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RESUMO: A intoxicagdo por nitratos e nitritos ocorre principalmente em bovinos e, com
menor frequéncia em ovinos e caprinos. Essa intoxicagdo normalmente é observada apos a
ingestdo de forrageiras que acumulam quantidades toxicas de nitratos/nitritos. Altas
concentragdes de nitratos nas plantas podem ocorrer no final de prolongado periodo seco, que
causa estresse hidrico nas forrageiras. No entanto, fatores de riscos para acumulagéo de nitritos
sdo verificados como solo adubado com fertilizantes nitrogenados, adubo organico de origem
animal ou apos a utilizagdo de herbicida 2-4 D, pois favorece o rapido crescimento das plantas.
Portanto, descreve-se os aspectos epidemioldgicos, clinicos e patologicos de um surto de
intoxicagdo por nitratos e nitritos em bovinos na regido semiarida da Paraiba, diagnosticado no
Laboratorio de Patologia Animal do Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia da
Paraiba, bem como compilar dados da literatura referente a essa intoxicagdo incluindo
patogenia, fatores epidemioldgicos que favorecem a ocorréncia dessa intoxicacdo comparando
a regido Nordeste com outras regibes do Brasil, caracteristicas clinicas e patoldgicas,
tratamento, métodos de diagnostico e medidas de controle. Para isso, 0s dados epidemiologicos
e clinicos foram coletados durante visita a fazenda com casos da intoxicacdo. Os animais que
vieram a 6bito foram necropsiados e coletados fragmentos de 6rgaos da cavidade torécica,
abdominal e sistema nervoso central, fixados em formol tamponado a 10% e em seguida
processados rotineiramente para avaliacdo histopatoldgica. Adicionalmente, foram coletadas
amostras de pastagens ingeridas pelos animais e submetidas a prova da difenilamina para
determinacéo da presenca ou auséncia de nitratos e nitritos nas pastagens. Para a realizacéo do
teste em pastagens foram preparadas duas solugdes: uma solugéo (A) com 0,5 g de difenilamina
em 2 ml de agua destilada, agregando-se acido sulfurico em quantidade suficiente para 100 ml;
e uma segunda solucdo (B), de &cido sulfurico a 80%. As duas solucdes ficaram mantidas em
vidro de cor escura. Para a realizacdo da prova, quantidades iguais das duas solucbes foram
colocadas em uma placa de Petri, agregando-se pequenos pedacos de talos da planta. A prova
foi considerada positiva, apos 2-3 minutos, observar-se uma coloracdo azul nas bordas dos
pedacos da planta. Embora a intoxicacao por nitratos e nitritos em bovinos ja tenha sido relatada
no semiéarido da Paraiba, as condi¢des epidemioldgicas observadas nesse caso ainda ndo foram
descritas na literatura. E importante ressaltar que essa intoxicacio é responsavel por morte
hiperaguda causando perdas econdmicas significativas, tornando-se necessario expandir o
conhecimento dessa intoxicacdo para produtores rurais e médicos veterinarios, a fim de
estabelecer medidas de controle.

Palavras-chave: Prova de difenilamina. Planta toxica. Morte hiperaguda. Ruminantes.



ABSTRACT: Nitrate and nitrite intoxication occurs mainly in cattle and, less frequently in
sheep and goats. This intoxication is usually observed after ingestion of forages that accumulate
toxic amounts of nitrates / nitrites. High concentrations of nitrates in plants can occur at the end
of prolonged dry period, which causes water stress in forages. However, risk factors for nitrite
accumulation are verified as soil fertilized with nitrogen fertilizers, organic fertilizer of animal
origin or after the use of herbicide 2-4 D, as it favors the rapid growth of plants. The objective
of this study was to describe the epidemiological, clinical and pathological aspects of an
outbreak of nitrate and nitrite intoxication in cattle in the semi-arid region of Paraiba, diagnosed
in the Laboratory of Animal Pathology of the Federal Institute of Education Science and
Technology of Paraiba, as well as to compile data of the literature regarding this intoxication
including pathogenesis, epidemiological factors that favor the occurrence of this intoxication,
comparing the Northeast region with other regions of Brazil, clinical and pathological
characteristics, treatment, diagnostic methods and control measures. For this, the
epidemiological and clinical data will be collected during a visit to the farm with cases
suspected of intoxication. The animals that died will be necropsied and collected fragments of
organs of the thoracic, abdominal and central nervous system, fixed in 10% buffered formalin
and then processed routinely for histopathological evaluation. In addition, samples of pasture
ingested by the animals will be collected and tested for diphenylamine for the presence or
absence of nitrates and nitrites in the pastures. For the grazing test two solutions shall be
prepared: a solution (A) with 0.5 g of diphenylamine in 2 ml of distilled water, adding sufficient
sulfuric acid to 100 ml; and a second solution (B) of 80% sulfuric acid.
The two solutions will be kept in dark colored glass. For the test, equal amounts of the two
solutions will be placed in a Petri dish, adding small pieces of plant stems. The test will be
considered positive when, after 2-3 minutes, a blue coloring is observed on the edges of the
plant parts. Although nitrate and nitrite intoxication in cattle has already been reported in the
Paraiba semi-arid, the epidemiological conditions observed in this case have not yet been
described in the literature. It is important to emphasize that this intoxication is responsible for
hyperacute death causing significant economic losses, making it necessary to expand the
knowledge of this intoxication for rural producers and veterinarians, in order to establish control
measures.

Keywords: Diphenylamine test. Toxic plant. Hyperacute death. Ruminants.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, devido a grande extensdo territorial, na maioria dos estabelecimentos os
animais de producdo sdo criados em pastagens nativas ou cultivadas, em sistema extensivo.
Essa caracteristica promove maior acesso dos animais as plantas toxicas e explica, em parte, o
namero crescente de registros de surtos de intoxicag¢des por plantas em animais de produgdo no
pais (PESSOA et al., 2013).

Dentre essas intoxicacdes merece destaque a intoxicacdo por nitratos e nitritos que
normalmente ocorre ap6s a ingestdo de forrageiras que acumulam quantidades toxicas de
nitratos/nitritos (RIET et al., 2007). Aproximadamente 90 espécies de plantas podem conter
altas concentracfes de nitratos e nitritos (CLARKE et al.,, 1981). Geralmente, essas
concentracdes de nitratos nas plantas séo verificadas no final de prolongados periodos secos,
qgue causam estresse hidrico nas forrageiras, bem como ap6s a adubacdo de solos com
fertilizantes nitrogenados, adubo orgénico de origem animal ou ap6s a utilizacdo de herbicida
2,4-D (acido diclorofenoxi-acético), o qual favorece o rapido crescimento das plantas
(RADELEFF, 1964; WIESNER, 1970; EVERIST, 1974; TOKARNIA et al., 2012).

A intoxicacdo por nitratos e nitritos ocorre principalmente em bovinos e com menor
frequéncia, em ovinos e caprinos (RIET et al., 2007). Teores de nitrato entre 0,5 %
(RADELEFF, 1964; WIESNER, 1970; EVERIST, 1974; ROSEMBERGER, 1975) e 1,5 %
(RADOSTITIS et al. 2000) e 4,0 % (ROSENBERGER, 1975) de nitrato na MS podem produzir
intoxicacdo em bovinos.

Apbs a ingestdo das plantas, os nitratos presentes sdo transformados em nitritos, atraves
da acdo das bactérias ruminais e estes em amdnia, podendo ser eliminada e aproveitada no
metabolismo das bactérias e protozoarios ruminais (KOZLOSKI, 2009). Porém, dependendo
da quantidade de nitratos ingerida, tipo e quantidade da flora bacteriana ruminal ou da
alimentacéo fornecida ao animal (poucos carboidratos soluveis), esse processo sera modificado,
havendo acumulo de nitrito no Rumen (WANG et al., 1961; ALLINSON, 1978; KOZLOSKI,
2009). Uma vez acumulado, o nitrito € absorvido pelos capilares ruminais e chega a corrente
sanguinea. O nitrito oxida a molécula heme da hemoglobina, que é oxidada do estado ferroso
(Fe?*) para o estado férrico (Fe3*). A forma oxidada da hemoglobina é chamada de meta-
hemoglobina, que ndo carreia oxigénio (O2), o que resulta nos sinais clinicos caracteristicos de
hipoxia e anoxia tecidual (ROSENBERGER, 1975; RADOSTITIS et al., 2000). Mucosas

cianGticas ou amarronzadas, ranger de dentes, tremores, sialorreia, andar cambaleante,
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contra¢Oes abdominais, decubito lateral, seguidos de morte entre 15min a 2h ap6s o inicio dos
sinais clinicos, sdo frequentemente relatados (MEDEIROS et al., 2003; RIET et al., 2007;
TOKARNIA et al., 2012).

Os achados de necropsia consistem em sangue escurecido e sem coagular, musculatura
cardiaca e esquelética com coloracdo vermelha intensa, 6rgdos péalidos, hemorragias e
congestdo vascular (RADOSTITIS et al., 2000; JONCK et al., 2013; TOKARNIA, et al., 2012;
MOTA et al., 2017).

O diagnostico de intoxicagdo por nitrato e nitrito pode ser realizado a partir dos dados
epidemioldgicos, sinais clinicos, associados a determinagdo da presenca de nitratos e nitritos
através do teste de difenilamina nas pastagens ou pelo sangue de animais quando vivos, ou
conteddo ruminal quando necropsiados. O tratamento indicado € a aplicacdo endovenosa de
solucdo de azul de metileno na concentracdo de 1 % em doses que variam de 1 a 4 mg/kg a 20
mg/kg de peso vivo (MEDEIROS et al., 2003; JONCK et al., 2013; RADOSTITIS et al., 2000).

No Brasil, surtos de intoxicacgao por nitratos e nitritos foram descritos em bovinos no Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (SCHILD et al., 1996; JONCK et al., 2013; MOTA et
al., 2017). Na Paraiba, regido Nordeste do Brasil, casos de intoxicacdo por nitratos e nitritos
foram relatados em bovinos, associados a ingestdo de pastagens de Echinochloa polystachya
(capim mandante) ou Pennisetum purpureum (capim elefante) imediatamente ap0s as primeiras
chuvas (MEDEIROS et al., 2003). A intoxicacao também foi descrita no Ceard, apos a ingestao
de Pennisetum purpureum, plantado nas margens de um acude, onde ap6s um ano de seca
prolongada o acude baixou, descobrindo as areas anteriormente cobertas por agua, ricas em
matéria organica. No entanto, existe apenas um surto de intoxicagdo por nitratos e nitritos
associados a ingestdo de pastagens irrigadas com esgoto a céu aberto na regido semiarida da
Paraiba. Com isso, objetiva-se descrever os aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos de
um surto de intoxicacgao por nitritos e nitritos em bovinos no municipio de Sdo José de Piranhas,
semiarido da Paraiba, associado a ingestdo de Brachiaria sp. e Pennisetum purpureum,
diagnosticado no Laboratorio de Patologia Animal do Hospital Veterinario (HV) do Instituto

Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba.



14

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Etiologia

Para os animais, a fonte de intoxicagdo por nitrato e nitrito mais comum sdo as plantas
(ROSENBERGER, 1975; RADOSTITIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2003; TOKARNIA
et al., 2012; JONCK et al., 2013; MOTA et al., 2017; BOSAK et al., 2017) e a agua
(KINGSBURY, 1964; MCPARLAND et al., 1980; BOERMANS, 1990; YONG, BRANDOW
& HOWLETT, 1990; YERUHAM et al., 1997; CHEEKE, 1998; RADOSTITIS et al., 2000;
SMITH, 2002; VILLAR et al., 2003; TOKARNIA et al., 2012; JONCK et al., 2013; MOTA et
al., 2017).

De acordo com Clarke (1981) e Radostitis (2000), aproximadamente 90 espécies de
plantas apresentam altas concentracdes de nitrato em suas folhas, dentre as quais merecem
destague aveia (Avena sativa), milho (Zea mays), trigo (Triticum vulgare), beterraba (Beta spp),
nabo (Brassica spp) e caruru (Amaranthus spp). Adicionalmente, gramineas forrageiras no
inicio do estagio vegetativo ou fertilizadas com grandes quantidades de nitrogénio também
podem apresentar concentracdes altas de nitrato (WRIGHT & DAVISON, 1964; RADOSTITIS
etal., 2002; KOZLOSKI, 2009).

O principio tdxico existente nas plantas em crescimento é sempre o nitrato, geralmente
na forma de nitrato de potéassio (RADOSTITIS et al., 2000). Algumas delas sdo acumuladoras
naturais de nitrato, outras acumulam altos niveis de nitrato a partir do uso de adubos
nitrogenados ou da aplicacdo de herbicidas nas culturas (CONNOR, 1977; TOKARNIA et al.,
2012; JONCK et al., 2013).

Os nitratos sdo absorvidos do solo pelas raizes das plantas e incorporados normalmente
aos tecidos como aminoacidos, proteinas e outros compostos nitrogenados (JONCK et al.,
2013). Raizes e caules geralmente contém mais nitrato do que as folhas (RADOSTITIS et al.,
2000). O local primario para conversdo do nitrato nesses produtos sdo as folhas verdes em
crescimento (OZMEN, 2003). O nitrato se acumula nas partes altas e baixas da planta, mas néo
nos graos (CHEEKE, 1998).

Nitratos e nitritos podem estar presentes em altas concentracbes em alguns alimentos,
particularmente em gramineas forrageiras no inicio do estagio vegetativo, fertilizadas com
grandes quantidades de nitrogénio (N) (WRIGHT & DAVISON, 1964; RADOSTITIS et al.,
2000; KOZLOSKI, 2009), ou espécies que contém normalmente um nivel maior de nitrato
(WRIGHT & DAVISON, 1964).
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O nitrato se acumula e persiste nas plantas em condigdes que limitam o metabolismo
vegetal: secas, baixa umidade (NOVAIS & MELLO, 2007), solos &cidos, baixo molibdénio,
enxofre e fésforo, baixa temperatura, boa aeracédo do solo, e 0 uso de herbicidas (WRIGHT &
DAVISON, 1964; CONNOR, 1977), matéria organica principalmente de origem animal
(ROSENBERGER, 1975; RADOSTITIS et al., 2000), rapido crescimento das plantas quando
ocorrem chuvas apos periodos de seca e doencas (RIET-ALVARIZA, 1993; CHEEKE, 1998;
RADOSTITIS et al., 2000; RIET et al., 2007), até mesmo o estagio de maturidade da planta
(WRIGHT & DAVISON, 1964).

A tendéncia de acimulo tem relacdo com os periodos de chuva, baixa incidéncia solar, e
temperaturas baixas, que provocam a baixa atividade fotossintética (WRIGHT & DAVISON,
1964). Nessas condi¢des, 0s nitratos podem representar mais de 30% do N das plantas
(KOZLOSKI, 2009).

Doses toxicas sdo dificeis de serem estabelecidas devido a variagdo na suscetibilidade e
na velocidade de produgéo do nitrito a partir do nitrato. Entretanto, de acordo com Radostitis
(2000), uma planta inteira com 6.000 a 10.000 ppm na matéria seca (MS) de nitrato é
considerada potencialmente toxica. Tokarnia (2012), acredita que plantas com mais de 1,5 %
de nitrato na forma de KNOs, na matéria seca devem ser consideradas potencialmente letais.

A intoxicacdo também pode ocorrer a partir da ingestdo de aguas contendo altos teores
de matéria organica (ROSENBERGER, 1975; RADOSTITIS et al., 2002; MEDEIROS et. al.,
2003; JONCK et at., 2013) ou contaminadas com fertilizantes (ROSENBERGER, 1975;
YERUHAM et al., 1997; CHEEKE, 1998; RADOSTITIS et al., 2002; VILLAR et al., 2003;
JONCK et at., 2013), oriundas de efluentes que contenham salmouras de agougues e frigorificos
ou de fabricas de queijos, 0s quais sdo ricos em nitrato de sodio e nitrato de potassio,
respectivamente. Adicionalmente, po¢os profundos infiltrados por aguas de solos feérteis,
chorume de silagem com material rico em nitrato, reservatérios abertos com matéria vegetal no
fundo e aguas de estabulos que podem reter amonia, podem ser fontes potencias de intoxicagédo
por nitratos e nitritos (RADOSTITIS et al., 2000).

Embora consideradas pouco frequentes, a intoxicagdo também pode ocorrer, com soro do
leite, rico em nitrato de potassio, adicionado a dieta de bovinos, ou pelo transporte desse soro
em tanques utilizados anteriormente para transportar fertilizante liquido a base de nitrato de
amonio. (EGYED & SHLOSBERG, 1980; YERUHAM et al., 1997).
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2.2 Patogenia

ApoGs a ingestdo das plantas contendo altos teores de nitratos, no trato digestivo dos
ruminantes, os nitratos sao reduzidos a nitritos pelos microrganismos ruminais para a sintese de
proteina microbiana e posteriormente a aménia para ser eliminada e utilizada para o
metabolismo das bactérias e protozoarios ruminais (KOZLOSKI, 2009; JONCK et al., 2013).
Dependendo de uma série de fatores, sobretudo da quantidade de nitratos ingeridos, da flora do
Rdmen ou da dieta do animal, o processo de reducdo de nitratos a amonia € inadequado,
ocorrendo o acumulo de nitrito (WANG et al., 1961; ALLINSON, 1978; KOZLOSKI, 2009;
JONCK et al., 2013). Uma vez acumulado no Rdmen, o nitrito é absorvido pelos capilares
ruminais e chega a corrente sanguinea. O nitrito oxida a molécula heme da hemoglobina, que é
oxidada do estado ferroso (Fe?*) para o estado férrico (Fe**). A forma oxidada da hemoglobina
é chamada de meta-hemoglobina (MetHb), que por sua vez nao carreia oxigénio (O2), 0 que
resulta nos sinais clinicos caracteristicos de hipoxia e andxia tecidual (KINGSBURY, 1964;
STOBER, 1970; ROSENBERGER, 1975; VALLI, 1993; RADOSTITIS et al., 2002; COSTA,
2011; TOKARNIA etal., 2012; JONCK etal., 2013; MOTA et al., 2017; BOSAK et al., 2017).

A intoxicacdo por nitratos e nitritos sdo quase sempre citados como uma mesma
intoxicacdo, porém a acdo toxica especifica de um é diferente do outro (STOBER, 1970;
VALLI, 1993; TOKARNIA et al., 2012). A intoxicagdo direta por nitratos em bovinos ocorre
em menor escala, apenas a partir da ingestdo de elevadas quantidades de nitrato de potassio
presentes nos adubos (TOKARNIA et al., 2012). Segundo Radostitis (2000), os nitratos tém
acao direta caustica na mucosa do trato alimentar, causando gastroenterite. Entretanto, a
absorcéo dos nitritos, ocorre a partir da conversédo dos nitratos, causando metemoglobinemia e,
consequentemente, hipoxia (RADOSTITIS et al., 2000; TOKARNIA et al., 2012).

2.3 Epidemiologia

A intoxicacdo ocorre, principalmente, em bovinos e, com menor frequéncia, em ovinos e
caprinos (RIET et al., 2010), equinos (TOKARNIA et al., 2012), suinos (RADOSTITIS et al.,
2000) alpacas (Lama pacos) (MACKENZIE et al., 2009), cdes (VALLI, 1993) e coelhos
(DOLLAHITE ROWE, 1980). De acordo com EVANGELISTA et al. (2013), a espécie suina
¢ considerada a espécie mais susceptivel e 0s ovinos mais resistentes, devido sua maior
capacidade de converter nitrito em amonia, ocorrendo intoxicacdo quando o nitrito é ingerido
pré-formado (RADOSTITIS et al., 2000). Adicionalmente, acredita-se que a velocidade de
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ingestdo do alimento que contém nitrato, pode ser considerada um fator de risco, tendo em vista
que os famintos ingerem maior quantidade de pastagens e ndo tem sua flora ruminal adaptada
a conversao do nitrato em nitrito (RADOSTITIS et al., 2000).

No Brasil, surtos de intoxicacdo por nitratos e nitritos foram descritos em bovinos no Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (SHILD et al., 1996; JONCK et al., 2013; MOTA et
al., 2017). No estado de Santa Catarina a intoxicagdo € considerada como uma doenca
emergente, foi diagnostica pela primeira vez em 2006, mas a ocorréncia de novos surtos tem
aumentado anualmente, principalmente quando ha adubacdo quimica e/ou organica excessiva
(JONCK et al., 2013).

Devido ao interesse em aumentar a produtividade e o valor nutricional das plantacdes,
ocorre um manejo intensivo das pastagens, e esse aumento é regulado pela adubacdo
nitrogenada (BOSAK et al., 2017). No entanto, essa pratica pode causar acimulo de nitratos e
nitritos em altas concentracbes em algumas plantas, particularmente em gramineas forrageiras
no inicio do estado vegetativo, fertilizados com grandes quantidades de nitrogénio (JONCK et
al., 2013). A utilizacdo do herbicida 2,4-D (&cido diclorofenoxi-acético), além de induzir a
ingestdo de algumas plantas ndo palataveis, pode provocar perturbacfes no metabolismo do
nitrogénio, o que determina um acumulo de nitratos em niveis toxicos na planta (KINGSBURY,
1964; STOBER, 1970; STEYN, 1977, TOKARNIA et al., 2012). Da mesma forma, o uso
excessivo de matéria organica contribui para o acimulo de nitrato em algumas plantas (JONCK
etal., 2013). Radostitis (2000), relata que o uso de esterco de animais criados de forma intensiva
ou com niveis altos de bactérias fixadoras de nitrogénio promovem o aumento para acima do
normal dos niveis de nitrato nas plantas.

Na Paraiba, regido Nordeste do Brasil, casos de intoxicacdo por nitratos e nitritos foram
relatados em bovinos, associados a ingestdo de pastagens de Echinochloa polystachya (capim
mandante) ou Pennisetum purpureum (capim elefante) imediatamente apds as primeiras chuvas
(MEDEIROS et al., 2003). A intoxicacdo também foi descrita no Ceara, apos a ingestao de P.
purpureum, plantado nas margens de um acgude, onde ap6s um ano de seca prolongada o agude
baixou, descobrindo as areas anteriormente cobertas por agua, ricas em matéria organica.
Segundo Ozmen (2003), durante a seca ha baixa disponibilidade de &agua no solo
comprometendo a absorcdo de nutrientes pelas plantas. Apés a chuva o crescimento das plantas
é acelerado e estas incorporam grande quantidade de nitrato que ndo e transformado em

aminoacidos, proteinas e outros compostos nitrogenados (OZMEN, 2003). Nessas situacdes, ha
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maior acumulo de nitrato nas plantas ingeridas pelos animais, resultando em alteragdes clinicas

e morte.

2.4 Apresentacao Clinica

Para Tokarnia (2012) o quadro clinico é determinado pela acdo toxica dos nitritos, ou
seja, pela quantidade dessa substancia formada.

Em casos moderados podem ser observados emagrecimento, pelos asperos, baixa
producdo de leite, indigestdes recidivantes, abortos e altas taxas de mortalidade de bezerros
(TOKARNIA et al., 2012). Entretanto, em casos mais graves 0s sinais clinicos iniciam de forma
stbita e caracterizam-se por cansaco (MCKENZIE et al., 2004), taquipneia ou dispneia
progressiva (TOKARNIA, DOBEREINER e PEIXOTO, 2000; MEDEIROS et al., 2003;
OZMEN, 2003; VILLAR, 2003; MCKENZIE et al., 2004), mucosas acastanhadas
(RADOSTITIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2003; RIET et al., 2007; TOKARNIA et al.,
2012; JONCK et al., 2013; GONTHWO et al., 2017), sialorreia e tremores musculares
(RADOSTITIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2003; RIET et al., 2007; TOKARNIA et al.,
2012), dores abdominais (RADOSTITIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2003; RIET et al.,
2007), micgOes frequentes com urina escurecida ou cor de chocolate (RADOSTITIS et al.,
2000; TOKARNIA et al., 2012; JONCK et al., 2013), pelos arrepiados (MEDEIROS et al.,
2003; RIET et al., 2007; TOKARNIA et al., 2012), timpanismo (MEDEIROS et al., 2003;
TOKARNIA et al., 2012; JONCK et al., 2013; GONTIJO et al., 2017), respiracdo com o
pescoco estendido, batimentos cardiacos fortes com frequéncia muito aumentada e depois mais
fracos, pulso venoso positivo, corrimento nasal e olhar assustado (MEDEIROS et al., 2003;
RIET et al., 2007). Adicionalmente, sinais neuroldgicos podem ser observados minutos antes
da morte, e caracterizam-se por apatia ou hiperexcitabilidade, ataxia, ranger de dentes,
convulsdes seguidas de decubito lateral e morte (MEDEIROS et al., 2003; RIET et al., 2007;
TOKARNIA et al., 2012).

Os sinais clinicos estdo relacionados a hipoxia ou até andxia devido a ma distribui¢do do
oxigénio aos tecidos, resultado da meta-hemoglobina formada. O quadro inicia em poucas
horas, podendo variar entre 4 h e 14 h ap6s a ingestdo de pastagens que contém nitrato
(MEDEIROS et al., 2003). A morte é rapida (TOKARNIA, DOBEREINER e PEIXOTO 2000;
OZMEN, 2003) em torno de 30 min (MEDEIROS et al., 2003).
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O aborto é registrado com frequéncia, como sequela em surtos de intoxicagdo; é possivel
que episddios de andxia grave possam causar danos ao feto (RADOSTITIS et al., 2002;
EVANGELISTA, et al., 2013). Yeruham (1997) descreve que vacas prenhas que adoeceram e

ndo morreram, abortaram apds o sexto dia da ocorréncia do surto.

2.5 Patologia

Os principais achados macroscépicos observados na intoxicagdo por nitritos sdo sangue
de coloracdo escura (cor de chocolate) e ndo coagulavel e muasculos cardiacos e esqueléticos
apresentando cor vermelha intensa (TOKARNIA et al., 2012; JONCK et al., 2013; MOTA et
al., 2017; GONTHO et al., 2017).

A coloracdo escura do sangue e da musculatura ocorre devido a conversdo da
hemoglobina em meta-hemoglobina, no entanto, pode desaparecer poucas horas apds a morte
do animal pela reversdo do processo (RADOSTITIS et al., 2000). Adicionalmente, tem sido
relatado cheiro forte de gases nitrosos quando o cadaver é recém-aberto, hemorragias nas
serosas, mucosas e paredes dos pré-estomago e abomaso (TOKARNIA et al., 2012; JONCK et
al., 2013; MOTA et al., 2017; GONTHO et al., 2017) e pulmdes, SNC, figado e rins levemente
amarronzados (JONCK et al., 2013; MOTA et al., 2017 e GONTIJO et al., 2017).

Medeiros (2003), relatou apenas abundante espuma nos brdnquios e traqueia,
caracterizando assim um edema pulmonar e consequente morte por asfixia. Como a necropsia
foi realizada no dia seguinte a morte do animal, ou seja, ap6s o limite maximo de 4 h que é
recomendado, ndo foi possivel observar os sinais patoldgicos frequentes nessas intoxicacoes.

Microscopicamente, ndo sdo descritas lesdes que caracterizem a intoxicacdo (VAN DIJK,
1983; BOERMANS, 1990; RIET-ALVARIZA, 1993; CHEEKE, 1998; RADOSTITIS et al.,
2002; MEDEIROS et al., 2003; OZMEN, 2003; MCKENZIE et al., 2004; TOKARNIA et al.,
2012; JONCK et al., 2013; SIMOES 2016).

Na intoxicacdo direta por nitrato pode ser observada mucosa gastrointestinal congesta e
hemorragica (RADOSTITIS et al., 2000).

2.6 Diagnostico e diagndstico diferencial
O diagnoéstico da intoxicagdo por nitratos e nitritos pode ser efetuado através da
epidemiologia (que pode indicar se a enfermidade esta associada ao consumo de forragem ou

de agua, por exemplo), sinais clinicos, lesGes encontradas na necropsia, teste de difenilamina
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na pastagem, sangue, fluidos corporais e analise da concentragdo de nitrato nas pastagens
(MEDEIROS et al., 2003; TOKARNIA et al., 2012; JONCK et al., 2013; SIMOES 2016;
CARDOSO, 2017; BOSAK et al., 2017).

Para Tokarnia (2012), dispneia associada a cianose quando aparecem de forma subita e a
tonalidade escura do sangue levam & suspeita da intoxicacéo por nitrito.

As alteragbes de necropsia (conforme citadas nos aspectos macroscopicos) Sao
consideradas sugestivas para intoxicacdo quando realizadas logo ap6s a morte do animal pois,
algumas horas apds a morte a meta-hemoglobina retorna a hemoglobina, desaparecendo a
coloragéo escura do sangue, da carcaca e da musculatura (NEWSOM et al., 1936; CAWLEY
et al.,, 1977; BOERMANS, 1990; BROWN et al., 1990; VALLI, 1992; TOKARNIA et al.,
2012). Esses fatores dificultam a formacédo do diagnostico, principalmente se a necropsia nao
for realizada rapidamente apds a morte.

O diagnéstico da intoxicacdo por nitrato/nitrito no animal in vivo € considerado dificil,
entretanto, pode ser realizado através do teste de difenilamina no sangue e nas pastagens
(RADOSTITIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2003). Radostitis (2000) também acrescenta a
importancia de analisar uma amostra de urina, uma vez que o nitrito é eliminado por ela sem
alteraces, além de humor aquoso congelado e contetdo alimentar.

O teste de difenilamina que é qualitativo para a presenca de nitratos e nitritos consiste no
preparo de duas solucdes: uma solugdo (A) com 0,5 g de difenilamina em 2 ml de agua destilada,
agregando-se acido sulfurico em quantidade suficiente para 100 ml; e uma segunda solucéo (B),
de &cido sulfirico a 80 %. As duas solucdes devem ser mantidas em vidro de cor escura. Para
a realizacéo da prova, quantidades iguais das duas solu¢des devem ser colocadas em uma placa
de Petri, agregando-se pequenos pedacos de talos da planta. A prova deve ser considerada
positiva quando, ap6s 2 - 3 min, observa-se uma coloracdo azul nas bordas dos pedacgos da
planta. Para a realizagdo da prova da difenilamina no sangue, duas ou trés gotas do sangue
devem ser colocadas em uma lamina e secadas ao ar durante 2 min, em seguida agrega-se duas
gotas de agua destilada livre de nitratos, misturando-se 0 sangue com a agua. Posteriormente,
devem ser misturadas duas ou trés gotas desse material com 2 - 3 ml de reativo de difenilamina
(difenilamina a 1 % em acido sulfarico). A reacdo deve ser considerada positiva quando, apés
30 seg a 3 min, for observada a formacdo de um halo azul ao redor das gotas do material
(RADOSTITIS et al., 2000; MEDEIROS et al., 2003; TOKARNIA et al., 2012; JONCK et al.,
2013).
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O teor de nitrato nas pastagens pode ser determinado também através de exame
bromatoldgico e método de destilacdo a vapor (TEDESCO et al., 1995). Para isso utiliza a
extracdo por Cloreto de potassio (KCI) 1 Molar (M) e titulacdo com acido sulfarico (H2SO4) a
0,0025M, determinando em ppm ou mg/kg e percentual de amdnio + nitrito + nitrato mineral
(N-NOs3). O valor encontrado é referente a concentracdo de nitrogénio (N) que faz parte do
nitrato (N-NOgz). Para converter para nitrato (NOz), multiplica-se esse valor por 4,43. O peso
molecular do nitrato é 62 e do nitrogénio ¢é 14. Entdo para cada 14 ppm de nitrogénio ha 62 ppm
de nitrato e para cada 1 ppm de N temos 4,43 de nitrato.

A intoxicagdo por plantas cianogénicas e botulismo, sédo consideradas os principais
diagndsticos diferenciais para intoxicacdo por nitratos e nitritos, pois cursam com quadros
hiperagudos e agudos e morte rapida dos animais (TOKARNIA et al., 2012). Adicionalmente,
devem ser incluidos como diferenciais edema pulmonar agudo dos bovinos e intoxicacdo por
cianobactérias (RADOSTITIS et al., 2000).

2.7 Tratamento

Para o tratamento o antidoto de eleicdo é o azul de metileno, o qual age reduzindo a
metemoglobina em hemoglobina por transformacgdo do ion férrico em ferroso e também
inibindo a absorcdo de nitritos pelo rimen (VILLALOBOS et al., 1981). De acordo com
Radostitis, (2000), a dose padrédo é de 1 a 2 mg/kg PV, por via IV, em solugédo a 1%. Por outro
lado, Medeiros, (2003) relata o uso de 4 mg/kg PV, pela mesma via de aplicacdo e na mesma
solucdo (1%), cujos valores sdo citados também por Riet, (2007). Ambos os valores das doses
(2 e 4 mg/kg PV) foram confirmados por Jonck, (2013). J& Tokarnia, (2012) indica a dose de 4
a8 mg/kg PV de forma lenta por via IV, em &gua ou solucgdo de glicose a 5%, 0 que corresponde
a uma dosagem de 1 a 2 ml para cada 10 kg de PV do animal, na concentracdo de 4%.

Radostitis, (2000) diz que a meia-vida do azul de metileno nos tecidos dura em torno de
duas horas e recomenda que podera ser necessario repetir o tratamento quando o animal ingerir
grandes quantidades de material toxico, repetindo a dose a cada 6 a 8 horas. A repeti¢cdo também
foi confirmada por Medeiros, (2003), porém utilizando a solugdo QD, durante 3 dias. Medeiros,
(2003) também afirma haver recuperagéo dos animais afetados em menos de 24 horas, fato esse
confirmado por Jénck, (2013), onde os animais se recuperaram numa media de 30 minutos apds
0 uso do azul de metileno. De acordo com Tokarnia, (2012), pode ser observado melhora dos

animais dentro de 10 a 15 minutos ap6s o uso da solucdo, melhorando a sua a¢do quando usada
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em conjunto com cafeina. Também esse autor diz que além do uso do azul de metileno, o animal
deve ser permanecer em repouso e em observagdo para eventuais recidivas por causa da
continuidade da absorcéo de nitritos, fornecendo-lhe muita agua.

E importante salientar que o uso do azul de metileno em grandes quantidades provoca
efeito contrario causando metemoglobinemia, entretanto, em ruminantes pode ser usado dose
de até 20 mg/kg PV que ndo causa esse risco, acima disso causa efeito contrario provocando
metemoglobinemia (RADOSTITIS et al., 2000).

2.8 Profilaxia e controle

A profilaxia baseia-se principalmente na eliminagao das fontes potenciais de intoxicag&o.
De acordo com Mota (2017), o manejo técnico com orientacao profissional e a preocupacao de
contaminacdes em aguas ou nas gramineas, junto ao conhecimento e analise dos materiais
utilizados para adubacéo e fertilizacdo dos solos e pastagens sao as melhores ferramentas para
prevencdo da intoxicagdo por nitratos e nitritos. Portanto, recomenda-se evitar colocar 0s
animais em pastagens logo no inicio das primeiras chuvas (RIET et al., 2007) apds um longo
periodo de estiagem; realizar analise bromatoldgica ou mesmo o teste de difenilamina nas
plantas antes do fornecimento para consumo; analisar a &gua fornecida aos animais e controlar
0s materiais organicos (estercos de aves e suinos) bem como ureia e outros compostos
nitrogenados utilizados na adubagao das terras das pastagens (JONCK et al., 2013).

Os bovinos podem receber alimentos com até 8 % de nitrato de potassio, desde que sejam
fornecidos de forma gradual até que haja adaptacdo dos microrganismos ruminais
(RADOSTITIS et al., 2000).
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3. RELATO DE CASO

O surto ocorreu em novembro de 2017, em uma propriedade com aproximadamente 3 ha,
localizada na zona urbana do municipio de Sao José de Piranhas, sertdo da Paraiba.
Os dados epidemiologicos, clinicos e patologicos foram coletados pela equipe do Laboratorio
de Patologia Animal do Hospital Veterinario do IFPB, Campus Sousa, durante a visita ao local.
A propriedade possuia um rebanho de 15 bovinos, criados em regime semiextensivo,
alimentando-se de vegetacdo nativa (caatinga) e pastagens de Brachiaria sp. e Pennisetum
purpureum, divididas em trés piquetes, onde dois deles apresentavam depressdes que
acumulavam agua residuaria de esgoto doméstico, usada para irrigagdo das mesmas (Figura 1,
A e B). Conforme pode ser observado nas figuras, a quantidade capim Brachiaria sp. era maior
em todos os lotes.

e TR N

Figura 1. A e B Lotes de capim P. Purpureum e Brachiaria sp., presentes em areas baixas onde escoavam &gua residuaria de
esgoto doméstico com matéria organica.

Dos 15 bovinos, quatro adoeceram (uma vaca recém-parida, duas novinhas e um touro) e
morreram, entre 30 a 90 min apos a ingestdo das pastagens. Os sinais clinicos foram relatados
pelo proprietério e caracterizaram-se por andar cambaleante, salivacdo acentuada, dificuldade
respiratoria, seguidos de decubito lateral, timpanismo e morte. Apds a morte dos primeiros dois
animais (bovinos 1 e 2) foi solicitada a visita de um médico veterinario que teve como suspeita
clinica botulismo. Diante do quadro, 0 mesmo recomendou a vacina¢do do rebanho para
clostridioses, entretanto, outros dois animais morreram quatro dias ap0s a vacinagao.

Apbs contato do proprietario, a equipe do IFPB realizou necropsias nesses dois ultimos

bovinos (bovinos 3 e 4) que estavam mortos no momento da visita. Macroscopicamente foi
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observado sangue com coloragdo marrom escuro e ndo coagulavel (figura 2A) e pulmdes

(Figura 2B) e encéfalo com tons amarronzados.

Figura 2. Bovino 3. A. Ao rebater da pele observa-se sangue marrom-escuro e ndo coagulvel. B.
amarronzados.

e O )

Pulmdes em tons

Fragmentos de 6rgédos da cavidade toréacica, abdominal e sistema nervoso central, foram
coletados, fixados em formol a 10 % e processados de acordo com métodos convencionais e
corados pela hematoxilina e eosina (PROPHET et al., 1992).

Microscopicamente ndo foram observadas lesdes histopatoldgicas significativas.

Amostras das pastagens (Brachiaria sp. e Pennisetum purpureum) foram coletadas dos
trés lotes e submetidas a prova de difenilamina para determinar a presenca de nitratos e nitritos.

O teste de difenilamina foi realizado conforme descreve Medeiros (2003). Para a
realizacdo do teste em pastagens foram preparadas duas solucgdes: uma solugéo (A) com 0,5 g
de difenilamina em 2 ml de agua destilada, agregando-se &cido sulfirico em quantidade
suficiente para 100 ml; e uma segunda solucédo (B), de acido sulfurico a 80 %. As duas solucdes
foram mantidas separadas em vidro de cor escura. Pequenos pedacos do caule das pastagens
foram colocados separadamente em placas de Petri. Em cada placa havia uma pequena amostra
da pastagem colhida e uma amostra controle (capim ndo coletado na fazenda do surto). Sobre
as amostras foram adicionadas gotas das solucGes A e B. A prova foi considerada positiva
quando, apds 2-3 min, observou-se uma colora¢do azul nas bordas dos pedagos da planta.
Apenas as amostras dos dois lotes que escoavam agua residudria de esgotos com grande
quantidade de matéria organica, apresentaram resultado positivo para nitrato, pela observacao
de halo de coloracéo azul, entre 2 e 3 min (Figura 3). Conforme observado na figura 3 A, o halo

azul foi formado com maior intensidade no capim P. purpureum.
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plll o B B i .
Figura 3. Teste de difenilamina positivo - observa-se formagdo de halo azul redor de amostras de capim P. purpureum (A) e
Brachiaria sp. (B), respectivamente, apds adicionar gotas do reagente. O mesmo ndo foi observado em amostras controle.
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4. DISCUSSAO

O diagnostico de intoxicagdo por nitrato e nitrito foi realizado com base nos dados
epidemioldgicos, caracteristicas clinicas, patologicas e confirmados pelo teste de difenilamina
nas pastagens. Adicionalmente, tem sido descrito como método de diagnostico da intoxicacéo
do animal in vivo, a determinagdo de teores de nitrato no sangue, contetudo ruminal, e menos
frequentemente humor aquoso e urina (RADOSTITIS et al., 2000). Entretanto, como nédo havia
bovinos apresentando sintomatologia clinica no momento da visita, esses testes ndo foram
realizados.

Nas pastagens, além do teste difenilamina, pode ser obtido o teor de nitrato a partir de
exame bromatologico. Em estudo realizado por Jonck (2013), foi observado que pastagens que
apresentaram teores de nitrato variando entre 0,30 % e 3,36 %, todas foram positivas no teste
difenilamina. Teores de nitrato nas plantas acima de 1,5 % (RADOSTITIS et al., 2000) e 0,5 %
a4,0 % (ROSENBERGER, 1975), podem produzir intoxicagdo em bovinos. Portanto, esse teste
pode se tornar um grande aliado para indicar a presenca de nitrato nas pastagens, antes que estas
sejam utilizadas para a alimentacédo de bovinos.

Os sinais clinicos descritos nos bovinos desse relato, foram semelhantes aos observados
por outros autores na intoxicacdo espontanea (RADOSTITIS et al., 2000; MEDEIROS et al.,
2003; RIET et al., 2008; JONCK, 2010; TOKARNIA et al., 2012; JONCK et al., 2013;
SIMOES, 2016; MOTA et al., 2017; BOSAK et al., 2017 e experimental (JONCK, 2010;
JONCK, 2013). Acredita-se que os sinais clinicos estdo relacionados a hipoxia ou até andxia
devido a ma distribuicdo do oxigénio aos tecidos, resultante da formacao de meta-hemoglobina.
Uma vez acumulado no Rumen o nitrito é absorvido pelos capilares ruminais chegando a
corrente sanguinea. O nitrito oxida a molécula heme que ¢é oxidado do estado ferroso (Fe?*)
para o estado férrico (Fe**). A forma oxidada da hemoglobina é chamada de meta-hemoglobina,
que ndo carreia oxigénio. O nitrito tem ainda funcdo vasodilatadora, contribuindo para a hipdxia
em decorréncia da insuficiéncia circulatoria periférica, porém, tem pouca importancia na
formagéo dos sinais clinicos (RADOSTITIS et al., 2000).

No sangue de bovinos em condig¢des normais tem-se 1 — 2 % de meta-hemoglobina, com
tolerancia de 15 — 40 %. Com valores acima de 40 %, 0 mesmo aparece escuro, e com valores
de 50 — 60 % comecam a expressar sinais de falta de oxigénio e os casos fatais ocorrem com
80 % de meta-hemoglobina (ROSENBERGER, 1975).
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Acredita-se que, neste trabalho, o fator que contribuiu para o acumulo de nitrato nas
pastagens foram a irrigacdo das mesmas com &gua residuéria de esgoto doméstico, rico em
matéria organica em decomposicdo. Dados semelhantes foram observados também na regido
semiarida da Paraiba em bovinos alimentados com P. purpureum irrigados com &agua de
residuos sanitarios do municipio, sem tratamento e com galerias abertas em meio a plantacdo
(SIMOES et al.,2016). De acordo com Radostitis (2000), 0 esgoto domiciliar e sem tratamento
é fator ambiental de risco para intoxicagdo por nitratos e nitritos.

Chama a atencdo que o0s 15 bovinos do rebanho eram alimentados com as mesmas
pastagens, mas apenas 4 desenvolveram a intoxicagéo, entretanto, um deles era um touro e outro
uma novilha recém-parida, ambos tendem a consumir mais alimentos, o que provavelmente
favoreceu a intoxicacdo. Um outro fator que deve ser considerado, € que 0s bovinos intoxicados
podem ter consumido maior quantidade de capim P. purpureum gue no teste de difenilamina
apresentaram formacao de halo azul mais intensa.

Al-qudah (2009) relata que muitos pecuaristas tém utilizado aguas residuais sem
tratamento para irrigacdo, o que pode transformar a forragem de boa qualidade em
extremamente toxica. Segundo o mesmo autor, em paises que possuem regides de escassez de
agua, normalmente a irrigacdo com A&guas residuais € utilizada muitas vezes sem o
monitoramento necessario. Esse fato pode ser frequente na regido semiarida do Nordeste e
desperta a necessidade de orientagdes dos produtores quanto a riscos de utilizacdo das pastagens
nessas condicdes, bem como chama a atencdo para as necessidades de saneamento basico.
Adicionalmente, a intoxicacdo na regido Nordeste também pode ser associada ao consumo de
pastagens logo no inicio das primeiras chuvas apds um longo periodo de estiagem (MEDEIROS
et al., 2003).

Devido ao quadro hiperagudo da intoxicacao por nitratos e nitritos torna-se necessario
realizar o diagnostico diferencial dessa intoxicacdo com botulismo e intoxicagdes por plantas
cianogénicas, também frequentes na regido semiarida da Paraiba. A suspeita do veterinario de
botulismo, nesse caso, sem realizacdo de medidas investigativas, sugere que essa intoxicacao
pode estar sendo negligenciada e chama a atencéao para realizagdo de diagndstico definitivo que

pode ser feito através de necropsia e coleta de material para exames laboratoriais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se, que o risco de ocorréncia de intoxicagdes por nitratos e nitritos no Sertdo da
Paraiba é frequente, tendo em vista o periodo longo de estiagem, levando os criadores a fazer
uso da irrigacdo nas pastagens com aguas residuais sem tratamento e a fornecer as gramineas
que brotam logo apds as primeiras chuvas. Portanto, & necessario um trabalho de
conscientizagdo desses criadores para se evitar um aumento nos casos de intoxicagdo por
nitrato/nitrito. Além disso, a divulgacdo no conhecimento dessa enfermidade deve também
atingir os profissionais da veterinaria, uma vez que a maioria deles, ao se depararem com 0s
sinais relatados, sem nenhuma analise mais profunda, utilizam como diagnéstico presuntivo,

suspeitas de doengas como botulismo, raiva ou mesmo mordida de cobras.
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