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taneous and experimental poisoning by nitrate/nitrite in cattle fed Avena sativa
(oat) and/or Lolium spp. (ryegrass).] Intoxicacdo espontanea e experimental por nitra-
to/nitrito em bovinos alimentados com Avena sativa (aveia) e/ou Lolium spp. (azevém).
Pesquisa Veterindria Brasileira 33(9):1062-1070. Departamento de Medicina Veterinaria,
Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, SC
88520-000, Brazil. E-mail: a2ag@cav.udesc.br

Epidemiological data, clinical and pathological findings of the spontaneous andexpe-
rimental poisoning by nitrate and nitrite in cattle fed oats (Avena sativa) and/or ryegrass
(Lolium spp.), diphenylamine test, and the nitrate content in the samples of the pasture
where the outbreaks occurred, are described. The disease occurs in different regions of the
State of Santa Catarina, in which pastures have exuberant growth, after receiving excessive
amounts of chemical and/or organic fertilizer, mainly when raining occurs after a period
of dry wheather. The animals grazing these pastures quickly develop brown mucosa, ta-
chypnea, staggering gait, frequent urination, bloating, lateral recumbency and death in few
minutes or hours. At necropsy of four animals that died spontaneously, the main lesions
found were brown mucosa, dark color of the blood (chocolate), intense red color of the
skeletal muscles and of the left part of the myocardium. The experimental reproduction of
the disease was performed in seven cattle, with pastures from four farms where the disease
occurred. The animals were fed with fresh oats and ryegrass and/or hay of it. Four animals
died, two became ill and recovered, and one was treated with 2Zmg/kg per body weight of
methylene blue 1%, and one cattle did not show changes. Clinical signs and lesions of the
diseased animals that died were similar to natural cases. Microscopic changes were not ob-
served in spontaneous and experimental poisoning. The diphenylamine test was positive in
all the farms where the outbreaks occurred. The chemical analysis performed on samples
of the pastures from several farms, in which outbreaks of the disease occurred, ranged from
0.30to 3.36% of nitrate in the dry matter. The disease is associated with the ingestion of
oats and/or ryegrass pastures heavily fertilized, which accumulates high levels of nitrate
after a period of rain and is characterized by rapid breathing, dark-colored blood, brown
mucous and rapid death.

INDEX TERMS: Nitrate/nitrite, methemoglobinaemia, oat, Avena sativa, ryegrass, Lolium spp., di-
phenylamine test.

!Recebido em 26 de margo de 2013.
Aceito para publicagdo em 20 de junho de 2013.
Dissertagdo de Mestrado do primeiro autor, defendida na Universida-
de do Estado de Santa Catarina (UDESC), Lages, SC 88520-000, Brasil.

% Laboratoério de Patologia Animal, Departamento de Medicina Veterina-
ria, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, UDESC, Av. Luiz de Camoes 2090,
Bairro Conta Dinheiro, Lages, SC 88520-000, Brasil. *Autor para corres-
pondéncia: a2ag@cav.udesc.br

1062

3 Hospital Escola Veterinario, Fundagdo Universidade Regional de Blu-
menau (FURB), Rua Samuel Morse 768, Bairro Fortaleza Alta, Blumenau,
SC 89058-010, Brasil.

* Hospital Veterinario-Laboratério de Patologia Veterindria, Av. Ale-
xandre Ferronato 1200, Bairro Distrito Industrial, Sinop, MT 8550-000,
Brasil.

5 Médico Veterinario autdbnomo, Rua Rodolfo Rofner 44, Treze Tilias, SC
9650-000, Brasil.



Intoxicagdo espontdnea e experimental por nitrato/nitrito em bovinos alimentados com Avena sativa e/ou Lolium spp. 1063

RESUMO.- Descrevem-se os dados epidemiolégicos, sinais
clinicos e lesdes da intoxicagdo espontdnea e experimen-
tal por nitrato e nitrito em bovinos alimentados com pas-
tagens de Avena sativa (aveia) e/ou Lolium spp (azevém).
A enfermidade ocorre em diferentes regidoes do Estado de
Santa Catarina, quando as pastagens tem crescimento exu-
berante, apds receberem quantidades excessivas de adubo
quimico e/ou organico, principalmente quando ocorrem
condig¢des climaticas de seca e posteriormente chuva. Os
animais em contato com essas pastagens desenvolvem
rapidamente mucosas de coloragdo marrom, taquipnéia,
andar cambaleante, mic¢do frequente, timpanismo, dect-
bito lateral e morte em poucos minutos, ou recuperagio
algumas horas apds. Na necropsia de quatro animais que
adoeceram espontaneamente, as principais alteracdes en-
contradas foram a coloragdo marrom das mucosas, a cor
escura do sangue (cor de chocolate) e a coloracdo vermelho
intensa da musculatura esquelética e do miocardio esquer-
do. A reproducdo experimental da doenca foi realizada em
sete bovinos, com pastagens de quatro propriedades onde
ocorreu adoenga. Aveia e/ou azevém verdes e sob a forma
de feno foram administradas aos bovinos. Destes bovinos
quatro morreram, dois adoeceram e se recuperam, um na-
turalmente e outro com a aplicacdo de azul de metileno a
1%, na dose de 2mg/kg/peso vivo, e um bovino nido apre-
sentou alteragdes. Os sinais clinicos observados e as lesoes
nos animais que adoeceram e morreram foram idénticos
aos casos naturais. Alteracdes microscopicas ndo foram
observadas nos casos naturais e experimentais. O teste
da difenilamina nas amostras de pastagens onde ocorre-
ram os surtos resultou positivo em todas as propriedades.
A analise bromatolégica realizada em amostras coletadas
de varias propriedades em que ocorreram surtos revelou
de 0,30 a 3,36% de nitrato na matéria seca. A enfermidade
caracterizou-se principalmente por respiracdo ofegante,
sangue de coloragdo escura, mucosas de coloragdo marrom
e morte rapida dos bovinos e esta relacionada a ingestao de
pastagens de aveia e/ou azevém super adubados, que acu-
mularam alto teor de nitrato, apds um periodo de chuvas
precedido de seca.

TERMOS DE INDEXACAO: Nitrato/nitrito, methemoglobina, aveia,
Avena sativa, azevém, Lolium spp., teste da difenilamina.

INTRODUCAO

A utilizagdo de pastagens cultivadas tem aumentado sig-
nificativamente nos ultimos anos em Santa Catarina, par-
ticularmente no Oeste, no Planalto Serrano e no Alto Vale
do Itajai, o que tem contribuido para o aparecimento de
enfermidades anteriormente ndo observadas. Essas pasta-
gens na maioria das vezes sdo constituidas por Avena sa-
tiva (aveia) e/ou Lolium spp. (azevém). Nessas condicoes,
mortes de bovinos sdo freqlientes. A mortalidade de bovi-
nos que pastoreiam sobre gramineas cultivadas em solos
super adubados é conhecida em outros paises (Newsom et
al. 1937, Bradley et al. 1939, O’Hara & Fraser 1975, Rosen-
berger 1975, Carrigan & Gardner 1982, Riet-Alvariza 1993,
McKenzie et al. 2004) e estas mortes geralmente estio rela-
cionadas a plantas com alto teor de nitrato/nitrito.

Os nitratos sdo absorvidos do solo pelas raizes das plan-

tas e incorporados normalmente aos tecidos como amino-
acidos, proteinas e outros compostos nitrogenados. O local
primario para conversido do nitrato nesses produtos sio
as folhas verdes em crescimento (Ozmen 2003). Nitratos e
nitritos podem estar presentes em altas concentra¢des em
alguns alimentos, particularmente em gramineas forragei-
ras no inicio do estagio vegetativo, fertilizadas com grandes
quantidades de nitrogénio (Wright & Davison 1964; Rados-
tits et al. 2002; Kozloski 2009).

No trato digestivo dos ruminantes, os nitratos sao re-
duzidos a nitritos pelos microorganismos ruminais para a
sintese de proteina microbiana e posteriormente a amonia
para ser eliminada e utilizada para o metabolismo das bac-
térias e protozodrios ruminais (Kozloski 2009). Dependen-
do de uma série de fatores, sobretudo da quantidade de ni-
tratos ingeridos, da flora do rumem ou da dieta do animal,
o processo de reducdo de nitratos a amoénia é inadequado,
ocorre o acumulo de nitrito (Wang et al. 1961, Allison 1978,
Kozloski 2009). Uma vez acumulado no rumem, o nitrito é
absorvido pelos capilares ruminais e chega a corrente san-
guinea. 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 me-
temoglobina, que por sua vez ndo carreia oxigénio (0,), o
que resulta nos sinais clinicos caracteristicos de hipdxia e
andxia tecidual (Rosenberger 1975, Radostits et al. 2002).

No Brasil ha relato de intoxicagdo por nitrato/nitrito
no sertdo da Paraiba com a ingestdo de capim-mandante
(Echinochloa polystachya) e capim-elefante (Pennisetum
purpureum) (Medeiros et al. 2003).

Este trabalho teve por objetivo avaliar os aspectos epi-
demioldgicos, clinicos e lesionais de bovinos que adoece-
ram e morreram espontaneamente em pastagens de aveia
(Avena sativa) e/ou azevém (Lolium spp.), de reproduzir
experimentalmente a enfermidade e de avaliar as concen-
tragdes de nitrato nas pastagens.

MATERIAL E METODOS

0 trabalho foi dividido e desenvolvido em quatro etapas: acompa-
nhamento da doenga espontanea, a sua reproducdo experimental,
a realizacdo do teste da difenilamina e da andlise de nitrato nas
pastagens.

Doenca espontanea. A doenca espontanea consistiu da cole-
ta de histéricos e de dados epidemioldgicos, e da realizagdo de ne-
cropsias de bovinos que morreram da doenca. Os histéricos foram
obtidos de médicos veterinarios e produtores dos municipios de
Rio do Sul, Pouso Redondo, Seara, Faxinal dos Guedes, Chapecb,
Concérdia, Agua Doce, Treze Tilias, Otacilio Costa, Petrolandia e
Lages, SC. Paralelamente, foram visitadas 12 propriedades rurais,
seis no municipio de Seara, duas em Faxinal dos Guedes, uma em
Petrolandia, uma em Rio do Sul, uma em Pouso Redondo e uma
em Lages. As visitas foram feitas durante os meses de junho a
outubro, que correspondem ao periodo vegetativo da aveia e do
azevém, época em que foram realizadas o teste da difenilamina e
a coleta de amostras de pastagem para posterior analise bromato-
l6gica. Adicionalmente foram coletadas amostras de agua que os
animais consumiam dos reservatoérios da Propriedade 2 em Pou-
so Redondo e da Propriedade 6 em Seara.

¢ Projeto de pesquisa aprovado no comité de ética de experimentagio
animal (CETEA) da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/
UDESC, Protocolo 1.08.07).
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Quadro 1. Delineamento experimental em rela¢do aos
bovinos utilizados, pastagens, sua origem, quantidade
e periodo de ingestio

N2 Raga Sexo Peso Tipo de pastagem/pro- Total de planta inge-

bow. (kg) priedade da coletada rida (kg)/periodo de
ingestdo (dias)

131 Jersey Macho 75 Azevém verde/prop.2 96,8/10 dias

136 HPB Macho 110  Aveiaverde/prop.1 90/5 dias

137 Jersey Macho 105 Feno de azevém/prop.2 8.24/6 dias

138 HPB Fémea 272 Feno de azevém/prop.2  4.64/10 horas

130 HPB Macho 120 Feno de azevém/prop.2 4,4/ 3 dias

140 Mestico Macho 108 Feno de aveia/prop.7 1,4/9 horas

141 Mestico Macho 109  Aveia verde/prop.3 68,85/3 dias

Reproducio experimental.® Foram coletadas amostras de
aveia e azevém de quatro propriedades que tiveram casos de into-
xicagdo e fornecidas a sete bovinos nas dependéncias do Labora-
tério de Patologia Animal no Centro de Ciéncias Agroveterinarias
da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC), na
forma verde e na forma de feno. Na forma verde as amostras ap6s
coletadas eram conservadas em camara fria e para obtengdo de
feno as amostras foram secadas a sombra. A pastagem era forne-
cida in natura no cocho ad libitum. Os experimentos realizados
estdo delineados no Quadro 1.

Os animais experimentais eram mantidos em baias individu-
ais de alvenaria, com agua ad libitum, e avaliados clinicamente
varias vezes ao dia ap0s o inicio da ingestdo das pastagens e ob-
servados até a morte ou recuperagdo. Foram avaliadas alteracdes
de comportamento, de coloragdo de mucosas, dos movimentos
respiratérios, cardiacos e ruminais, o aspecto das fezes e da fre-
qliéncia de micgoes.

Os animais que morreram, foram necropsiados; foram cole-
tados fragmentos de todas as visceras que foram fixadas em for-
malina a 10%. As amostras foram processadas rotineiramente e
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) (Prophet et al.
1992) para observagdo em microscdpio ético.

Em um bovino (Bov. 140) experimental foi aplicado azul de
metileno a 1%, na dose de 2mg por kg, por via endovenosa, quan-
do este manifestou os sinais clinicos da doenca.

Teste da difenilamina. Em propriedades onde ocorreu a en-
fermidade e onde ndo houve histdricos da doenca, e que foram
visitadas, realizou-se o teste da difenilamina. Este consiste na ob-
tencdo de trés gotas de extrato vegetal das folhas verdes de aveia
ou azevém obtidas por pressdo manual, expostas sobre laminas
de vidro, e sobre estas adicionada uma gota do reagente. A reagdo
foi considerada positiva, quando apareceu em menos de 10 se-
gundos colora¢do azul intensa.

A solucdo de difenilamina utilizada nos testes era composta
de 0,5g de difenilamina, 20ml de dgua destilada e acido sulfurico
concentrado em quantidade para completar 100ml (Radostits et
al. 2002).

Anadlise de nitrato nas pastagens e na agua. As amostras
de pastagens foram coletadas em propriedades onde ocorreu a
enfermidade e em propriedades com histérico da ocorréncia de
sinais clinicos compativeis com a doenga. Foram colhidas amos-
tras de diferentes areas dos piquetes onde ocorreram surtos. Es-
tas foram secadas a sombra e armazenadas em sacos plasticos.

As amostras foram analisadas no Laboratério de Quimica e
Fertilidade do Solo do CAV-UDESC usando o método de destilagdo
a vapor (Tedesco et al. 1995). O procedimento utiliza a extracdo
por cloreto de potassio (KCl) 1Molar (M) e titulagdo com acido
sulfarico (H,S0,) a 0,0025M, determinando em ppm ou mg/kg e
percentual de amonio + nitrito + nitrato mineral (N-NO,).

Na determinagdo do nitrato por destilacdo, o valor encontra-
do é referente a concentracdo de nitrogénio (N) que faz parte do
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nitrato (N-NO,). Para converter para nitrato (NO,), multiplica-se
este valor por 4,43. O peso molecular do nitrato é 62 e do nitro-
génio é 14. Para cada 14ppm de nitrogénio ha 62ppm de nitrato.
Para cada 1ppm de N temos 4,43 de nitrato.

Adicionalmente, foram coletadas amostras dos reservatorios
de 4gua, de duas propriedades (Propriedade 2 em Pouso Redon-
do e na Propriedade 6, em Seara) aos quais os animais tinham
acesso e que continham grande quantidade de matéria organica.
As amostras foram processadas pela ENOPS Engenharia Ltda, res-
ponsavel pelas analises de 4gua da Secretaria Municipal de Aguas
e Abastecimento de Lages, SC (SEMASA).

RESULTADOS

Doenca espontanea

De acordo com levantamento efetuado a partir de in-
formacoes registradas no Setor de Patologia Animal (CAV/
UDESC), dois surtos de intoxicagdo por nitrato/nitrito em
bovinos foram diagnosticados no municipio de Rio do Sul e
Pouso Redondo, SC, nos meses de junho a agosto de 2006.
Na Propriedade 1 (Rio do Sul), a pastagem era constitui-
da por aveia (Avena sativa) e azevém (Lolium spp.). De um
total de 78 vacas adoeceram 12 animais (15,38%); dessas
10 morreram (12,82%), dos quais dois foram necropsia-
dos. Na Propriedade 2 (Pouso Redondo), de 75 bovinos
mantidos em pastagem constituida somente por azevém,
19 adoeceram (25,33%), oito morreram (10,66%) e um foi
necropsiado. Em ambas as propriedades, as pastagens fo-
ram previamente adubadas com ureia na proporg¢ao de 150
kg por hectare. A enfermidade comegou uma semana apds
a ocorréncia de chuva, precedida de um periodo seco. Nas
duas propriedades o reservatério de 4gua consumida pelos
animais continha grande quantidade de matéria organica.

De acordo com informacdes obtidas, a enfermidade
ocorreu entre 15 e 20 minutos apds a ingestdo de agua e
caracterizou-se por mucosas de coloragdo marrom, taquip-
néia, andar cambaleante, mic¢do frequente, timpanismo,
decubito lateral e morte em poucos minutos, ou recupe-
racdo algumas horas apoés. Adicionalmente duas vacas que
apresentaram esses sinais e ndo morreram, abortaram
no dia seguinte. Nenhum animal clinicamente doente foi
acompanhado por veterinario.

Nos trés bovinos necropsiados, os principais achados de
necropsia consistiram de sangue escuro (Fig.1A), ndo coa-
gulavel, e em contato com superficies, as manchava como
se fossem pinceladas. Os musculos cardiaco e esqueléticos
tinham coloragdo vermelho intenso (Fig.1B), e 6rgaos cla-
ros, como pulmao e SNC apresentavam-se levemente mar-
rom (Fig.1C e 1D). Microscopicamente, nenhuma alteragio
foi observada.

Posteriormente a realizacdo do diagnéstico de intoxica-
¢do por nitrato/nitrito, 14 bovinos, trés da Propriedade 1
e onze da Propriedade 2, que manifestaram os sinais cli-
nicos da doenga, foram tratados com 4mg/kg de azul de
metileno na concentragdo de 1%, por via intravenosa, pelo
proprietario. Todos se recuperaram, em média, apos trinta
minutos.

Na Propriedade 1, o quadro clinico cessou ap6s os ani-
mais terem sido transferidos para um piquete que nao ha-
via sido adubado com ureia. Os sinais clinicos de metemo-
globinemia continuaram na Propriedade 2, mesmo ap6s a
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Fig.1. Intoxicacdo espontdnea por nitrato/nitrito em bovinos, Propriedade 2. (A). Sangue escuro (cor de chocolate). (B) Musculatura
esquelética vermelha intensa. (C,D) Pulmd&es e SNC com tonalidade marrom.

ingestao do rebrote do azevém que havia sido rocado. A en-
fermidade s6 desapareceu apés deslocamento dos animais
para outra drea com pastagem ndo cultivada.

A avaliagdo bromatoldgica de quatro amostras de aveia
e azevém coletadas nas duas propriedades revelaram teo-
res de nitrato que variaram de 2,33 a 3,36%. A dosagem de
nitrato nas amostras de dgua coletadas do reservatorio da
Propriedade 2, realizada no intervalo de uma semana, re-
velou a concentragao de 6,6ppm e 7,2ppm de nitrato (NO,),
na primeira e segunda coleta, respectivamente.

Nos anos subsequentes de 2007, 2008 e 2009 uma en-
fermidade de bovinos com sinais clinicos compativeis com
intoxicagdo por nitrato/nitrito foi observada em varios
municipios do estado, principalmente em Seara, Faxinal
dos Guedes, Chapecd, Concoérdia, Agua Doce, Treze Tilias,
Otacilio Costa, Petrolandia e Lages. Informacgdes obtidas
de veterinarios e produtores caracterizaram a enfermida-
de como uma doenca de aparecimento rapido, que ocorria
em vacas produtoras de leite. Na maioria dos casos as vacas
eram encontradas mortas poucas horas apoés a introducdo
dos animais em areas constituidas por aveia e/ou azevém.
Alguns produtores relataram que ao recolher as vacas, al-
gumas manifestavam respiracao ofegante que se agravava
rapidamente, urinavam com frequéncia, a conjuntiva tinha
coloragdo marrom e a morte ocorria entre 15 a 20 minutos.
Alguns veterinarios que observaram animais clinicamen-

te doentes, confirmaram as informagdes de produtores e
acrescentaram que os animais tinham o sangue de colora-
¢do escura, também visivel a necropsia, durante a qual se
percebia um odor forte.

As pastagens eram constituidas por aveia e algumas por
azevém, ou consorciadas (aveia + azevém), e tinham cres-
cimento exuberante. Tinham sido adubadas com matéria
organica, principalmente com esterco de suinos (em sete
propriedades), de aves (em uma propriedade), e com uréia
(duas propriedades). Os detalhes sobre as informagdes de
produtores obtidas durante a visita as propriedades onde
ocorreram surtos da enfermidade constam no Quadro 2.

A avaliacdo bromatolégica das amostras das pastagens
revelaram teores de nitrato que oscilaram de 3003,54 ppm
a 7911,98 ppm por quilo de matéria seca (Quadro 2). A
concentracdo de nitrato na agua coletada no municipio de
Seara (Propriedade 6) foi de 8,5ppm. Os testes de difeni-
lamina realizados com amostras de folhas verdes de pas-
tagens onde ocorreram surtos da enfermidade, resultaram
todos positivos (Quadro 2) (Fig.2). Amostras coletadas de
propriedades sem a enfermidade tiveram resultado nega-
tivo.

Reproducio experimental.

Dos sete bovinos utilizados para experimentacdo, qua-
tro morreram (Bov.136, 137, 138 e 139), dois se recupe-
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Quadro 2. Identificagdo das propriedades visitadas e municipios em que ocorreram os surtos, tipo de
pastagem utilizada, total de bovinos, niimero de bovinos doentes e bovinos mortos por propriedade,
adubacio utilizada, teores de nitrato em ppm e em percentagem nas amostras de pastagens obtidos pela
destilacdo a vapor, e resultados do teste da difenilamina nas pastagens, por propriedade

Propr. Pastagem Total de animais/n® Tipo de abubagdo mg/kg ou ppm % Teste da dife-
doentes/n® mortos (NO,)) (NO,) nilamina

Rio do Sul

1  Aveia + Azevém 78/12/10 Adubacdo quimica (NPK) + Ureia 33616,00 3,36 Nao realizado
Pouso Redondo

2 Azevém 75/19/8 Adubacdo quimica (NPK) + Ureia 23340,00 2,33 Néo realizado
Seara

3 Aveia 21/1/1 Esterco de suinos 4775,54 0,4784 Positivo

3*  Aveia 21/1/1 Esterco de suinos 4394,56 0,4385 Positivo

4 Aveia e azevém 12/4/1 Esterco de suinos 5409,03 0,5405 Positivo

5 Aveia 18/2/1 Esterco de suinos + Nitrato de aménio 5732,43 0,5715 Positivo

6  Aveia 23/2/1 Esterco de suinos 7911,98 0,793 Positivo

7  Aveia 20/1/1 Esterco de suinos 7911,98 0,793 Positivo

7*  Aveia 20/1/1 Esterco de suinos 4288,24 0,443 Nao realizado

8  Aveia 16/1/1 Esterco de aves 5218,54 0,5227 Positivo
Faxinal dos Guedes

9 Aveia 26/2/2 Esterco de suinos 3003,54 0,3012 Positivo

10 Aveia 23/8/8 Esterco de suinos 5001,47 0,5006 Positivo
Petrolandia

11  Azevém 45/8/8 Adubacdo quimica (NPK***) + uréia  Nao realizado Nao realizado Positivo
Lages

12 Aveia 45/2/2 Adubagio quimica (NPK) +uréia Naorealizado N&o realizado Na&o realizado

13  Aveia 25/5/0 Esterco de aves 4088,89 0,4076 Positivo
Campo Belo

14  Aveia 15/1/0 Adubagdo quimica (NPK) +uréia 4545,18 0,4563 Positivo

*Amostras com as quais foram realizadas experimentos. **A doenca ocorreu com sinais clinicos leves, sem morte. *** NPK = Adubos
comerciais trazem a sigla NPK; possuem concentragdes variaveis de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K).

e h % i

Fig.Z“. Teste da difenilamina. Réagéo posifiva.

raram (Bov. 131 e 140) e um ndo adoeceu (Bov. 141). Dos
quatro animais que morreram, trés (Bov. 136, 137 e 139)
morreram durante a noite e ndo foram observadas altera-
¢oes clinicas prévias. Um bovino (n? 138), apresentou de
forma rapida, cansago, mucosas marrons, taquipnéia, ta-
quicardia, incoordenagdo, dectiibito com dificuldade de se
levantar e morte 20 minutos apds o inicio dos sinais. Na
necropsia, todos os animais em experimentacdo apresen-
tavam as mucosas marrons (Fig.3A), o sangue de coloragao
escura, pulmdes e o SNC tinham tonalidade marrom. Dois
bovinos (n? 137 e 138) apresentaram a musculatura esque-
lética e o miocardio esquerdo de coloracdo vermelho inten- : % .
so. O Bovino 139, apresentou a mucosa do abomaso aver- & : \ j\ \d\i ‘3/ P
melhada (Fig.3B). Em todos os animais experimentais que Fig.3. Intoxicacdo experimental por nitrato/nitrito em bovinos.
morreram, ndo foram observados lesdes microscépicas. (A) Mucosa ocular marrom (Bovino 136). (B) Abomaso com
0 bovino n° 140, que recebeu feno de aveia, administra- mucosa avermelhada (Bovino 139).

R
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Quadro 3. Numero do bovino, peso, tipo de pastagem e nimero da propriedade, quantidade de planta ingerida e
tempo de ingestao, principais sinais clinicos e evolugio, na intoxicacido experimental por nitrato/nitrito

Bovino Peso Tipo de pastagem/n? Total planta ingerida (kg)/ Principais sinais clinicos Evolugao
n? (kg) da propriedade periodo de ingestdo (dias)
131 75 Azevém verde/2 96,8/10 dias Mucosas levemente marrom, lacri- Recuperagao
mejamento, diarréia

136 110 Aveia verde/1 90/5 dias N&o observados Morte

137 105 Feno de azevém/2 8,24/6 dias N&o observados Morte

138 272 Feno de azevém/2 4,64/10 horas Mucosas marrom, taquipnéia, taqui- Morte
cardia, incoordenacdo, dectibito

130 120 Feno de azevém/2 4,4/ 3 dias Néao observados Morte

140 108 Feno de aveia/7 1,4/9 horas Mucosas marrom, taquipnéia, taqui- Recuperagdo 10 minutos apés tra-
cardia, incoordenacio, dectibito tamento com azul de metileno

141 109 Aveia verde/3 68,85/3 dias Nao apresentou sinais clinicos -

do por via oral durante 9 horas, proveniente da Proprieda-
de 7 (Seara), apresentou os sinais clinicos aproximadamen-
te 20 minutos apds o fim da administracdo, e foi tratado
com azul de metileno a 1%, na dose de 2 mg/kg, por via
endovenosa. 10 minutos apés a aplicacdo apresentava-se
alerta. Decorridos mais 20 minutos, levantou normalmente
e assim permaneceu até o dia seguinte, quando voltou a se
alimentar.

0 Bovino141 recebeu por trés dias, aveia verde prove-
niente de uma propriedade do municipio de Seara, onde
uma vaca havia adoecido com sinais clinicos compativeis
com intoxicagdo por nitrato e teve melhora rapida apés tra-
tamento com azul de metileno. Nenhuma alteragao clinica
foi observada no Bovino 141.

Os resultados experimentais estdo delineados no Qua-
dro 3.

DISCUSSAO

Neste estudo foram caracterizados a epidemiologia, os si-
nais clinicos e as lesdes da intoxicagao por nitrato/nitrito
em bovinos alimentados com aveia (Avena sativa) e /ou aze-
vém (Lolium spp.). Em situa¢des semelhantes essa enfer-
midade foi diagnosticada no estado da Paraiba em bovinos
alimentados com capim elefante (Pennisetunn purpureum)
e capim mandante (Echinochloa polystachya) (Medeiros et
al. 2003).

0 quadro clinico obtido no estudo experimental e ob-
servado na doenca espontanea foi idéntico aos descritos
na literatura (Thorp Jr 1937, Bradley et al. 1939, O’'Hara &
Fraser 1975, Egyed & Shlosberg 1980, Van Dijk et al. 1983,
Boermans 1990, Tokarnia et al. 2000, Radostits et al. 2002,
Medeiros et al. 2003, Ozmen 2003, McKenzie et al. 2004,
McKenzie et al. 2009). Da mesma forma, as altera¢des ma-
croscépicas encontradas em bovinos que morreram pelas
intoxicacdes espontanea e experimental foram semelhan-
tes as encontradas por outros autores (Newsom et al. 1937,
Thorp Jr 1937, Egyed & Shlosberg 1980, Carrigan & Gard-
ner 1982, Boermans 1990, Brown et al. 1990, Valli 1992,
Yeruham et al. 1997, Radostits et al. 2002, Medeiros et al.
2003, Ozmen 2003, Mckenzie et al. 2004). No entanto, so-
mente Thorp Jr (1937) descreve coloragdo vermelho inten-
so dos musculos cardiacos e esqueléticos (cor de cereja) e
Davidson et al. (1941), descrevem coloragao vermelho in-
tenso da musculatura esquelética.

O principal pigmento da musculatura é a mioglobina.

Em presenca de nitrito e outros subprodutos de reacdo
deste composto, os pigmentos da musculatura podem so-
frer numerosas altera¢des que dependem de fatores intrin-
secos (pH, potencial de éxido-reducdo, atividade enzima-
tica) e extrinsecos (aditivos, acidificagdo e aquecimento).
Como o nitrito é um agente oxidante da mioglobina, prova-
velmente a reagao inicial consiste na conversao da mioglo-
bina e oximioglobina em metamioglobina. O 6xido nitrico
pode combinar-se com a metamioglobina originando a ni-
trosometamioglobina, que pode reduzir-se ao nitrosomio-
globina que da a coloragdo vermelha mais intensa da mus-
culatura (Roga 2000). Os bovinos que morreram através de
experimentacdo e que morreram pela doenga espontanea,
todos apresentaram coloracdo vermelha intensa do mio-
cardio esquerdo e da musculatura esquelética. Dessa for-
ma, é provavel que todos esses animais morreram em de-
corréncia da a¢ao do nitrito oriundo da transformacdo do
nitrato em nitrito e ndo pelo efeito direto do nitrato, apesar
de que um bovino (Bov. 139) tinha coloragao vermelho in-
tenso da mucosa do abomaso. Essa alteragio é atribuida ao
efeito do nitrato (Radostits et al. 2002).

Tokarnia et al. (2000) descrevem que a carcaca recém-
-aberta exala um cheiro forte de gases nitrosos. Nos ani-
mais necropsiados durante o presente estudo, o odor forte
das carcagas sempre estava presente, o que esta de acordo
com informacdes de veterindrios que realizaram necrop-
sias de bovinos que morreram por essa enfermidade.

Ao exame histologico de amostras de visceras dos bo-
vinos que morreram pela intoxicacdo espontanea e experi-
mental ndo foram encontradas lesdes. A auséncia de lesdes
microscépicas também é descrita por outros autores (Car-
rigan & Gardner 1982, Van Dijk 1983, Boermans 1990, Cho-
onetal. 1990, Riet-Alvariza 1993, Cheeke 1998, Tokarnia et
al. 2000, Radostits et al. 2002, Medeiros et al. 2003, Ozmen
2003, Mckenzie et al. 2004, McKenzie et al. 2009).

O tratamento com azul de metileno a 1% é descrito
como o antidoto especifico para a intoxicacdo por nitrito
(Van Dijk et al. 1983, Boermans 1990, Yeruham et al. 1997,
Radostits et al. 2002). O azul de metileno combina-se com
a enzima metemoglobina redutase e tem acdo de carrear
elétrons para o substrato metemoglobina, que por redu-
¢do converte a metemoglobina em hemoglobina (Van Dijk
et al. 1983). Os bovinos intoxicados espontaneamente que
receberam azul de metileno a 1%, na dose de 4mg/kg de
peso vivo por via intravenoso (PV/IV) e o bovino submeti-
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do a experimentacdo que recebeu azul de metileno a 1% na
dose de 2mg/kg PV/IV apresentaram melhora, em poucos
minutos apos a aplicagdo; levantaram-se e mostraram ape-
tite. Dependendo da quantidade de nitrato e conseqtiente-
mente nitrito convertido no rimen e a formacdo de mete-
moglobina pode-se aumentar essa dose até 20mg/kg PV,
porém elevadas doses de azul de metileno podem causar
metemoglobinemia (Radostits et al. 2002).

0 aborto é registrado com freqiiéncia, como seqiiela em
surtos de intoxicacdo; é possivel que episoédios de anoxia
grave possam causar danos ao feto (Radostits et al. 2002).
Yeruham et al. (1997) descrevem que vacas prenhas que
adoeceram e ndo morreram, abortaram apés o sexto dia da
ocorréncia do surto. Informagdes obtidas dos produtores
referem-se a casos de aborto em vacas que pastoreavam
em pastagem onde ocorreram casos de intoxicacdo por ni-
trato/nitrito.

No estado de Santa Catarina, a intoxica¢do por nitrato/
nitrito pode ser considerada como doenca emergente. A
enfermidade foi diagnosticada pela primeira vez em 2006
e a ocorréncia anual de novos surtos aumentou gradativa-
mente. A doenca ocorre em diferentes regides do Estado
sempre que ha adubagio quimica e/ou organica excessiva.
A maior parte dos surtos se concentrou na regiao oeste, e se
caracterizou por uso de matéria organica, geralmente es-
terco de suinos e ou de aves e ainda por excessiva adubacio
nitrogenada.

As propriedades de Santa Catarina, em sua maioria,
sdo pequenas areas, com pecudria e agricultura, onde ha
a necessidade do maximo aproveitamento das areas dis-
poniveis. As propriedades nao sdo mantidas somente para
producdo de leite, mas ha integracdo de suinos e/ou, de
aves, o que proporciona quantidades elevadas de esterco,
o qual é utilizado em excesso sobre as pastagens, a fim de
maior aproveitamento das areas disponiveis para pastejo.
0 uso excessivo de matéria organica contribui para o acu-
mulo de nitrato em algumas plantas. Além desta pratica, as
freqiientes estiagens que acometem a Regido Oeste, con-
tribuem significativamente para a ocorréncia de surtos de
intoxica¢do por nitrato/nitrito. O uso excessivo de matéria
organica e a escassez de chuvas sdo fatores fundamentais
para o acimulo de nitrato em algumas plantas (Rosenber-
ger 1975, Riet-Alvariza 1993, Cheeke 1998, Radostits et al.
2002).

Segundo Ozmen (2003), durante a seca ha baixa dispo-
nibilidade de 4gua no solo comprometendo a absor¢ao de
nutrientes pelas plantas. Apds a chuva o crescimento das
plantas é acelerado e estas incorporam grande quantidade
de nitrato que ndo é transformado em aminoacidos, prote-
inas e outros compostos nitrogenados. Nessas situa¢des ha
maior acimulo de nitrato nas plantas que, se ingeridas pe-
los animais, pode causar alteragdes clinicas e morte. O’'Hara
& Fraser (1975), relatam que as intoxica¢des por nitrato/
nitrito podem ocorrer principalmente em perfodos com
dias chuvosos, com poucas horas de sol e baixas tempera-
turas. Essas alteracdes climdaticas ocorreram no estado de
Santa Catarina durante o inverno e primavera dos anos de
2008 e 2009, o que pode ter contribuido para um maior nd-
mero de casos de intoxicacdo por nitrato/nitrito nesse pe-
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riodo. Em 2010, a ocorréncia de mortes por intoxicacdo por
nitrato/nitrito foi menor que nos ultimos quatro anos. Isto
pode ser explicado pela ndo ocorréncia de periodo seco du-
rante o inverno e a primavera. Também pode ter contribu-
ido para este fato, o baixo desenvolvimento das pastagens
de inverno, que por motivos ndo conhecidos, foi verificado
em todo o estado.

Os demais surtos verificados nas regides do Alto Vale
do Itajai e do Planalto Serrano estao relacionados ao uso de
adubacgao quimica excessiva. Essa afirmacdo esta respalda-
da em observacdes de outros autores que também citam o
uso excessivo de adubo quimico rico em nitrogénio como
causa de acumulo de nitrato em plantas, entre elas a aveia
e o0 azevém (Newsom et al. 1937, Bradley et al. 1939, Che-
eke 1998, Radostits et al. 2002, Villar et al. 2003, Kozloski
2009).

A dgua também pode conter teores elevados de nitrato,
quando esta possuir elevados teores de matéria organica
(Rosenberger 1975, Radostits et al. 2002), ou quando con-
taminada por fertilizantes (Rosenberger 1975, Yeruham
et al. 1997, Cheeke 1998, Radostits et al. 2002, Villar et al.
2003). Em duas propriedades, uma no municipio de Rio do
Sul (Propriedade 1) e outra em Seara (Propriedade 6), foi
verificado que a agua consumida pelos bovinos continha
matéria organica e os niveis de nitrato foram de 7,2ppm e
8,5ppm respectivamente. E possivel que bovinos que ingi-
ram alimentos que contenham valores significativos de ni-
trato, mesmo ndo suficientes para produzir a doenca, mas
se ao mesmo tempo beberem dgua também com concentra-
¢des de nitrato, que a soma desse elemento pode resultar
em intoxicagao.

Em bovinos, o nitrato ingerido é convertido em nitrito
(Wang et al. 1961, Kozloski 2009). O nitrito é responsavel
pela transformacgao da hemoglobina em metemoglobina e o
pico de metemoglobinemia ocorre, ao redor de cinco horas
apos a ingestdo do nitrato (Boermans 1990, Ozmen 2003).
0 tempo de apresentacdo da doenga até a morte varia con-
forme a quantidade de nitrato ingerida e a quantidade de
metemoglobina formada. Com valores de 50-60% de mete-
moglobina comegam a ser observados sinais de falta de oxi-
génio nos bovinos, e os casos fatais ocorrem com 80% de
metemoglobina (Rosenberger 1975). Na maioria das pro-
priedades onde a enfermidade ocorreu, os animais eram
soltos nas pastagens pela manha e quando recolhidos 4 tar-
de, encontravam-se animais mortos, ou, alguns apresenta-
vam cansaco, respiracdo ofegante, conjuntiva marrom, uri-
navam com freqiiéncia e morriam entre 15 a 30 minutos.

Os animais acometidos eram as melhores vacas, produ-
toras de leite, ou novilhas com fome. Isto pode ser expli-
cado que nessas circunstancias os animais ingerem maior
volume de pasto e conseqiientemente maior quantidade de
nitrato. O fornecimento de outros alimentos, como silagem
e ragdes antes de colocar os animais em pastagens de risco,
pode evitar a ocorréncia da enfermidade. Segundo Rados-
tits et al. (2002), dietas ricas em carboidratos diminuem o
risco de intoxicacdo e animais adaptados gradualmente po-
dem ingerir dietas com até 8% de nitrato de potassio na MS.

Os testes da difenilamina realizados nas pastagens onde
ocorreram surtos, foram positivos, obtendo-se colora¢do
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azul forte em menos de 10 segundos. Esse mesmo teste
realizado em pastagens sem o historico da enfermidade,
resultou negativo ou, apenas em reagdes levemente azul.
Isso pode ser confirmado pelos resultados do teor de ni-
trato de amostras de pastagens obtidas através de exame
bromatolégico, onde amostras com valores menores, de
3003,54ppm ou 0,3% de nitrato na matéria seca (MS) ti-
veram reacdo positiva para o teste de difenilamina. O’'Hara
& Fraser (1975), encontraram amostras positivas em pas-
tagens com niveis de nitrato de 0,5% na MS. Dessa forma o
teste da difenilamina pode se tornar um grande aliado para
indicar o nivel de nitrato nas pastagens, antes que estas se-
jam utilizadas na alimentagdo de bovinos.

Teores de nitrato de potassio nas plantas acima de 1,5%
(Radostits et al. 2002) ou de 0,5 a 4,0% de nitrato (Rosen-
berger 1975), podem produzir intoxicacdo em bovinos. As
analises das amostras do presente estudo, pela técnica de
destilagdo, revelaram teores de nitrato que variaram de
0,30 a 3,36%. Essa concentracdo indica que em todas as
propriedades onde ocorreram os surtos as pastagens eram
potencialmente toxicas.

Amostras coletadas de duas propriedades da Regido
Serrana, que tiveram historicos de bovinos com manifes-
tacdo de timpanismo quando colocados em pastagem de
aveia, tiveram concentragdes 0,4563 e 0,4076% de nitrato
na MS. Este fato sugere que essas concentragdes de nitrato
estariam no limite da quantidade necessaria para causar
intoxicagcdo em bovinos. Esses valores sao semelhantes aos
descritos por Rosenberger (1975) que indica que as con-
centra¢cdes minimas de nitrato na matéria seca das plantas
suficiente para causar intoxicacdo estao entre 0,5 e 4,0%.

O diagnostico da intoxicagdo por nitrato/nitrito pode
ser efetuado através da epidemiologia, sinais clinicos, le-
sdes encontradas na necropsia, teste de difenilamina na
pastagem e analise da concentracdo de nitrato nas pasta-
gens. As alteracoes de necropsia sao sugestivas, desde que
feita logo apods a morte do animal, uma vez que algumas
horas apés a morte do animal a metemoglobina retorna a
hemoglobina, desaparecendo a coloracdo escura do san-
gue, da carcaca e musculatura (Newsom et al. 1936, Cawley
et al. 1977, Boermans 1990, Brown et al. 1990, Valli 1992,
Tokarnia et al. 2000). Esses fatores dificultam a formagao
do diagnéstico, principalmente se a necropsia nao for reali-
zada rapidamente apds a morte.
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