia dos hepatdcitos em roedores submetidos ao diclofor-metil, que foi resultado de
binucleacio e aumento do DNA intracelular. A severidade das lesdes foi classificada
baseando-se no infiltrado eosinofilico e nos corptisculos de inclusdao nuclear. Além disso, o
aumento do nimero de hepatdcitos anucleados demonstrou que também ocorreu colapso
nuclear, levando a necrose nos grupos tratados com doses mais elevadas (WESTLAKE et al.,
1988).

Doses elevadas da mesma droga levaram a hipertrofia dos hepatdcitos e diminui¢do da
taxa de protefnas plasmaticas, confirmando o diagndstico de cirrose. O aumento do peso do
figado ndo foi explicado pelo aumento dos lipidios plasmdticos ou hepdticos, mas pela
degeneracdo hidrépica ocorrida nas células, ja que foram observados apenas microvesiculas

lipidicas. O mesmo estudo ndo apresentou resultado semelhante com outro tipo de roedor,



12

observando-se apenas o aumento no peso do figado. No entanto, o aumento da dose utilizada
gerou uma resposta inflamatéria com infiltrado linfocitdrio muito mais acentuada do que no
primeiro caso, inclusive com degeneracao lipidica. Todas as alteracdes, no entanto, sao
passiveis de reversao (WESTLAKE et al., 1988).

Estudos com ratos albinos ndo mostraram alteracdes no peso hepéatico ou corporeo até
30 dias depois da administracdo cronica do organofosforado e s6 a partir dai apareceu
degeneracdo lipidica nos animais tratados, assim como aumento do niucleo e degeneracdo
citoplasmdtica moderada (BHATNAGAR e JAIN., 1986). A degeneracdo lipidica pode ter
varias causas, como distirbios intracelulares relacionados ao reticulo endoplasmatico,
aumento da mobilizac¢do de lipidios dos tecidos periféricos ou problemas com a liberacao da
lipoproteina pela célula hepdtica (ANTONY et al., 1986). Uma provdavel explicacdo para o
aumento nuclear estd na divisdo celular desordenada, sem posterior duplicacdo. Em 60 dias,
ocorreu congestdo completa dos sinusdides e necrose peri-portal e midzonal dos hepatdcitos,
com ntcleos em cariorrexis (BHATNAGAR e JAIN.

, 1986). O uso do gés sarin em ratos numa dosagem subclinica por um ou dez dias nao
ocasionou perda de peso dos animais intoxicados (HENDERSON et al., 2002).

Lesdes renais incluiram hipertrofia de células tubulares epiteliais, de seus nucleos e
exudacgdo da capsula de Bowman com baixas doses de carbaril. Tempos de exposi¢do de mais
de trinta dias revelaram deposicdo de substancia hipercromdtica ndo identificada entre os
tibulos, com grande infiltracdo de linfécitos nos intersticios. Lesdes degenerativas nos
tibulos renais demonstraram distensao dos tibulos apds 15 dias da exposicdo ao dimetoato e
60 dias foram suficientes para gerar vacuolizacdo severa das células tubulares epiteliais
acompanhada de picnose, degeneragdo da superficie de absorcdo e colapso dos glomérulos. A
desorganizacgdo da estrutura tubular pode ser devido a lesdo na permeabilidade celular, o que

resulta na ligagdo direta dos metabolitos a enzimas e coenzimas celulares, causando autdlise
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(TAJENDRA, 1988). Em camundongos da madeira (Apodemus sylvaticus) alteragdes nos
glomérulos, tibulos e dreas pré-papilares foram observadas (TARRANT et al., 1988). Estudos
conduzidos com peixes (Channa punctatus) observaram que os rins de animais intoxicados
apresentavam degeneragdo dos tubulos renais e células hematopoiéticas, necrose, picnose e
hemorragia (BHUIYAN., 2001).

Com relagdo ao sistema nervoso central, ratos machos da linhagem Fischer
intoxicados subclinicamente pelo gés sarin ndo apresentaram altera¢do histopatoldgica digna

de nota (HENDERSON et al., 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar a viabilidade do uso da pomba amargosa (Zenaida auriculata) como um
indicador de contaminag¢do ambiental por organofosforados, mediante observacdo das

alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e histolégicas derivadas da ingestdo do metamidofés.

3.2. ESPECIFICOS

A. Avaliar as alteragdes eritroleucométricas das Zenaida auriculata intoxicadas com
metamidofos;

B. Avaliar as alteragdes bioquimico-sericas dos animais intoxicados;

C. Investigar altera¢des macro e microscopicas decorrentes da intoxicagdo e compara-las
ao grupo controle, dando especial atenc@o a histopatologia de 6rgdos afetados, como

figado, rins e sistema nervoso central.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no Setor de Doencas de Aves do Departamento de
Patologia Veterindria da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias, UNESP, Campus de

Jaboticabal.

4.2  ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizadas 24 pombas da espécie Zenaida auriculata, machos ou fémeas,
adultas, capturadas no perimetro urbano da cidade de Jaboticabal, SP. As aves foram
divididas em dois grupos experimentais: grupo controle, com 8 animais e grupo intoxicado,
composto por 16 animais. A captura foi realizada com armadilha do tipo algapdo, em maio de
2005. As aves foram mantidas em gaiolas de arame galvanizado, com dimensdes de 1,0 x 0,85
x 0,85 metro, com bebedouros contendo dgua a vontade e comedouros contendo dieta para

pintos, fase inicial, com ragdo fornecida ad libitum.

43 INTOXICACAO, ROTINA DE COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO,

QUARENTENA E EXAME CLINICOS DAS AVES.

Quarentena das aves

No primeiro dia, logo apds a captura, foram coletadas amostras de fezes dos animais,

para verificar parasitas intestinais, usando-se o teste de flutuacdo pelo método de Willis. Foi
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constatada a presenga de ovos de trematoda e os animais foram entdo tratados com 0,75
mg/kg de ivermectina. Apds 15 dias, um novo exame coproparasitolégico foi realizado, nao
se observando parasita. Foram incluidas no experimento aves consideradas higidas apds
avaliacdo clinica e parasitolégica. Na avaliacdo clinica, considerou-se o estado geral da ave,
sua atividade, a presenca de diarréia e de secrecdes oculares e nasais, o estado das penas e a
exuberancia da musculatura em torno do externo. Os animais permaneceram quarenta dias em

cativeiro antes do inicio do experimento.

Intoxicagdo das aves, rotina de coletas e avaliacdo pos-intoxicacdo.

Ap6s o periodo de quarentena, intoxicaram-se 16 animais com a DLsy minima oral
estabelecida para codornas, ou seja, 8 mg/Kg de metamidofés, sob a forma de Tamaron®
(MEINSTER, 1995), ministrados por sonda esofagiana, dissolvidos em solucdo fisiolégica.
Foi feito um piloto e tal dosagem foi estabelecida apds a intoxicacdo pré-experimental de
quatro grupos, cada um com dois animais cada, recebendo doses de 5, 8, 10 e 15 mg/kg,
constatando-se que a maior dose que causava sintomas clinicos sem ocasionar mortes era a de
8 mg/Kg. Apds a administracdo, as aves foram avaliadas para se constatar a eficicia da
intoxicacdo, observando-se sinais como ataxia, paresia, paralisia ou outros sintomas nervosos
(RESANOVICK et al., 1996). Quatro horas antes da aplicacdo do inibidor da colinesterase, os
animais tiveram sua alimentacdo suspensa, a fim de se evitar a interacdo com alimentos
contidos no trato digestorio.

Acompanharam-se os animais intoxicados 21 dias, e neste periodo foram realizadas
coletas de sangue, em seguida, eutandsias, a primeira doze horas apds a intoxicagdo e as
demais de trés em trés dias apds o inicio do experimento. A cada coleta, eram eutanasiados 2

animais do grupo intoxicado. Considerararam-se T1 - doze horas apds a intoxicagdo, T2 — trés
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dias apds a intoxicacdo, T3 — seis dias apds a intoxicacdo, T4 — nove dias apds a intoxicacao,
TS5 — doze dias ap6s a intoxicacdo, T6 — quinze dias apds a intoxicacdo, T7 — dezoito dias apds
a intoxicagdo e T8 — vinte e um dias apds a intoxicacao.

Para determinagdo da glicemia foram coletadas amostras de sangue da veia basilica ou
do plexo jugular, utilizando-se seringas e agulhas descartdveis contendo EDTA fluoretado
como anti-coagulante. O restante do sangue colhido foi fracionado em duas aliquotas, uma
parte com EDTA (4cido etilenodiaminotetracético dissddico) para a realiza¢cdo do hemograma
e a outra sem anticoagulante para posterior obten¢do do soro para realizacdo de testes
bioquimicos. Os animais eram sacrificados e, posteriormente, necropsiados para se verificar
as alteracdes macroscopicas e coletar figado, rins e sistema nervoso central para exames

histopatolégicos.

44  GRUPO CONTROLE

O grupo controle, composto de oito animais, foi submetido a mesma rotina de coletas
do grupo intoxicado, € os animais foram sacrificados simultaneamente, logo no primeiro dia
de experimento, apds a quarentena em cativeiro. Para simular condi¢des semelhantes, o
veiculo (solugdo fisioldgica) foi ministrado da mesma forma, por via oral, sem a presenca do

metamidofos.

45 EXAMES HEMATOLOGICOS

Ao exame hematoldgico determinaram-se os nimeros totais de eritrocitos e leucdcitos,
valor do hematdcrito, indices hematimétricos absolutos (volume corpuscular médio - VCM e

concentracdo de hemoglobina corpuscular média - CHCM) e contagem diferencial de
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leucécitos em esfregacos sanguineos corados com uma mistura de metanol, May-Grunwald e
Giemsa (MMG). A fim de se minimizar as varia¢des decorrentes do observador, a leitura
leucocitaria relativa foi obtida por quatro diferentes leitores e depois foi calculada a média
entre as contagens.

As contagens totais de hemdcias e leucécitos foram realizadas em camara de
Newbauer, utilizando-se como diluidor o azul de toluidina a 0,01%. O volume globular ou
VG foi obtido pela técnica do micro-hematdcrito, e o cdlculo dos indices hematimétricos

absolutos pela relacao matematica entre HT/HC (VCM) e Hb/HT (CHCM) (JAIN, 1986).

46 OBTENCAO DO SORO

Ap6s a coagulacdo do sangue submeteu-se a amostra a centrifugacao (3000 g) por 10
minutos e separou-se a amostra da fracio sérica. As amostras de soro destinada aos exames

bioquimicos foram mantidas congeladas até o momento de seu processamento.

47 MENSURACAO DA GLICOSE PLASMATICA

A glicemia foi determinada pelo método da ortotoluidina com auxilio de reagentes
comerciais da Labtest®. A leitura da amostras foi realizada por espectrofotometria
(espectrofotdmetro semi-automdtico Labquest® da Labtest®) e o espectrofotdmetro foi

utilizado em todos os procedimentos onde se mensurou a bioquimica sérica.

48 DOSAGEM DE LIPIDIOS

" Labtest® Sistema de Diagnésticos LTDA — Belo Horizonte/MG.
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Os triacilglicerdis das lipoproteinas foram quantificados pelo método proposto por
NAGELE et al., (1984). O colesterol total foi quantificado pelo método proposto por GOOD
et al., (1966), modificado por ALAIN et al., (1974) sendo que, em ambos os métodos,
utilizaram-se conjuntos de reagentes (Labtest®) e leituras espectrofotométricas. As
lipoproteinas de alta densidade foram dosadas com auxilio composto de reagentes enzimaticos

(Labtest®) e leituras espectrofotométricas.

49 ATIVIDADE DE TRANSAMINASES

A atividade sérica da enzima aspartato aminotransferase (AST) foi determinada por
espectrofotometria com auxilio de composto de reagentes (Labtest Sistemas de Diagndsticos

LTDA — Belo Horizonte/MG) e leituras espectrofotométricas.

4.10 PROVAS DE FUNCIONALIDADE RENAL

Dosaram-se as concentragdes de dcido drico (AUR) e uréia com auxilio de composto

de reagentes (Labtest®) e leituras espectrofotométricas.

411 COSCIENTE DO PESO DO FIGADO/PESO CORPORAL (INDICE

HEPATOSSOMATICO - IHS)

A necropsia foram pesados o animal e seu figado para obtencio do THS, estabelecido

pelo quociente do peso do figado/peso corporal.

4.12 VALORES BIOMETRICOS
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Foram retirados fragmentos de figado, rins e sistema nervoso central para andlise
histopatoldgica. A conservagao dos tecidos foi feita em solucdo de formalina tamponada a
10%, estabelecendo-se um tempo de fixacdo de 24 horas. Como a espessura dos 6rgados
coletados era inferior a 0,5 cm, optou-se por fixar todo o 6rgdo, possibilitando a avaliagao de
diversas por¢cdes dos mesmos.

O material foi entdo processado segundo a rotina do Laboratério de Patologia
Veterindria da FCAV/UNESP. Os fragmentos foram desidratados em solugdes crescentes de
alcoois e diafanizados em xilol, para inclusao em blocos de parafina histolégica.

Os cortes feitos ao microtomo foram obtidos com a espessura de 3 a 4 um, dispostos
em laminas de vidro e recobertos com um delgado filme de Poly-l-lisina (Sigma P-1399)
diluida a 0,01% para manter o corte aderido as laminas. Estas foram mantidas na estufa a
60°C por uma hora e submetidas a desparafinizacdo em xilol e reidratacdo em dilui¢des
decrescentes de dlcoois.

Os cortes histologicos foram, finalmente, corados com hematoxilina-eosina para sua

posterior avaliacdo histoscépica.

413 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos para as diferentes caracteristicas bioquimico-séricas e
hematoldgicas dos animais controle e intoxicados foram submetidos a andlise de variancia e
suas médias confrontadas pelo teste ¢ de Student para dados ndo pareados. Para efetuar o
referido teste, comparou-se a média do grupo intoxicado, em cada momento estabelecido (T1-
T8), com a média do controle. Valores de p inferiores a 5% foram considerados significativos.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa computacional SAS (SAS, 2003).
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5. RESULTADOS

5.1 HEMOGRAMA E INDICES HEMATIMETRICOS

Os valores obtidos para as concentragdes globais de hemaécias e de leucdcitos, a
concentracdo de hemoglobina, as contagens diferenciais leucocitarias para os eosinoéfilos e
heteréfilos se mostraram significativamente alterados nos animais intoxicados em relagcao a
média dos controles. O hematdcrito ndo apresentou alteragdes estatisticamente significativas
(Tabela 1).

As contagens globais de hemadcias diminuiram em T2 (Figura 1) e a hemoglobina
aumentou em T5, T6 e em T8 (Figura 2) para os intoxicados comparados aos controle. As
contagens globais de leucdcitos aumentaram nos tempos T1, T2, TS e T8 (Figura 3) para os
intoxicados comparados aos controle. O ndmero relativo de eosindfilos diminuiu em T7
(Figura 4), enquanto que o de heterdfilos aumentou em T1, T2 e em T8 (Figura 5). Os
linfécitos, neutréfilos bastonetes, mondcitos e baséfilos ndo tiveram alteracdes dignas de nota

e estavam ausentes na maior parte das amostras verificadas.
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Figura 1. Representacdo grafica da variagdo do nimero de hemdcias/uL. Os asteriscos
indicam médias significativamente diferentes em relacdo aos controles (p<0,05) e o erro
padrao da média estd representado nas linhas que cortam os grificos verticalmente. Em con

(controle) n=8, e em cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados. A leitura dos controle foi
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realizada em 06/07/2005 e dos intoxicados nos dias 02/08/2005 (T1), 04/08/2005 (T2),
07/08/2005 (T3), 10/08/2005 (T4), 13/08/2005 (T5), 16/08/2005 (T6), 19/08/2005 (T7) e

22/08/2005 (T8), no Departamento de Patologia Animal da UNESP, Campus de Jaboticabal.
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o
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Figura 2. Representacdo grafica da variacdo da concentracdo de hemoglobina. Os asteriscos
indicam médias significativamente diferentes em relacdo aos controles (p<0,05) e o erro padrdo
da média estd representado nas linhas que cortam os gréficos verticalmente. Em con (controle)
n=8, e em cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados. O ensaio dos controle foi realizado em
06/07/2005 e dos intoxicados nos dias 02/08/2005 (T1), 04/08/2005 (T2), 07/08/2005 (T3),
10/08/2005 (T4), 13/08/2005 (TS), 16/08/2005 (T6), 19/08/2005 (T7) e 22/08/2005 (T8), no

Laboratorio de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da UNESP, Campus

de Jaboticabal.
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Figura 3. Representacdo grafica da variagdo do nimero de leucdcitos/uL. Os asteriscos indicam
médias significativamente diferentes em relacdo aos controles (p<0,05) e o erro padrao da média

estd representado nas linhas que cortam os graficos verticalmente. Em con (controle) n=8, e em
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cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados. A leitura dos controle foi realizada em
06/07/2005 e dos intoxicados nos dias 02/08/2005 (T1), 04/08/2005 (T2), 07/08/2005 (T3),
10/08/2005 (T4), 13/08/2005 (T5), 16/08/2005 (T6), 19/08/2005 (T7) e 22/08/2005 (T8), no

Departamento de Patologia Animal da UNESP, Campus de Jaboticabal.
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Figura 4 Representacao grafica da variacdo do nimero de eosin6filos/uL. Os asteriscos indicam
médias significativamente diferentes em relacdo aos controles (p<0,05) e o erro padrdao da média
estd representado nas linhas que cortam os graficos verticalmente. Em con (controle) n=8, e em
cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados. As leituras foram realizadas nos dias

04/09/2005 e 05/09/2005 no Departamento de Patologia Animal da UNESP, campus de

Jaboticabal.
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Figura 5. Representacdo grafica da variacdo do ntimero total de heter6filos/uL. Os asteriscos
indicam médias significativamente diferentes em relacdo aos controles (p<0,05) e o erro padrao
da média estd representado nas linhas que cortam os graficos verticalmente. Em con (controle)

n=8, e em cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados. As leituras foram realizadas nos dias
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04/09/2005 e 05/09/2005 no Departamento de Patologia Animal da UNESP, campus de

Jaboticabal.



Tabela 1. Pardmetros hematolégicos da série vermelha, série branca, indices hematimétricos e indice hepatossomdtico de aves controle e
intoxicadas. Os valores indicam as médias * os erros padrdes da média. O ensaio dos controle foi realizado em 06/07/2005 e dos intoxicados nos
dias 02/08/2005 (T1), 04/08/2005 (T2), 07/08/2005 (T3), 10/08/2005 (T4), 13/08/2005 (TS5), 16/08/2005 (T6), 19/08/2005 (T7) e 22/08/2005
(T8), no Departamento de Patologia Animal, exceto a hemoglobina, que foi mensurada no Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e

Cirurgia Veterindria, ambos departamentos da UNESP, Campus de Jaboticabal.

henljéc.i(;: I Hematodcri gll{oetr:ilr?a VCM CHCM IHS Leucocitos/ Eosindfilos Heterdfilos/ Linfocitos/
L (x10°) to (%) (o/dL) (fL) (g/dL) uL /uL uL uL
CONTROL 37.63 + 11.70 0.019 + 161
c 331256 0 00 F 8012025 R 218314 0 6489 + 702 i 4147 £297 4100 = 531
. S aeeoar  335* 77+ 1502+ 2169+ 0022+ 22900+  1026& 18202+ 3623+
S0 £0. 05 0.1 0.09 0.02 0 3500% 234 2390% 1392
- 2.04 + 30+ 75+ 1572+ 2344+ 0015+ 10700+ 431 + 6946 + 3225 +
0.35% 0 0 0.27 0 0 2300% 377 562+ 1293
304+ 355+ 1097+ 2362+ 00165+ 9910+ 230 + 6956 +
T3 03 35 825£0.55 g 3.88 0 4510 95 468y~ 2084%232
289 + 05+ 8.6+ 1124+ 0017+ 9300 808 = 6412 +
T4 0 1.5 0.8 052 2040124 500 2900 168 1884 2080 =848
15 277x042  BF n23zorr 1sssxos porr 00 F ITOE 5650435 47204377 5184630
37+ 04+ 1276+ 2580+ 00175+ 11100+ 4347+ 40885+
Te 297682 5 0.2% 125 2.94 0 3700 2004%207  iesy 203.5
38+ 1500+ 23675+ 00155+ 6600+ 88 + 4598 +
T7 2.48 £6.10 i 8854045 07 e N 00 8 Jsey 1870+504
A+ 10.75 = 25815+ 0016+ 10100+ 312+ 6403 +
T8 3.02+ 1.85 - roar 141318 D0 0 oo ol loae 33852151

* mostra onde houve diferenca estatistica (p<0,05). Em CONTROLES n=8, e em cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados.
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52  BIOQUIMICA SERICA

Verificou-se diferenca significativa apenas com relagdo a uréia, que se apresentou
aumentada em T1 e TS apds a exposicao, ndo se observando oscilacdes dignas de nota para as

outras andlises e outros tempos (Figura 6 e Tabela 2).
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Figura 6. Representacdo grafica das médias de uréia. Os asteriscos indicam médias
significativamente diferentes em relac@o aos controles (p<0,05) e o erro padrao da média esta
representado nas linhas que cortam os graficos verticalmente. Em con (controle) n=8, e em
cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados. O ensaio foi realizado no dia 05/10/2005 e
06/10/2005, no Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindria

da UNESP, Campus de Jaboticabal.



Tabela 2. Parametros bioquimico-séricos e plasmaticos de aves controle e intoxicadas. Os valores indicam as médias + os erros padroes da média.
Os ensaios foram realizados no dia 05/10/2005 e 06/10/2005, no Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindria da

UNESP, Campus de Jaboticabal.

AST (U/L) TG (mg/dL) AUR (mg/dL) CT (mg/dL) GL (mg/dL) HDL (mg/dL) UREIA(mg/dL)
Aspartato Triglicérides Acido Colesterol Total Glicose Lipoproteinas
Aminotransferase Urico de Alta
Densidade
CONTROLES 672 + 109 128,38 £ 18,30 10,25 +1,93  233,75+25,25 319,75+21,92 9,5+1,78 9,75+ 0,79

T1 608 + 20 88,5+ 10,5 7,6 +0 330+ 30 334+ 15 7+0 17,28 + 0*
T2 857 =109 152 +49 13,095 + 3,81 274 + 36 230+ 6 12+3 13,39+ 1,3
T3 972+0 86,5 £ 3,5 12,54 £0 265 +43 19+£0 19+£0 10,69 + 0,32
T4 743 + 20 975+7,5 8,765 £ 0,21 303 £69 260,5 + 18,5 7,5 +6,5 7,34 + 3,89
T5 908 £0 113,5+ 15,5 15,52 £ 1,10 215+ 12 328+2 15+1 13,825 +£0,86*
T6 518 £89 152,5 + 34,5 12,59 +2,43 2445 + 23,5 2735+ 15,5 10£3 12,53 +4,76
T7 918 £ 85 92+9 5,51 +£2,45 217,5+39,5 348 £59 4,5+0,5 6,910
T8 273,55 £ 153 121,5 £ 10,5 11,31 +0 287+ 12 298 £ 15 151 11,23+0

* mostra onde houve diferenca estatistica (p<0,05). Em CONTROLES n=8, e em cada T (tempo) n=2, totalizando 16 intoxicados.
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54 ALTERACOES MACROSCOPICAS OBSERVADAS AO EXAME

NECROSCOPICO

Durante as necropsias, observaram-se algumas lesdes em alguns individuos e foram

encontradas em ambos os grupos. A maior parte das lesdes pode ser correlacionada a presenca

de hemoparasitas e parasitas, como a esplenomegalia e a presenga de petéquias, a falta de

alimentos no trato digestério, como a presenca de biliverdina no trato gastrintestinal e a lesdes

mecanicas, como a fratura de externo.

Quadro 1. Alteragdes macroscOpicas observadas as necropsias dos animais controle

realizadas em 06/07/2005 no Departamento de Patologia Animal da UNESP, Campus de

Jaboticabal.

ANIMAL

ALTERACAO

Cl

Ausente

C2

Ausente

C3

Solug@o de continuidade com 0,8 cm de didmetro em regido peitoral com

exposicao de musculatura e infec¢c@o. Fratura antiga de externo e esplenomegalia

acentuada
C4 Esplenomegalia moderada
G5 Esplenomegalia e discreta coloragdo cobre no baco
Co6 Esplenomegalia
C7 Esplenomegalia
C8 Ausente
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Quadro 2. Alteracdes macroscopicas observadas as necropsias dos animais intoxicados,

realizadas nos dias 02/08/2005 (1 e 2), 04/08/2005 (3 e 4), 07/08/2005 (5 e 6), 10/08/2005 (7

e 8), 13/08/2005 (9 e 10), 16/08/2005 (11 e 12), 19/08/2005 (13 e 14) e 22/08/2005 (15 e

16), no Departamento de Patologia Animal da UNESP, Campus de Jaboticabal..

ANIMAL ALTERACAO
1 Ausente
2 Esplenomegalia
3 Ausente
4 Fezes com biliverdina
5 Ausente
6 Esplenomegalia discreta e presenca de Paratanasia sp nos ureteres.
7 Esplenomegalia
8 Ausente
9 Ausente
10 Presencga de Pseudolynchia sp.
11 Esplenomegalia e presenca de léndias
12 Ausente
13 Esplenomegalia a acimulo adiposo na cavidade celomdtica
14 Ausente
15 Petéquias na asa
16 Esplenomegalia

5.4 ALTERACOES MICROSCOPICAS OBSERVADAS AO

HSITOPATOLOGICO

EXAME
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As alteragdes observadas nos 6rgios foram semelhantes nos animais controle € nos

intoxicados. No figado de ambos os grupos foi encontrado infiltrado inflamatério

polimorfonuclear multifocal, além de degeneracdo hidrépica difusa. Nos rins também se

notou um mesmo padrdo entre controles e intoxicados, destacando-se o infiltrado inflamatério

polimorfonuclear multifocal, a presenca de parasitas e a calcificacao tubular. Nao se notificou

nenhuma lesao digna de nota no sistema nervoso central. A lista do histopatolégico do figado

e rins se encontra a seguir:

Quadro 3. Descricdo das lesdes histoldgicas observadas no figado dos animais controle. As

leituras foram realizadas no dia 04/12/2005 no Departamento de Patologia Animal da

UNESP, Campus de Jaboticabal.

ANIMAL ALTERACAO

1 Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal e moderada
degeneracao hidrdpica difusa.

2 Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal e moderada
degeneracao hidrdpica difusa.

3 Moderado infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal.

4 Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal e acentuada
degeneracao hidrdpica difusa.

5 Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal, acentuada
degeneracao hidrépica difusa e discreto acimulo de hemossideina multifocal.

6 Acentuada degeneracgdo hidrépica difusa.

7 Acentuada degeneracao hidrépica difusa e células de Kuppfer difusas pelo 6rgao
com hemossiderina.

8 Moderada degeneragdo hidrépica difusa.
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Quadro 4. Descri¢do das lesdes histologicas observadas no figado dos animais intoxicados.

As leituras foram realizadas no dia 04/12/2005 no Departamento de Patologia Animal da
UNESP, Campus de Jaboticabal.

ANIMAL ALTERACAO

1 Degeneracdo hidropica discreta difusa, mais acentuada na regido perivascular e
células de Kuppfer difusas pelo 6rgdo, com hemossiderina.

2 Moderado infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal, moderada
degeneracao hidrépica multifocal e discreta hemorragia focal.

3 Ausente

4 Discreta degeneracao hidrdpica difusa, mais acentuada na regido centrolobular.

5 Discreto e difuso acimulo de hemossiderina.

6 Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal, discreto acimulo de
hemossiderina em regido perivascular.

7 Moderada degeneracdo hidrdpica difusa e células com hemossiderina em um
foco.

8 Discreto infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear multifocal predominantemente
perivascular, com degeneragao hidrépica e acimulo de hemossiderina.

9 Moderada degeneragdo hidrépica difusa com discreta alteracao nuclear (picnose).

10 Moderada degeneracdo hidrépica difusa com discreto infiltrado inflamatério
polimorfonuclear multifocal.

11 Moderada degeneragdo hidrépica difusa, células de Kuppfer com hemossiderina,
difusas pelo 6rgdo e moderado infiltrado inflamatério polimorfonuclear
multifocal com hemorragia discreta multifocal.

12 Hemorragia discreta focal com discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear
multifocal perivascular.

13 Discreto infiltrado inflamatério multifocal, predominantemente perivascular.

14 Discreto infiltrado inflamatério multifocal.

15 Discreto infiltrado inflamatério multifocal e moderada degeneracdo hidrépica
difusa.

16 Discreto infiltrado inflamatério multifocal e discreto acimulo de hemossiderina

multifocal.




32

Quadro 5. Descricao das lesdes histolégicas observadas nos rins dos animais controle. As

leituras foram realizadas no dia 02/12/2005 no Departamento de Patologia Animal da UNESP,

Campus de Jaboticabal.

ANIMAL ALTERACAO

1 Discreto infiltrado inflamatorio polimorfonuclear multifocal.

2 Presenca de trematoda no interior dos tubulos coletores, discreta hemorragia focal
e infiltrado inflamatorio polimorfonuclear focal.

3 Presenca de trematoda no interior dos tidbulos coletores e discreto infiltrado
inflamatério polimorfonuclear focal.

4 Presenca de trematoda no interior dos tdbulos coletores e discreto infiltrado
inflamatério polimorfonuclear multifocal.

5 Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal.

6 Presenca de trematoda no interior dos tuibulos coletores, discreto infiltrado
inflamatério  polimorfonuclear multifocal e discreta calcificagdo tubular
multifocal.

7 Presenca de trematoda no interior dos tdbulos coletores e discreto infiltrado
inflamatério misto predominantemente polimorfonuclear multifocal.

8 Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal.
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Quadro 6. Descri¢do das lesdes histoldgicas observadas nos rins dos animais intoxicados. As

leituras foram realizadas no dia 02/12/2005 no Departamento de Patologia Animal da

UNESP, Campus de Jaboticabal.

ANIMAL

ALTERACAO

Discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear focal.

2 Moderada degeneragdo tubular gordurosa difusa e discreta calcificacdo tubular
focal.

3 Moderada degeneracdo tubular vacuolar difusa, com discreto infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear focal

4 Presenca de trematoda no interior dos tibulos coletores e discreta degeneracao
tubular difusa.

5 Presenca de trematoda no interior dos tibulos coletores e discreta degeneracao
tubular difusa, com infiltrado inflamatério misto devido a um parasita morto.

6 Presenca de trematoda no interior dos tibulos coletores, discreta hemorragia
focal, com infiltrado inflamatério polimorfonuclear moderado difuso e um tibulo
com moderado infiltrado inflamatoério polimorfonuclear (parasita morto).

7 Presenca de trematoda no interior dos tubulos coletores, discreto infiltrado
inflamatério polimorfonuclear multifocal e discreta degeneragao tubular focal

8 Discreta hemorragia focal e discreto infiltrado inflamatério multifocal.

9 Presenca de trematoda no interior dos tubulos coletores, discreta hemorragia
focal, infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal e discreta calcificacao
tubular multifocal.

10 Discreta hemorragia multifocal.

11 Presenca de trematoda no interior dos tibulos coletores, moderada hemorragia
multifocal e infiltrado inflamatério multifocal.

12 Moderado infiltrado inflamatério polimorfonuclear multifocal ao redor dos
tdbulos, com discreta calcificacao.

13 Presenca de trematoda no interior dos tubulos coletores, moderado infiltrado
inflamatério polimorfonuclear multifocal e discreta degeneracdo hialina da
capsula de Bowman.

14 Discreto infiltrado inflamatorio polimorfonuclear multifocal.

15 Presenca de trematoda no interior dos tubulos coletores e discreto infiltrado
inflamatério polimorfonuclear multifocal

16 Discreto infiltrado inflamatorio polimorfonuclear multifocal.
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6. DISCUSSAO

6.1 HEMOGRAMA E BIOQUIMICA SERICA

O ntmero total de hemAacias diminuiu em T2 (2.04 x 10° + 0.35 x 10° céls/uL), como
aconteceu nos experimentos de Mandal e Lahiri (1985), Gromysz-kalkowska e Szubartowska
(1993), Sharma et al., (1997), Sharma et al., (1998). Segundo Sharma et al., (1998), o
organofosforado diminui as concentracdes de eritropoietina, agindo sobre a medula
diretamente ou, indiretamente, através da reducdo nos niveis de catecolaminas. Gromysz-
kalkowska e Szubartowska (1993) teorizam que pode ocorrer uma lise direta a parede do vaso
pelo organofosforado. No entanto, a diminuicdo sé foi significativa trés dias apds a
intoxicacdo, o que sugere que, neste caso, ela foi limitada as fases subseqiientes a exposi¢ao
aguda.

Nao foi verificada alteracdo significativa relacionada ao volume globular, ao volume
corpuscular médio e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média nos animais tratados
em relacdo aos controle, o que também foi observado por Day et al., (1995), trabalhando com
faisdes intoxicados com malation. O metamidofés ndo interfere com intensidade nestes
parametros na dose e na espécie utilizada.

A hemoglobina se mostrou aumentada em T5 (12.3 £ 0.1 g/dL), T6 (9.4 £0.2 g/dL) e
T8 (10.75 + 1.25 g/dL), o que significa que o agente continua causando desidratagdo
(GUILHERMINO et al., 1998) por varios dias, ja que essa constatacdo foi feita doze, quinze e
vinte e um dias apds a intoxicagao.

O indice hepatossomdtico ndo foi alterado, coincidindo com o relato de Westlake et
al., (1988) que ndo verificaram alteracio do peso do figado ou das transaminases hepdticas em
codornas japonesas. Tarrant et al., (1992) constataram diminui¢do no indice hepatossomaético
quando aplicou demeton-s-metil em pardais, mesmo observando que o figado tendia a sofrer
binucleacdo em face a injdria da intoxicacdo. Westlake et al., (1988) obtiveram aumento deste
indice em camundongos selvagens intoxicados com diclofor-metil. Bhatnagar e Jain (1986)
ndo evidenciaram diferencas quando compararam as alteragdes ocorridas em ratos machos
adultos intoxicados com phosphamidon e seus controle. Outro experimento, usando metiocarb
em roedores, causou a diminui¢do do peso do 6rgao (TARRANT e WESTLAKE, 1988).

Houve aumento significativo no ndmero de leucécitos em T1 (22900 + 3500 céls/uL),
T2 (10700 = 2300 céls/uL), TS (13700 £ 100 céls/uL) e T8 (13700 + 100 céls/uL), assim

como ocorreu nos estudos de Sharma et al., (1998) que relataram um aumento da
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granulopoiese da série branca quando utilizaram furadan SP50 em Columba livia, associando
o achado a um efeito estimulatério direto do organofosforado sobre a medula ou mesmo a
uma dificuldade encontrada pelos leucocitos em migrar para a circulacao periférica. Gromysz-
kalkowska e Szubartowska (1993) associaram o aumento no nimero de leucdcitos em ras
intoxicadas por fenitrotion a um provavel estresse ocasionado pelo organofosforado, que
gerou aumento no cortisol plasmaético.

O ndmero de eosinéfilos diminuiu significativamente em T7 (88 = 0 céls/uL),
diferentemente do ocorrido no experimento de Sharma et al., (1998) e Mandal e Lahiri (1985).
No entanto, ndo se pode afirmar que tais alteracdes ocorreram pelo uso do organofosforado, ja
que os animais encontravam-se parasitados por Hemoproteus sp, além de possuirem
trematdides mortos e parasitas externos como Pseudolynchia sp. e léndias, o que pode
ocasionar eosinofilia (FORBES, 2001). A ivermectina ndo € eficiente para combater
hemoparasitoses, como descrito por Spinosa et al., 1999, e os parasitas externos foram
contraidos posteriormente a desparasitagdo, pois a grade das gaiolas tinha largura suficiente
para permitir a passagem destes. Provavelmente, os animais eutanasiados em T7 estavam
menos parasitados que os demais ou apresentavam uma resposta menos agressiva ao parasita,
e por isso apresentaram um ndmero de eosinéfilos diminuido.

O numero de heter6filos aumentou em T1 (18202 + 2390.5 céls/uL), T2 (6945.8 +
561.65 céls/uL) e em T8 (6403 £ 163 céls/uL) o que demonstra que o efeito estimulatério do
organofosforado sobre a medula fez prevalecer principalmente esse tipo de célula: em trés dos
quatro tempos onde houve alteracio do nimero de leucdcitos aconteceu uma alteragdo
significativa principalmente do nimero de heter6filos (SHARMA et al., 1998). Além disso
Gromysz-kalkowska e Szubartowska (1993), ressaltam que a granulocitopoiese heterofilica é
resultado dos mecanismos compensatorios resultantes da perda celular maci¢a gerada por
acdo direta sobre a membrana ou por dano a parede vascular. Graczyk et al., (2003)
constataram em perus domésticos que o nimero de heterdfilos estd aumentado nos casos
estresse € o numero de linfécitos se encontra diminuido relativamente, o que configura o
leucograma de estresse em aves, sendo um quadro similar ao ocorrido neste experimento. Este

€ um quadro semelhante ao encontrado neste estudo, o que demonstra um claro leucograma de

estresse.
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A auséncia de alteragdes nos linfocitos, bastonetes, mondcitos e baséfilos estdo em
concordancia com os dados de Day et al., (1985) e Guilhermino et al., (1998), mas diferem de
Mandal e Lahiri (1985) que obtiveram monocitopenia e basopenia, além de Gromysz-
kalkowska e Szubartowska, (1993), que observaram monocitose. Provavelmente, o
metamidofés tenha uma acao limitada sobre esses tipos celulares na espécie e dose estudadas.

Os valores relativos a uréia apresentaram-se aumentados nos intoxicados em relacao
aos animais controle em T1 (17,28 £ 0 mg/dL) e em T5 (13,825 + 0,86 mg/dL), e o achado é
concordante com os resultados de Guilhermino et al., (1998). Estes autores explicam seus
dados como sendo devidos a hemoconcentragdo decorrente de uma desidratacao moderada. A
hiperglicemia é conseqiiéncia da intoxicag¢do por alguns organofosforados, como o paration
(GUILHERMINO et al., 1998), mas tal alteracao nao foi encontrada neste experimento.

Nao houve diferenga significativa com relagdo a aspartato aminotransferase, o que
também foi citado por Westlake et al., (1988) em codornas japonesas, e, segundo os autores,
talvez seja devido a maior resisténcia das aves a alteragdes da enzima. Entretanto, Tarrant et
al., (1992) encontraram aumento da atividade dessas enzimas em pardais submetidos ao
demeton-s-metil, o que sugere que alguns organofosforados podem gerar lesao celular.

Ibraim et al.,, (2003) em estudos experimentais concluiram que o colesterol
lipoprotéico e os lipidios séricos podem ndo ser alterados em intoxica¢des por via oral em
pequenas doses, resultado também observado em nosso experimento, mesmo utilizando-se
doses que levaram a um quadro clinico de intoxica¢do. No entanto, este achado discorda com
o encontrado por alguns autores, que obtiveram aumento ou mesmo reducio nos lipideos de
alta densidade, no colesterol total e nos triglicérides (IBRAIM et al., 2003).

Nao foram encontradas alteracdes referentes as concentragdes do acido trico e as
informacdes da literatura também sdo pouco numerosas com relacdo a essa enzima,
principalmente em aves, mostrando que mais experimentos sdo necessarios. A espécie
utilizada parece ndo sofrer alteracdes neste parametro quando intoxicada com o metamidofds

na dose utilizada.

6.2 ALTERACOES MACROSCOPICAS

As alteracdes macroscopicas observadas as necropsias nao tiveram relagdo direta com
a intoxicacdo por organofosforados, em conformidade com a literatura (ANTHONY et al.,

1986; WESTLAKE et al., 1988; TARRANT et al., 1992), onde a maior parte dos autores ndao
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observa lesdes macroscopicas. A maior parte das alteracdes observadas no experimento pode

ser explicada pela presenca de parasitas e por lesdes mecanicas.

6.3 ALTERACOES MICROSCOPICAS

Nao € possivel estabelecer um padrdo entre as alteracdes histologicas dos controles e
dos intoxicados, pois ambos os grupos apresentaram lesdes semelhantes. Tal fato também
ocorreu em de pardais de vida livre utilizados por Tarrant et al., (1992), mas este pesquisador

notou que as lesdes eram mais severas nos intoxicados.
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7. CONCLUSOES

A pomba amargosa — Zenaida auriculata — ndo se mostrou uma espécie adequada
como bioindicador ambiental para o uso de anticolinesterdsicos pelos pardmetros estudados
ou mesmo pela correlacdo destes. As alteracdes geradas por organofosforados sdo muitas
vezes discrepantes e dependem da dose, da espécie, do principio ativo, da idade do animal e
das condi¢des ambientais.

A utilizac@o de outros parametros mais especificos, como a avaliagdo da inibi¢do das
colinesterases séricas e cerebrais, pode ser uma maneira mais adequada para avaliar o uso

desta espécie como indicador de qualidade ambiental em lavouras que usem agrotoxicos.
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