UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS DA INTOXICACAO POR ARSENIO
ORGANICO EM BOVINOS

MAIARA ALINE GONCALVES

PORTO ALEGRE
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS DA INTOXICACAO POR ARSENIO
ORGANICO EM BOVINOS

MAIARA ALINE GONCALVES

Dissertacdo  apresentada  como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias
Veterinarias na &rea de concentracao
em Medicina Veterinaria Preventiva
e Patologia Animal, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

Orientador: David Driemeier

PORTO ALEGRE
2015



CIP - Catalogagao na Publicagéao

Gongalves, Maiara Aline

Aspectos clinicopatoldgicos da intoxicagdo por
arsénio organico em bovinos / Maiara Aline Gongalves. -
- 2015.

68 f.

Orientador: David Driemeier.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria,
Programa de P&s-Graduag¢do em Ciéncias Veterinarias,
Porto Rlegre, BR-RS, 2015.

1. Organcarsénio. 2. Intoxicag¢do por herbicida. 3.
Necrose wvascular. 4. Toxicidade. 5. Bovino. I.
Driemeier, David, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




MAIARA ALINE GONCALVES

ASPECTOS CLINICOPATOLAC')GICOS DA INTOXICACAO POR ARSENIO
ORGANICO EM BOVINOS

Aprovada em 15 de dezembro de 2015.

APROVADO POR:

Prof. Dr. David Driemeier

Orientador e Presidente da Comissao

Prof. Dr. Claudio Severo Lombardo de Barros (Professor Visitante na Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Bolsista FUNDECT/CAPES)
Membro da Comissao

Prof. Dr. Bruno Leite dos Anjos (Unipampa, Uruguaiana - RS)
Membro da Comisséo

Prof. Dr2. Luciana Sonne (UFRGS, Porto Alegre - RS)

Membro da Comissao



AGRADECIMENTOS

A0 meu Senhor e meu Deus, sem 0 qual meus passos nédo teriam sido 0s mesmos,
que me conduz e cuida dos meus, em todo o tempo. Agradeco como o salmista que
disse “Grandes coisas fez o Senhor por nds, pelas quais estamos alegres (SI, 126:3)”.

Agradeco a minha familia que suporta a saudade nesse periodo de jornada
académica. Aos meus pais, Vera e Paulo, meus avés Enedi, Laurinda, Valdemar e
Leonilda, meu irmd& Matheus Gabriel e minha cunhada Raquel, obrigada pela
compreensdo e carinho.

Ao meu noivo, amigo e em breve esposo, Roney dos Santos Ramos, que
acompanhou minha trajetéria do inicio ao fim nesses Ultimos sete anos, pelo seu
incentivo, seu exemplo e sua admiracé&o.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul e ao Setor de Patologia Veterinaria,
que abre portas para as demais instituicdes, contribuindo de forma expressiva para o
ensino e pesquisa em patologia veterinaria no Brasil, gerando conhecimento aliado a
extensdo, pratica de substancial importancia aos discentes da area.

Ao prof. David Driemeier por seus ricos ensinamentos e exemplo de carater
profissional e pessoal. Por sua confianca e seu incentivo neste periodo. Também aos
professores Luciana Sonne e Saulo Pavarini. Do mesmo modo, estendo o0s
agradecimentos ao prof. Bruno Leite dos Anjos que inquestionavelmente influenciou
minha trajetoria na area de patologia veterinaria até aqui.

Aos colegas que tive o agradavel prazer de conhecer e conviver, a Vé e a Marcia,
minhas companheiras imbativeis de plantdo; Raquel, Dani, Luiz, Fabi, Welden,
Paulinha, Marina, Cintia, Claudio, Carol, e a todos os demais que de alguma forma
deixaram sua parcela de contribuigdo em minha vida profissional e pessoal.

Ao0s meus amigos e irméos do grupo “Dinamicos da Fé”, especialmente Marlei e
Valter, que me acolheram de forma incomparavel ao longo desses dois anos, e passaram
a ser parte da minha nova familia em Porto Alegre. Obrigado por seus ensinamentos de
valor na obra do Senhor Jesus, que permanecerdo comigo no restante da jornada. Assim
como, aos demais membros dessa familia abencoada...a tia Ana, a Cris, a d. Conceicéo
(carinhosamente “Neusa”) e a Jaque, por me receberem de forma t&o alegre e fraternal

em suas casas, por seu carinho, sua atencao e por me integrarem em suas familias.



RESUMO

ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS DA INTOXICACAO POR ARSENIO
ORGANICO EM BOVINOS

O arsénio é um metaloide encontrado nas formas organica e inorganica em estado de
oxidagdo trivalente ou pentavalente. Na medicina veterinaria a intoxicagéo por arsénio
foi associada, no passado, ao contato acidental com pesticidas e ao uso indevido de
medicamentos a base de arsénio inorganico. Atualmente a intoxicagcdo em bovinos tem
sido relatada devido a exposicdo prolongada a ambientes contaminados. No Brasil,
devido a proibicdo do uso de arsénio inorganico na formulacdo de pesticidas, herbicidas
a base de metanoarseniato acido monossodico (MSMA), um arsenical organico
pentavalente, considerado menos téxico, tém sido utilizados em plantas infestantes em
pos-emergéncia em culturas de algodao, café, cana-de-aclcar e citros. Em maio de
2014, em uma fazenda no municipio de Barra do Ribeiro, RS, foi realizada aplicacdo
via aérea de um herbicida formulado com MSMA. Cerca de 200 vacas de corte e
terneiros estavam sobre o local e apresentaram diarreia acentuada e severa desidratacéo
apos ingerir 0 pasto contaminado. Dezesseis animais morreram em até 20 dias, sendo
seis submetidos ao exame de necropsia. As principais alteraces macroscopicas
consistiram de avermelhamento difuso da mucosa dos pré-estbmagos, abomaso, e
intestino, multiplas Glceras e desprendimento multifocal da mucosa de pré-estdmagos
com acentuado edema de submucosa e hemorragia multifocal nas serosas.
Microscopicamente, as principais alteracGes foram caracterizadas por necrose isquémica
multifocal associada & necrose fibrinoide de vasos e trombose na mucosa e submucosa.
Com exceg¢do de um bovino, os niveis de arsénio detectados estavam acima do limite de
referéncia para a espécie, de 0,5 pg/g ou ppm. O exame anatomopatolégico dos bovinos
demonstrou que 0 MSMA promove lesdes na mucosa de pré-estbmagos por meio de
necrose fibrinoide da parede de arteriolas e capilares. Apesar de ser classificado como
pentavalente, durante sua metabolizacdo, o0 MSMA pode gerar metabdlitos
intermediarios trivalentes, que poderiam ter contribuido supostamente com as lesfes
observadas neste surto. As lesGes observadas sdo similares as alteracdes promovidas
pela forma inorgénica trivalente do arsénio em bovinos. A utilizacdo de herbicidas que
contétm MSMA deve ser cautelosa, evitando-se o contato de animais em pastagens
recém-pulverizadas.

Palavras-chave: organoarsénio, intoxicacdo por herbicida, necrose vascular,

toxicidade, bovino.



ABSTRACT

CLINICO-PATHOLOGICAL ASPECTS OF ORGANIC ARSENIC POISONING
IN CATTLE

Arsenic is a metalloid found in organic and inorganic forms in a state of trivalent or
pentavalent oxidation. In veterinary medicine arsenic poisoning has been associated in
the past to accidental contact with pesticides and misuse of medicinal products
containing inorganic arsenic. Currently subclinical poisoning in cattle has been reported
due to prolonged exposure to contaminated environments. In Brazil, due to the ban of of
inorganic arsenic in pesticide formulation, herbicides methane arsenate monosodium
acid (MSMA), an organic arsenical pentavalent, considered less toxic, has been used
against weeds in post-emergent cotton, coffee, sugarcane and citrus. In May 2014, on a
farm in the municipality of Barra do Ribeiro, Rio Grande do Sul, Brazil, air application
was made on a Tifton cultivated paddock with a MSMA formulated herbicide. About
200 beef cows and calves were on the paddock and showed severe diarrhea and severe
dehydration after consuming contaminated pasture. Sixteen animals died in 20 days, six
of which were necropsied. The main gross lesions consisted of diffuse reddening of the
mucosa of the fore stomachs, abomasum and intestines; multiple ulcers and multifocal
detachment of the mucosa with severe edema of submucosa and multifocal hemorrhage
in the serous membranes. Microscopically the main changes were characterized by
multifocal ischemic necrosis associated with fibrinoid necrosis of vessels and
thrombosis in the mucosa and submucosa. Except in one bovine, the levels of organic
arsenic detected were above the reference level for the species (0,5 pg/g or ppm). The
pathology found in the affected cattle showed that MSMA causes injuries in the
mucosal pre-stomachs through fibrinoid necrosis the walls of arterioles and capillaries.
Although it is classified as pentavalent, during their metabolism the MSMA can
generate trivalent intermediate metabolites, supposedly responsible for the injuries
observed in this outbreak. The lesions found in the outbreak of this repot are similar to
those caused in cattle by inorganic trivalent form of arsenic. Herbicides containing
MSMA must be used with caution, avoiding the contact of the animals with freshly
sprayed pasture.

Keywords: Organoarsenic, herbicide poisoning, vascular necrosis, toxicity, bovine.
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1. INTRODUCAO

O arsénio (As) é um metaloide ou semimetal encontrado nas formas organica e inorgénica
em estado de oxidacdo trivalente ou pentavalente. Estd classificado em primeira posicéo,
seguido do chumbo e mercurio, no ranking da Priority List of Hazardous Substances (lista
prioritaria de substancias perigosas) da Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
um 6rgdo federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA (ATSDR, 2007).
A intoxicacao por esse elemento é descrita com maior frequéncia em humanos cronicamente
expostos a alguma fonte que contenha arsénio, geralmente de forma laboral ou por ingestdo de
altos niveis de arsénio na agua. A toxicose esta relacionada com a manifestacdo clinica de
lesbes cutaneas, decorrentes de um disturbio vascular periférico que culmina em gangrena das
extremidades, sendo por isso conhecida como blackfoot disease ou “doenga do pé preto” (YU
et al. 2002).

Na medicina veterinaria a intoxicacdo por arsénio foi descrita com maior frequéncia até a
década de 1990, devido a ampla utilizacdo de compostos carrapaticidas, praguicidas e
herbicidas a base de arsénio inorganico, (DOBEREINER et al., 1967; SELBY et al., 1977;
HOFF et al., 1998; OSWEILER, 1998). Atualmente, em alguns paises com altos niveis de
arsénio inorganico na agua e no solo, a intoxicacdo subclinica em bovinos tem sido associada
a exposicdo em longo prazo e pode resultar em perda significativa de indices zootécnicos e,
principalmente, acumular-se no organismo de animais, e potencialmente, no leite e produtos
derivados (HUEZA et al., 2008; BERA et al., 2010; DATTA et al., 2010).

Surtos espontaneos ou casos isolados da doenca ja foram descritos em bovinos, cées, gatos
e, com menor frequéncia, em suinos, equinos e ovinos (SELBY et al., 1977; RICE et al.,
1980; PACE et al., 1997; MONIES et al., 1999; FAIRES et al., 2004; DANTAS et al., 2012;
ASHRAFIHELAN et al., 2013; BERTIN et al., 2013).

A intoxicacgdo por arsénio em bovinos foi frequentemente relacionada & forma inorganica
trivalente do metaloide, ainda hoje associada a apresentacdo subclinica da doenga. O curso
clinico e geralmente agudo, devido a ingestdo de altas doses do agente, com morte entre 3 a 4
horas apos o inicio dos sinais clinicos. Observa-se diarreia, por vezes sanguinolenta,
desidratagéo, dor abdominal, parada dos movimentos ruminais e depressdo (RIET-CORREA
et al., 2007).
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Na necropsia 0s bovinos intoxicados por arsénio inorganico apresentam Ulceras e erosoes
multifocais na mucosa dos pré-estbmagos, no abomaso e intestino, associadas a congestéo,
hemorragias e proeminente edema de submucosa em casos agudos e subagudos (OSWEILER,
1998; RIET-CORREA et al., 2007). Microscopicamente, ha variavel comprometimento da
vasculatura gastrointestinal, além de infiltrado inflamatério na mucosa e nefrose
(VALENTINE et al., 2007; BERTIN et al., 2013).

Neste estudo sdo descritos os aspectos clinicos, patologicos e patogénese, observados em

um surto de intoxicagdo por arsénio organico em bovinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 IntoxicacOes por metais pesados e pesticidas em animais de producao

Os metais pesados sdo elementos quimicos eletropositivos, sélidos, brilhantes e bons
condutores de calor e eletricidade. Quimicamente estdo situados a direita e ao centro da tabela
periddica e sdo classificados como organicos e inorganicos dependendo dos arranjos formados
com outros elementos quimicos (HUEZA et al. 2008). Como espécies elementares, em geral
ndo sdo biodegradaveis. Esse fator associado & bioacumulagdo contribui para uma grande
preocupacao em relacdo aos metais como agentes toxicos (RAIKWAR et al., 2008; LIU et al.,
2012). Alguns metais como o chumbo, mercurio e arsénio, representam um problema pratico
relacionado a gestdo ambiental, devido a sua presenca em dejetos industriais, descartados no
meio ambiente sem tratamento especifico (HUEZA et al., 2008). Atividades de mineracéo,
fundicdo e agricultura, tém contribuido para contaminacdo em alguns paises como Japdo,
Indonésia, China e india (RAIKWAR et al., 2008; DATTA et al., 2010).

A intoxicacdo por metais pode produzir quadros agudos, desenvolvidos rapidamente pela
exposicao a uma Unica dose elevada, ou crénicos e subclinicos por exposicdo a doses baixas
por tempo prolongado (BENITE et al., 2007). Os animais sdo expostos mediante ingestdo de
alimento ou a4gua contaminada, produtos farmacéuticos, acesso acidental a campo pulverizado
com pesticidas, calagem, suplementos minerais com alto teor de vestigios metalicos,
mastigacdo de objetos ou lambedura de superficies que contém metais, como € o caso do
chumbo (RAIKWAR et al., 2008). Alguns metais toxicos também podem ser encontrados na
confeccdo de baterias secas e automotivas, antifungicos e inseticidas, cloro e soda e
conservantes de madeira (HUEZA et al., 2008).

Na medicina veterinéria, a intoxicagdo por metais pesados foi comumente relatada no
passado, devido a exposicdo frequente de animais domésticos a pesticidas, produtos
farmacéuticos ou aditivos alimentares a base de componentes metalicos (ATSDR, 2007
HUEZA et al., 2008; CANTONI, 2010). Atualmente muitos compostos quimicos e produtos
farmacéuticos a base de metais estdo proibidos para utilizagdo ou possuem uso restrito devido
sua toxicidade potencial e, em sua grande maioria, foram substituidos por principios ativos
mais seguros (HUEZA et al., 2008). Apesar disso, existem regies do mundo com altos

indices de contaminacdo ambiental por metais pesados, 0 que propicia a exposi¢do crénica de
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bovinos a baixas doses desses elementos, gerando risco de contaminacdo para a populagédo
consumidora de produtos de origem animal, que podem conter altos niveis de metais (LOPEZ
ALONSO et al., 2000; CAl et al., 2009; DATTA et al., 2010).

A bioacumulacdo também tem sido considerada um sério problema na fauna aquaética,
principalmente em peixes marinhos em regides com descarga de poluentes quimicos e
também espécies de agua doce, proximas a areas de agricultura (VINODHINI &
NARAYANAN, 2008; SANCHES FILHO et al., 2013; MARENGONI et al., 2013). A fim de
evitar, ou minimizar os riscos, o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes, do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), a Instrugdo Normativa n° 42,
de 20 de dezembro de 1999, determina a colheita e submissdo de amostras de tecidos e
subprodutos aos laboratorios oficiais pela inspecao federal, para o monitoramento de residuos
de metais pesados. A andlise desses residuos tem como objetivo controlar o nivel de
elementos metélicos nos produtos e subprodutos destinados ao consumo humano e obter

informacdes sobre os niveis médios regionais (BRASIL, 1999).

No Brasil, alguns estudos demonstraram a importancia da investigacao de niveis toxicos de
chumbo em ruminantes e equinos que permanecem em &reas circunvizinhas a industrias
metaliferas, como féabricas produtoras de baterias automotivas (MARCAL et al., 2003;
PERES, 2009). O cobre, entre os metais essenciais, € um dos principais elementos
responsaveis por toxicose em bovinos, ovinos e bubalinos. Devido sua capacidade de
acumular-se no organismo (MENDEZ & RIET-CORREA, 2007; MINERVINO et al., 2009).

Atualmente alguns metais téxicos, como o arsénio organico, chumbo (derivados
organicos), zinco, merclrio e estanho sdo constituintes de herbicidas e preservantes de
madeira (FLORIAN, 2013). Nos anos 50 e 60, os chamados “defensivos agricolas” passaram
a ser amplamente utilizados, com introducdo do diclorodifeniltricloroetano (DDT), um
inseticida a base de cloro, que era compulsoriamente incluido junto a adubos e fertilizantes em
financiamentos agricolas. Foi a denominada “revolugdo verde”, em que fertilizantes,
juntamente com e maquinas agricolas, marcaram a impactante chegada da tecnologia a
producdo agricola. A partir da década de 1970, estudos revelaram que residuos clorados
persistiam ao longo da cadeia alimentar contaminando até mesmo o leite materno, fazendo
com que substancias a base de cloro, inclusive o DDT fossem retiradas do mercado. Para
substituir o DDT foram introduzidos no Brasil inseticidas fosforados, a partir dos anos 70,

especialmente no sul, em monoculturas de soja, trigo e arroz, como solugdo de curto prazo
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para tratamento de pragas e doencas. O Brasil é considerado hoje um dos maiores
consumidores de agrotoxicos e existem aproximadamente 1.000 principios ativos
comercializados em mais de 8.000 formulagdes. Atualmente o maior consumidor € o estado
de S&o Paulo onde se destaca o cultivo da cana-de-agucar (LUCCHESI, 2005; ARMAS,
2007).

O risco de intoxicacdo por essas substancias geralmente estd relacionado ao uso
indiscriminado, que pode acarretar grandes prejuizos na pecuaria, pois geralmente os quadros
ocorrem na forma de surtos com perdas significativas nos rebanhos. A intoxicacdo ocorre, na
grande maioria das vezes, por contaminacdo da agua, alimentos, pastagens e utilizacdo de
concentracdes exageradas do produto (RADOSTITS et al., 2007). Além disso, ha casos em
que se aplicam os produtos sobre culturas que serdo utilizadas posteriormente, na forma de
feno, na alimentacdo animal (BARROS & DRIEMEIER, 2007).

As substancias mais importantes relacionadas a intoxicacfes em ruminantes Sao 0sS
organofosforados e carbamatos. Esses produtos sao utilizados como inseticidas em lavouras e
como antiparasitarios para animais. Intoxicacdes acidentais ocorrem durante aplicacbes em

plantacBes ou uso de antiparasitarios em concentrac@es inadequadas (BARROS et al., 2006).

As intoxicacOes por herbicidas sdo pouco frequentes ou subdiagnosticadas, uma vez que
existe, por parte dos produtores, certa restricdo a investigacdo dos surtos de intoxicacao, ja
que, na maioria das vezes, esses ocorrem devido ao uso indiscriminado do produto. Esses
produtos sdo amplamente utilizados na agricultura e ndo é incomum a atividade pecuéria
concomitante com a agricultura em pequenas e grandes propriedades, sendo assim 0 risco
eminente de contaminacdo cronica de animais também existe, sobretudo em bovinos, porém
poucos sdo 0s estudos para comprovar este fato. Fagnani et al (2011) demonstraram niveis
consideraveis de organofosforados e carbamatos no leite e alimento de vacas Holandesas em
propriedades leiteiras de uma regido de exploragdo agricola no agreste de Pernambuco. Com
isso, foi destacada a importancia de monitoramento de forrageiras e grdos fornecidos aos

animais em regides com utilizacéo de pesticidas.

Do grupo dos herbicidas, o paraquat esta entre os produtos de maior toxicidade. E um
produto de contato ndo seletivo, considerado um sal de aménia bi quaternaria, usualmente
sintetizado na forma de sal dicloridrico. E atualmente o terceiro pesticida mais vendido no
mundo (WESSELING et al. 2001). De todos os herbicidas, o paraquat é considerado o
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principal responsavel por intoxicacbes humanas graves. Em razdo da sua extrema toxicidade,
é provavel que esse herbicida também possa representar alto risco aos animais em geral, por
contato direto ou indireto (PAULINO, et al., 2008). O herbicida glifosato, empregado como
dessecante, também tem sido associado a alguns relatos de intoxicacdo em cdes (BURGAT et
al., 1998; ALBO & NEBBIA, 2003).

Juntamente com os herbicidas de amplo espectro, o clomazone tem sido amplamente
utilizado em culturas de arroz irrigado, fumo, soja e outras leguminosas. Recentemente foi
reportado um surto de intoxicacdo espontanea por esse produto em ovinos, seguido da
reproducdo experimental da doenca. Este fato ocorreu devido exposicao a deriva do herbicida
aplicado em uma plantacdo de arroz, no campo vizinho, que foi pulverizado via aérea em
condi¢cdes climaticas desfavoraveis. Os ovinos que permaneciam no campo ao lado
desenvolveram um quadro de neuropatia tdxica, reversivel ap6s remogdo dos animais do
local. Os autores alertaram para ocorréncia de exposi¢des acidentais desta maneira, ja que a
aplicacdo em lavouras de extensa area, na maioria das vezes ocorre por via aerea
(FAGUNDES et al., 2015).

Herbicidas a base de arsénio em sua forma organica tém sido empregados para plantas
infestantes em pds-emergéncia em culturas de algoddo, cana-de-acUcar e citros, como € 0 caso
do MSMA (metano arseniato acido monossédico) (BRASIL, 2015; SERODIO, 2014). A
intoxicacdo por esse composto em animais de rebanho pode ocorrer quando o produto é
aplicado no campo nativo ou em pastagem onde os animais sdo mantidos (DANTAS et al.,
2012). Apesar de ndo ter indicacdo para essa finalidade, 0 MSMA também tem sido utilizado
para o controle de algumas forrageiras (CARVALHO et al., 2005; GALON et al., 2012).

2.2 Contexto histérico

O arsénio ou arsénico (As), ja é conhecido pelo homem desde tempos remotos. Em 130
d.C., o médico grego Claudius Galeno passou a utiliza-lo como medicamento no tratamento
de alguns disturbios, como dispneias, tosses e também como parasiticida. No século XIX, a
solucéo de Fowler (arsénio a 1%) era utilizada para tratar inumeras dermatoses e tumores de
pele em humanos, e empregada como biotdnico (GONTIJO & BITTENCOURT, 2005;
HUEZA et al., 2008). Ainda hoje, o triéxido de arsénio € utilizado para tratamento de
leucemia promielocitica em humanos, aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria - ANVISA (TRISENOX ®, 2015). Até o inicio do século XX o arsénio também foi
considerado um dos principais agentes suicidas para humanos, citado em muitos tratados de
Medicina Legal (GONTIJO & BITTENCOURT, 2005).

E utilizado em todo o mundo na agricultura e silvicultura como pesticida (herbicidas,
inseticidas e produtos silvicolas), principalmente na forma de compostos inorganicos, que
foram amplamente utilizados como o trioxido de arsénio, arsenito de sodio, arseniato de
calcio, entre outros (CANTONI, 2010). Presentemente a utilizacdo de arsénio em herbicidas é
feita pela adicdo de formas organicas, consideradas menos téxicas. O arsénio organico como o
acido arsenilico, 3-nitro-4-4cido hidroxifenilarsonico e 4-acido nitrofenilarsénico também
foram utilizados como aditivos promotores de crescimento para racdo de aves e suinos
(CALVERT & SMITH , 1981).

Nos Estados Unidos, a partir de 1960, a utilizagdo de arsenicais inorganicos na agricultura
foi gradativamente reduzindo (MERWIN et al., 1994; SANOK et al., 1995). Em 1987, a EPA
(Environmental Protection Agency) emitiu uma decisdo preliminar de cancelar o registro da
maioria dos arsenicais inorganicos utilizados como pesticidas no pais. Apesar disso 0 uso do
arsénio inorganico estd permitido para formulagdo de iscas para formigas e conservantes de
madeira. Em produtos alimentares a utilizacdo foi cancelada em 1993 (ATSDR, 2007).
Atualmente, no Brasil, ndo estdo registrados para uso em insumos agricolas (BRASIL, 2015),
tdo pouco como aditivos promotores de crescimento em racdes comerciais (BRASIL, 2002).
Entretanto, compostos a base de arsénio organico, nomeadamente metano arseniato acido
monossadico (MSMA) podem ser utilizados no pais, empregados principalmente em culturas
de algoddo (BRASIL, 2015). Pequenas quantidades de arsénio elementar sdo também
adicionados a outros metais para formar ligas ou misturas de metal com propriedades
melhoradas (ATSDR, 2007).

O governo norte americano possui uma agéncia especifica para o registro de substancias
toxicas e de doencas a elas associadas (Agency for Toxic Substances and Disease Registry).
Esta agéncia publica a cada dois anos uma lista de elementos de maior risco a saide humana e
ao meio ambiente (Priority List of Hazardous Substances), onde estdo registradas 275
substancias organicas e inorganicas. Desde 1997, o arsénio é considerado o elemento mais
toxico a saude humana (ATSDR, 2007). Um dos fatores que contribuem para esse dado € a
poluicdo ambiental por arsénio, que se tornou um problema grave em alguns paises nos
ultimos anos, especialmente Bangladesh, india e China (SUN, 2004; FERREIRA, 2013). No
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oeste da India a contaminagdo de &guas subterraneas tem sido uma preocupagio crescente,
tanto para populacdo humana quanto para animais de producdo. Bera et al. (2010)
identificaram concentragdes elevadas de arsénio na urina e pelos de bovinos expostos a esses

solos, indicando uma forma de intoxicacgdo subclinica nesses animais.

No passado a maior parte da exposi¢cdo de humanos ao arsénio deu-se principalmente na
forma ocupacional, em industrias de fundicdo, mineragdo ou carvéo. E a utilizacdo do arsénio
como insumo farmacéutico foi associada a ocorréncia de arsenicismo cutdneo, mediante
aparecimento de neoplasias e outras alteracbes em pacientes que em algum momento haviam
utilizado arsénio como agente terapéutico (GONTIJO & BITTENCOURT, 2005). A ingestdo
de &gua potavel contaminada, frequentemente proveniente de fontes naturais, ou alimentos,
principalmente frutos do mar e peixes, que contenham niveis de arsénio acima do permitido,
também é considerada um importante meio de contaminacdo (LIU et al., 2012). Em animais,
as principais fontes de exposicdo estdo relacionadas a ingestdo de pastagem acidentalmente
contaminada por herbicida que contenha arsénio, ou a veiculagéo de altos niveis de arsénio em
agua de bebida e pastagem, através do solo, em regiGes ambientalmente contaminadas
(HUEZA et al., 2008).

2.3 Arsénio: caracterizagdo quimica

O arsénio (do grego arsenikon, arsen = forte; ni-kao = prevalecer, vencer), cujo simbolo
quimico é As, possui numero atbmico 33, é encontrado em trés formas alotrépicas com
coloragBes: cinza metalico (forma o — mais estavel); negro (forma B) e amarelo (forma y). E
classificado como metaloide, ou semimetal, pois possui atividades quimicas de elementos
ndo-metais e propriedades fisicas de metais. No meio ambiente, 0 metaloide arsénio néo é
destruido, mas pode sofrer mudanca em sua forma ou tornar-se ligado ou separado de
particulas. Essa mudanca pode ocorrer através da reagdo com oxigénio ou com outras
moléculas presentes no ar, 4&gua ou solo, ou ainda, pela acdo de bactérias do solo ou de
sedimento. A concentracdo normal de arsénio no solo varia amplamente, geralmente entre 1 a
40 partes do elemento para um milhdo de partes de terra (ppm), com um nivel médio de 3-4
ppm (ATRSD, 2007).

Como na maioria dos metais, pode ser encontrado na forma orgénica — menos tdxica como

0 acido arsenilico, e inorganica — mais toxica, como o triéxido de arsénio e arsenito de sodio
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(HUEZA et al., 2008). No meio ambiente, quando combinado com elementos como oxigénio,
cloro e enxofre é classificado como inorganico. Quando combinado com carbono e hidrogénio
é referido como o arsénio organico. O arsénio inorgénico ocorre naturalmente no solo e em
muitos tipos de rocha, especialmente em minerais e minérios que contém cobre ou chumbo.
Quando esses minérios sdo aquecidos em fundi¢des, a maior parte do arsénio evapora e pode
ser coletado, extraido como trioxido de arsénio (As203) (ATSDR, 2007).

Os compostos organicos e inorganicos podem estar disponiveis em diferentes estados de
oxidagdo classificadas em pentavalente e trivalente (HUGHES, 2002). Os compostos
inorganicos trivalentes mais comuns sdo o trioxido de arsénio e o arsenito de sédio, enquanto
0s inorganicos pentavalentes sdo o arsenato de sodio, o pentoxido de arsénio e o acido arsénio
(LIU et al., 2012). Compostos organicos incluem as formas pentavalentes metano arseniato
acido monossodico — MSMA e metilarseniato &cido dissodico — DSMA, que sdo aqueles
utilizados como herbicidas. Alguns arsenicais organicos pentavalentes como o 4&cido
arsenilico, arsanilato de sodio e acido 3-nitro 4-hidroxifenilarsénico também ja foram
utilizados como aditivos promotores de crescimento em racao para aves e suinos de producédo
(OSWEILER, 1998; SERODIO, 2014).

A classificacdo dos compostos arsenicais em ordem decrescente de toxicidade, segundo
ANDERSON et al. (1986) e BURGUERA et al., (1991) pode ser estabelecida da seguinte
maneira: arsina > arsenito > arseniato (arsenato) > 4cidos alquil-arsénicos > compostos de

arsdnio > arsénio elementar.

2.4 Intoxicagdo por arsénio em bovinos

Em animais, os primeiros relatos de toxicose ocorreram em 1822, quando da observacéo de
uma possivel acdo cancerigena em bovinos que pastejavam nas proximidades de algumas
fundicbes em Paris. Os animais desenvolviam neoplasias cutaneas que foram atribuidas a uma
possivel agdo toxica dos gases arsenicais que eram exalados no local (GONTHO &
BITTENCOURT, 2005).

As espécies mais susceptiveis a intoxicacdo por arsénio sdo os felinos, seguidos dos
equinos e bovinos (OSWEILER, 1998), no entanto, os surtos espontaneos de intoxicacdo por
arsénio em sdo mais frequentes em bovinos (BERTIN et al.,, 2013; BERA et al., 2010;
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DANTAS et al., 2012; DATTA et al., 2010; FAIRES et al., 2004; NEIGER et al., 2004). A
principal fonte de intoxicacdo para os animais é pela ingestdo acidental de arsénio. Em um
levantamento de 156 casos de toxicose por arsénio em bovinos realizado por BERTIN (2013),
em 32 casos de exposi¢do acidental, 34 % dos animais tiveram contato com arsénio atraves da
ingestdo de pastagem contaminada, 28% pela ingestdo de agua contaminada, e 26% por

ingestdo de residuos de pesticidas e fertilizantes.

No Brasil, sdo relatados dois surtos de intoxicacdo acidental em bovinos, ambos através da
ingestdo de pastagem contaminada com pesticidas contendo arsénio em sua formulagéo
(DOBEREINER et al. 1967; DANTAS et al. 2012). As demais fontes de risco incluem
exposicdo acidental a antigos pesticidas (p.ex., arsenato de chumbo e triéxido de arsénio) que
eram armazenados ou descartados inadequadamente; solos contaminados com arsénio e pilhas
incineradas, que com frequéncia sdo lambidos por animais que carecem de sais minerais;
aguas contaminadas em areas de minas abandonadas ou proximas a residuos industriais e
incineracdo de madeira tratada com conservantes arsenicais (OSWEILER, 1998; BERTIN et
al., 2013).

Ate a proibicdo da utilizagdo do arsénio inorganico em insumos agricolas, a maioria das
intoxicacOes em bovinos estava relacionada a essa forma de apresentagdo (DOBEREINER et
al., 1967; BARTIK & PISKA¢, 1981; OSWEILER, 1998). Os relatos de intoxicacdo por
arsénio organico em bovinos, em grande parte, eram associados a aditivos alimentares com a
presenca desse elemento (VORHIES ET AL., 1969; KEENAN ET AL., 1973), além de um
surto descrito por Neiger et al. (2014), envolvendo acetoarsenito cuprico, um tipo de arsénio
organico trivalente. Intoxicacdo associada a ingestdo acidental de MSMA (metano arseniato
acido monossédico) foi somente reportado por Dantas et al. (2012), e em uma descricao

experimental da doenca por Dickinson (1972).

O MSMA ¢ classificado com um arsénio organico pentavalente, e é autorizado pela
ANVISA para composicdo de herbicidas (Figura 1). Atualmente compde 14 tipos diferentes
de marcas comerciais. Tem indicacdo para plantas infestantes em pds-emergéncia nas culturas
de algodao, café, cana-de-aculcar e citros (BRASIL, 2015). Apesar de ndo ser indicado para
essa finalidade, também tem sido utilizado no controle de algumas forrageiras como
Brachiaria decumbens e B. brizantha (CARVALHO et al., 2005; GALON et al., 2012).
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Os quadros de intoxicacao por esse composto em bovinos ocorrem geralmente quando o
produto € aplicado no campo nativo ou pastagem em que 0s animais se encontram. Na Tabela
1, respectivamente, sdo apresentados, resumidamente, os quadros de intoxicagdo por arsénio,
descritos mundialmente em animais domésticos. De acordo com esses dados, historicamente
as intoxicagcdes por arsénio nos bovinos e demais especies estdo relacionadas a forma
inorganica e ocorrem geralmente sob a forma de surto (mais de um animal envolvido). Sdo
raros 0s experimentos de inducdo da doenca, realizados a fim de elucidar questdes

relacionadas a patogénese do elemento toxico.
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Figura 1 - Férmula estrutural do metanoarseniato &cido monossodico. Fonte: BRASIL (2015).

Em humanos a dose letal (DL 50) de arsénio é considerada entre 70 a 180 mg para arsénio
inorganico (LIU et al., 2012). Para animais domésticos esta relacionada com sua forma de
apresentacdo (organico ou inorganico, trivalente ou pentavalente) e com a espécie em questao.
Para bovinos, alguns autores descreveram a DL50 de 1 a 25 mg/kg para arsénio inorganico
trivalente e 30 a 100 mg/kg para arsénio inorganico pentavalente (OSWEILER, 1998;
BERTIN, et al., 2013). A DL50 do MSMA em bovinos foi descrita entre 80 e 100 mg/kg. No
entanto, o total de 50 a 70 mg/kg foi o suficiente para promover alteracdo clinica
(DICKINSON, 1972).



Tabela 1.

IntoxicacBes por arsenicais organicos e inorganicos em animais domésticos no periodo de 1941 a 2013.

o
Espécie Idade Sexo g?siie ]};Zicsa)l (Regido, Estado ou Forma de apresentacdo do As giglj(riszzﬁia Referéncia
Bovino A M 2 Ontario (Canada) Arsénio inorganico Acidental Davey, 1941
Suino A NI 30 Ontario (Canada) Acido arsanilico (organoarsénio) Acidental Oliver etal., 1957
Bovino >2 anos NI 95 Parana (Brasil) Arsénio inorganico Acidental Débereiner et al,, 1967
Suino ] NI 2 Michigan (EUA) Acido arsanilico (organoarsénio) Experimental Vorhies et al.,, 1969
Ovino 2 meses NI 20 Indiana (EUA) Arsenato de chumbo Experimental Benettetal, 1971
Ovino ] M 30 Arizona (EUA) Acido arsénico (organoarsénio) Acidental Nelson etal., 1971
Bovino ] NI 5 Washington (EUA) MSMA Experimental Dickinson, 1972
Bovino J/A F/M 30 Sul da Australia Tridoxido de arsénio Acidental Molennan et al., 1972
Suino s6<;11nzanas NI 97 Australia Acido arsanilico (organoarsénio) Acidental Keenan et al,, 1973
Bovino J/A F/M 10 Dakota do Sul (EUA) Arsénio inorganico Acidental Bergeland et al,, 1976
?e;;inrig()/ 0,5-6 anos NI 64/5 Missouri (EUA) Arsénio inorganico Acidental Selby et al., 1977
Bovino A NI 11 NI Arsénio inorganico Acidental Reviere et al., 1981
Bovino NI M 15 Virginia (EUA) Pentéxido de arsénio Acidental Thatcher et al.,, 1985
Equino A 5 Missouri (EUA) Arsenato e arsenito de chumbo Acidental Pace etal, 1997
Bovino NI F/M 18 Minnesota (EUA) Arsénio inorganico Acidental McClanahan, 2003
Bovino ] M 5 Ontario (Canada) Triéxido de arsénio Acidental Faires, 2004
Bovino ] M 3 Dakota do Sul (EUA) ?;:g;ﬁgs;ziéfig;i prico Acidental Neiger et al,, 2004
Bovino Snn;:ses -8 F/M 13 Oregon (EUA) Arsenato de calcio Acidental Valentine te al,, 2007
Bovino NI NI 8 West Bengal (India) Arsénio (NI) Acidental Beraetal, 2010
Bovino NI F 30 West Bengal (India) FragGes de arsenito e organoarsénio  Acidental Datta et al., 2010
Bovino A F 24 Sao Paulo (Brasil) MSMA Acidental Dantas et al., 2012
Ovino 7 anos F 1 Ghopuz (Ira) Arsénio inorganico Acidental Ashrafihelan et al., 2013
Bovino 1-18 meses F/M 156  Indiana (EUA) Arsénio inorganico Acidental Bertin et al., 2013

21
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Legendas: As: arsénio; A: adulto; J: jovem; NI: ndo informado; F:. fémea; M: macho; EUA:

Estados Unidos da América. MSMA: metanoarseniato acido monossédico.

2.5 Toxicocinética e toxicodinamica

A alta reatividade dos metais com outros grupamentos quimicos determina a
lipossolubilidade, fator que influencia a toxicocinética e consequentemente, a maior ou

menor absorcao pelo organismo, bem como, os efeitos toxicos (HUEZA et al., 2008).

A absorcao ocorre predominantemente via gastrointestinal, quando da exposicao oral,
tanto para o arsénio inorganico quanto organico. A absor¢do cutanea também pode ocorrer,
quando h& exposicdo cutdnea ou uso topico de substancia que contenha arsénio. Outras
vias, como a respiratdria, ocorrem com maior frequéncia em humanos em atividade
profissional de mineracdo, envolvendo arsenicais inorganicos (ATSDR, 2007; HUEZA et
al., 2008). Na Figura 2 estdo demonstradas as possiveis formas de apresentacdo da doenca
de acordo com o tipo de exposi¢do ao arsénio em animais e humanos, segunda a Agency

for Toxic Substances and Disease Registry.

Nota-se que as varias formas de apresentacao da doenca em humanos estdo relacionadas
a exposicdo oral, dermal e inalatoria, ao passo que em animais, a maioria das formas
clinicas restringe-se a exposicao oral ao arsénio inorganico. Algumas das alteracbes como
a genotoxicidade, alteracdes reprodutivas e neoplasias, demonstradas separadamente no

esquema, estdo relacionadas com a forma crénica da doenca (ATSDR, 2007).

Ap0s a absorgdo a distribuicdo ocorre para varios tecidos do organismo. O arsénio é
distribuido pelo organismo ligado aos eritrocitos (GRAEME & POLLACK, 1998). Em
ratos intoxicados cronicamente por arsenicais organicos o arsénio foi primariamente
encontrado em eritrocitos, em uma concentracdo cerca de 150 vezes mais alta que no
plasma (ATSDR, 2007). No entanto a concentracdo de arsénio no sangue pode ser
altamente variavel, podendo estar abaixo do limite tdxico, apesar da identificacdo de
concentragdes toxicas em outros orgéos (ATSDR, 2007).
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Figura 2 - Formas de apresentagdo da toxicose por arsénio inorganico (1) e organico (2) de acordo
com o tipo de exposicdo, em humanos (A) e animais (B). Fonte: ATSDR, 2007.

Em seres humanos intoxicados é possivel detectar arsénio em praticamente todos os
tecidos do corpo, sendo que a maioria dos tecidos apresentam niveis entre 0,05-0,15 ppm,
exceto nos cabelos e unhas que sempre apresentam niveis mais elevados, 0,65 e 0,36 ppm,
respectivamente (ATSDR, 2007). De acordo com BERTIN et al. (2013), o Centro de
Diagnostico para Saude Populacional e Animal da Michigan State University, estabelece
que os valores de referéncia para arsénio em animais sdo 0,05-0,17 ppm na urina, <50 ppb

no sangue, 0,004-0,40 ppm no figado e 0,018-0,40 ppm no rim.

H& na literatura uma ampla faixa de valores teciduais de arsénio para bovinos
intoxicados, variando amplamente de acordo com a amostra analisada, tempo de exposi¢ao
e dose ingerida (HUMPHREYS, 1988; NEIGER, 2004; BERTIN et al., 2013). A
quantidade de arsénio encontrada nos figados e rins de 21 bovinos intoxicados foi
determinada por Hatch & Funnell (1969), que encontraram valores no figado entre 2,1-38,0
ppm e, nos rins, correspondentes a 1,5-37,0 ppm. A partir disso, concluiram que em alguns
bovinos a concentracdo de arsénio foi maior no figado, em outros no rim, e ainda, que em
alguns animais com sinais clinicos semelhantes, os niveis encontrados foram extremamente

baixos.

Monies (1999) descreve que 0s niveis, ja registrados na literatura, variam entre 0,5 a

800 ppm. Entretanto, sempre que um animal sobrevive a um surto, apds alguns dias da
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exposicdo, os niveis teciduais podem ser inferiores a 10 ppm. Isto porque o arsénio é
rapidamente eliminado do organismo animal, com excrecdo quase completa dentro de
poucos dias (OSWEILER, 1998; HUEZA et al., 2008). O pelo em animais intoxicados €é
utilizado como marcador de exposicao cronica a pequenas doses do elemento (BERA et al.,
2010; DATTA et al., 2010). A Tabela 2, a seguir, apresenta a variagdo tecidual de niveis de
arsénio em bovinos intoxicados de forma aguda ou subaguda, de acordo com dados da

literatura.

Tabela 2. Variacdo de niveis teciduais de arsénio em bovinos intoxicados considerados
acima do limite de referéncia para a espécie.

Tecido ou material analisado Quantidade detectada (ppm ou ppb)

Figado 6,9-23,85 ppm (McCLANAHAN et al. 2003; DANTAS et al. 2012)

Rim 6,18-28,71ppm (VALENTINE et al. 2007; DANTAS et al. 2012)
Mdsculo esquelético *

Pelo 2,1-4,15 ppm (DOBEREINER et al., 1967)

Urina 26,8 ppm (BERTIN et al. 2013)

Sangue 1,89-667,0 ppb (DANTAS et al. 2012; BERTIN et al. 2013)
Leite 10,52 ppm (DANTAS et al. 2012)

Legenda: * sem descrigdo em bovinos intoxicados por arsénio.

A forma de metabolizacdo do arsénio envolve dois processos basicos que compreendem

reacdes de reducdo/oxidacdo que interconvertem arsénio trivalente (As"

) e pentavalente
(AsY), e reacBes de metilagdo, que convertem o As"' as formas pentavalentes é&cido
monometilarsdnico (MMAY) e 4cido dimetilarsinico (DMAY). Estes processos parecem ser
semelhantes, independentemente se a exposi¢do ao arsénio foi através de inalacdo, oral ou
outra forma. O organismo possui a capacidade de alterar a forma pentavalente para a forma
trivalente e posteriormente para formas orgéanicas metiladas, com a finalidade de gerar
compostos que sdo mais facilmente excretados na urina (ATSDR, 2007). Na Figura, 3 um
esquema do processo de metabolizacdo do arsénio, chamada de biotransformacao,

demonstra as etapas para as formas pentavalente (As") e trivalente (As™).
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Figura 3 - Etapas da biotransformacéo do arsénio na intoxicacdo em humanos. Fonte: ATSDR, 2007.

A forma pentavalente é rapidamente reduzida a forma trivalente (As™) que penetra nas

células. A enzima glutationa peroxidase parece desempenhar um papel na reducéo da As”

para As', que € necessario antes da metilacdo. Dentro das células, principalmente

hepatécitos, o As"'

é metilado, ou seja, sofre adicdo de um grupo metila para formar o
MMAY (4cido monometilarsénico) que posteriormente é reduzido novamente para a forma
trivalente MMA"' (4cido monometilarsenoso) e DMA'"' (4cido dimetilarsenoso) (ATSDR,
2007). Por fim, essas formas sdo novamente metiladas a DMAY (4cido monometilarsinico),
menos toxico e excretado mais facilmente (ATSDR, 2007; KAPP, 2005). Grande parte do
As"' formado é distribuido para os tecidos e captado pelas células (principalmente
hepatécitos) antes mesmo da metilagdo. Alguns tipos de células parecem acumular As"

mais rapidamente do que As’ (ATSDR, 2007).

O mecanismo exato da acdo do arsénio ndo é totalmente conhecido, mas vérias
hipdteses tém sido propostas (HUGHES, 2002). Ambas as formas do arsénio (trivalente e

pentavalente) promovem alteracbes em determinadas reagdes quimicas ou enzimas
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essenciais na producdo de ATP, produzindo um déficit de energia celular (LIU et al.,
2012). Entre as enzimas mais afetadas, cerca de 200, estdo aquelas responsaveis pela
producdo de energia ou na sintese e reparo do DNA (ROSSMAN & KLEIN, 2011).

Algumas macromoléculas sdo afetadas pelo arsénio trivalente, que se liga especialmente
as enzimas sulfidrilicas, tais como o piruvato desidrogenase, cuja inibicdo compromete a
formacdo da acetilcoenzima A e, consequentemente, leva a diminuicdo na producdo do
ATP no ciclo do &cido tricarboxilco (HUEZA et al. 2008). Os compostos arsenicais
trivalentes também podem ligar-se ao acido lipolico a as a-ceto oxidases. O &cido lipélico
€ um cofator enzimatico no tecido respiratorio e desempenha um papel essencial no ciclo
do &cido tricarboxilco (ATC). Tecidos que possuam necessidades elevadas de energia
oxidativa (células dividindo-se ativamente, tais como epitélio intestinal, rins, figado, pele e
pulmido) sdo mais afetados (BARTIK & PISKAZ, 1981; OSWEILER, 1998;
GWALTNEY-BRANT, 2002).

O arsénio trivalente também desencadeia uma importante alteragdo nos tecidos
atingidos, principalmente sobre o trato gastrointestinal, 0 comprometimento da integridade
capilar, que ocorre por mecanismo pouco conhecido. Um processo sugerido é que ocorra
dilatacdo capilar, seguido por transudacdo de plasma, resultando em intensa congestdo e
edema de submucosa (OSWEILER, 1998). Outras alteracGes decorrentes da acdo tdxica
podem estar relacionadas a promocéo de estresse oxidativo tecidual e liberacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), altamente tdxicas, principalmente sobre o DNA, causando
alteracdo no estado de metilacdo do DNA e instabilidade genébmica, comprometimento do
reparo do DNA e aumento da proliferacdo celular. Esse fato esta relacionado a inducéo de
neoplasias em humanos expostos cronicamente ao arsénio (HUEZA et al. 2008; LIU et al.,
2012).

O arsénio pentavalente é considerado um desacoplador da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, pois compete com o fosfato, desacoplando a reacéo para a formacéo de ADP-
arsenato. Ou seja, induz a formagdo de 1-arseno-3-fosfoglicerato, ao invés de vez de 1,3-
difosfoglicerato, que ndo pode liberar fosfato para formacdo de ATP (HUEZA et al., 2008;
BERTIN et al., 2013). Apesar disso, a forma de acdo do As’ ndo esta bem definida e uma
investigacao adicional é necessaria. Os efeitos toxicos do As’ podem realmente dever-se a
sua reducdo a As"' (HUGHES, 2002).
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A vida média dos compostos arsenicais no organismo é de poucos dias, sua excre¢do em
animais intoxicados é rapida, cerca de 24 h a 48 h (OSWEILER, 1998; ATSDR, 2007).
Quando transcorrido um periodo de tempo maior entre absorcao e excrecdo, geralmente €
detectado em lugares considerados como de eliminagdo, como unhas e pelos (BENITE et
al., 2007). A bioacumulacdo pode ocorrer em quadros cronicos, em alguns 6érgdos rins,
musculo esquelético e principalmente no figado (HATCH & FUNNELL, 1969; BARTIK
& PISKAC, 1981; HUEZA et al. 2008). Apesar de ser mais frequentemente descrita em
humanos, estudos tem demonstrado que bovinos expostos a pequenas doses do elemento
em longo prazo, apresentam niveis significativos de arsénio nos pelos, fezes, urina e leite
(BERA et al., 2010; DATTA et al., 2010). O arsénio é excretado na urina na forma
metilada, em qualquer estado de valéncia, ou seja, MMAY ou MMA"' (ATSDR, 2007;
HUEZA et al., 2008).

2.6 Formas de apresentacéo da doenca e sinais clinicos

O quadro clinico na intoxicacdo por compostos arsenicais pode desenvolver-se nas
formas aguda, mais frequentemente, subaguda ou crénica em bovinos. Os sinais clinicos de
intoxicacdo aguda sdo causados por lesdo direta da vasculatura gastrointestinal e
inflamacdo da mucosa, além de danos aos érgdos com alto requerimento de ATP. Os
bovinos apresentam diarreia, por vezes sanguinolenta, desidratacdo, dor abdominal, parada
dos movimentos ruminais e depressao, e morrem 3 a 4 horas apés inicio dos sinais clinicos
(RIET-CORREA et al., 2007a; VALENTINE et al., 2007; BERTIN et al., 2013). De
acordo com Osweiler (1998), essas alteracbes estdo relacionadas a forma trivalente
inorgénica do arsénio, e também podem ocorrer na apresentacdo subaguda da doenca. A
morte ocorre devido a choque hipovolémico e, quando altas doses sdo ingeridas, 0s
bovinos podem n&o apresentar sinais clinicos e serem encontrados mortos (HUMPHREY'S,
1988; HUEZA et al., 2008; DANTAS et al., 2012).

Na intoxicacgdo por arsénio pentavalente inorganico, a apresentacdo aguda cursa com 2 a
4 dias e podem ser observados sinais clinicos neuroldgicos como cegueira, ataxia,
incoordenacdo e opistotono, relacionados a neuropatia periférica (OSWEILER, 1998;
MAXIE & YOUSSEF, 2007).
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Em um levantamento realizado por Bertin et al. (2013), intoxicacdo aguda foi observada
em 68% dos casos, caracterizada por diarreia, ataxia, desidratacdo, estresse respiratorio,
diminuicdo na producédo de leite e aumento na salivagdo. O exame hematolégico revelou
anemia normocitica normocrémica com neutrofilia, hipoglicemia e hipocalcemia na

bioquimica sérica.

A intoxicacdo subaguda é menos frequente, mas pode ocorrer em animais que ingeriram
pequenas doses durante vérios dias (OSWEILER, 1998), ou ainda quando a exposicéo foi a
uma Unica dose e, iniciado alguns sinais clinicos, os mesmos podem se estender em torno
de dois a sete dias. Os sinais clinicos sdo similares a forma aguda e a desidratacdo nesse
caso é mais intensa. (RIET-CORREA et al.,, 2007; RADOSTITS et al.,, 2007). A
bioguimica sérica pode indicar azotemia quando hd comprometimento renal (DANTAS et
al., 2012).

Os quadros de intoxicacdo crénica ocorrem com maior frequéncia em humanos
expostos diariamente a pequenas doses de arsenicais inorganicos, em regides contaminadas
ou de forma ocupacional (GONTIJO & BITTENCOURT, 2005). As principais alteragdes
observadas, mediante exposi¢do oral em humanos séo lesdes da pele caracterizadas por
hiperpigmentacédo, hiperqueratose e hipopigmentacdo. Em Taiwan, a blackfoot disease,
uma enfermidade veno-oclusiva que promove gangrena das extremidades, se observa em
individuos cronicamente expostos ao arsénio através de gua contaminada com o metaloide
(HUGHES, 2002). Outros achados clinicopatolégicos, em humanos, incluem febre,
anorexia, hepatomegalia, arritmia cardiaca, irritacdo gastrica com formacao de vesiculas e
descamacdo, neuropatia periférica (perda sensorial no sistema nervoso periférico com uma
a duas semanas poOs exposicao a altas doses), anemia, leucopenia e desenvolvimento de
cirrose e neoplasias no figado, pele, bexiga e outros Orgdos. Essas alteracbes estéo
relacionadas com diferentes formas clinicas e classificacdo quimica do arsénio (organico,

inorganico, pentavalente ou trivalente) (ATSDR, 2007).

Em bovinos, nos quadros crénicos ha diminui¢cdo do crescimento ou perda de peso e
lesOes de pele caracterizadas por pelo seco com perda de vigor, além de dermatite crénica
com hiperemia nas fases iniciais, seguida de necrose e perda do epitélio (MAXIE &
YOUSSEF, 2007). Essa apresentacdo de dermatite crénica grave foi observada em surtos
de intoxicacdo por arsénio inorgéanico (trioxido de arsénio) utilizado em carrapaticidas, no

Brasil, até o inicio da década de 1980, quando os produtos eram utilizados em altas
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concentracdes (RIET - CORREA et al., 2007). A apresentacdo cronica da doenca esta
geralmente relacionada a ingestdo de agua e pastagem em locais que contenham altos
indices de arsénio (HUEZA et al.,, 2008; BERA et al.,, 2010). Datta et al. (2010)
demonstraram altos indices de arsénio inorganico e organico em pelos e fezes de bovinos
cronicamente expostos em regides com niveis elevados de arsénio na agua e solo. Além
disso, seus resultados indicaram significativa eliminacdo de arsénio no leite de vacas

expostas.

Com excecdo dos quadros de intoxicacdo causados por aditivos alimentares a base de
arsénio organico, a taxa de mortalidade é alta (OSWEILER,1998). O progndstico para a
intoxicacdo aguda e subaguda em bovinos intoxicados por arsénio inorganico é
desfavoravel. De 156 casos revisados por Bertin et al. (2013), 1% (N = 2) sobreviveram e
se recuperaram completamente da intoxicacdo. Na intoxicacdo crdnica o prognostico é
favoravel, no entanto, devido a caracteristica subclinica reportada, deve-se enfatizar o risco
de bioacumulacdo do arsénio, principalmente no leite e seus derivados. Além disso, 0s
autores afirmaram que esses animais seriam um potencial marcador para indicar a
contaminagdo ambiental por arsénio de determinadas regides (BERA et al., 2010; DATTA
etal., 2010).

2.7 Achados de necropsia e lesdes microscépicas

No exame de necropsia de bovinos intoxicados por arsénio inorganico, em casos agudos
e subagudos da doenca, sdo observadas predominantemente alteracGes ulcerativas e
erosivas no sistema gastrointestinal, principalmente no abomaso, além de congestdo,
hemorragia e proeminente edema de submucosas com eventual ascite (McCLANAHAN et
al., 2003; RIET-CORREA et al., 2007; BERTIN et al., 2013). O intestino pode apresentar
dilatacdo e abundante conteudo fluido. Bertin et al. (2013) descreveram que as lesdes
observadas em bovinos com toxicose aguda por arsénio assemelham-se a injuria intestinal
promovida em quadros de salmonelose. Quando ha acometimento renal observa-se
congestdo difusa da regido medular, com coloracdo vermelho-escuro. Hemorragias
petequiais também podem ser visualizadas em alguns 6rgdos, como na mucosa a bexiga
(MONIES, 1999). Perfuracdo da cavidade abdominal com prolapso do abomaso também
foi reportada em um surto de intoxicagdo por As inorganico em bovinos (DOBEREINER
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et al., 1967). Em quadros crénicos pode haver ascite, hepatomegalia e esteatose hepatica
(HUEZA et al. 2008).

A histopatologia revela grau variado de hemorragia e necrose da mucosa do abomaso e
intestinos, congestdo gastrointestinal difusa, além de nefrose, com alteracdo predominante
em tuabulos renais proximais, necrose da medula dssea, hemorragias multifocais em
serosas, bem como congestdo da polpa vermelha do baco (HUMPHREYS, 1988; NEIGER
et al., 2004; FAIRES et al., 2004; MAXIE & YUSSEF, 2007). Pace et al. (1997)
reportaram necrose associada a vasculite supurativa e hemorragia da parede de artérias,
veias e capilares do ceco e cdlon de equinos intoxicados por arsénio pentavalente
inorganico. Os autores também observaram necrose da mucosa com deposicdo superficial

de fibrina e infiltrado inflamatério de eosinofilos e de células mononucleares.

LesGes macrosclpicas e microscopicas observadas por Dantas et al. (2012), na
intoxicacao por arsénio organico (MSMA), apresentam semelhanca com as lesdes descritas
nas intoxicacdes por arsenicais inorganicos, caracterizadas como abomasite e enterite
necrotizante, além de nefrose hemorragica difusa. Alteragdes vasculares sdo pouco
mencionadas quando relacionadas a intoxicagdo por arsénio organico (OSWEILER, 1998;
RADOSTITS et al., 2007).

IntoxicacBes promovidas por aditivos organicos alimentares a base de arsénio nao
promovem alteracBes macroscopicas significativas. Microscopicamente, podem ser vistas
alteracbes em nervos periféricos caracterizadas por desmielinizacdo e proliferacdo de
células de Schwann, aléem de degeneracdo neuronal e degeneracdo Walleriana no nervo
Optico e demais nervos periféricos (MAXIE & YOUSSEF, 2007).

Na forma cronica da doenca, HUEZA et al. (2008) descrevem deplecdo da medula dssea

e degeneracdo gordurosa hepatica.

Em outras espécies animais e em humanos, 0s achados macroscopicas assemelham-se
as descritas anteriormente. Predominantemente em quadros agudos, observa-se injdria
gastrointestinal, que pode ser severa de acordo com a dose de arsénio a qual o individuo foi
exposto (LIU et al., 2012). Na forma crénica, em humanos, as alteragdes de pele s&o
caracterizadas por infarto de extremidades nos membros, que microscopicamente sdo
descritas como tromboangeite obliterante decorrente do espessamento e necrose fibrinoide

da parede nas arteriolas subcutaneas, associado a trombose com infiltracdo de células
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mononucleares, neovascularizagéo e dilatacdo dos vasos dérmicos (YU et al., 2002; LIU et
al., 2012).

2.8 Diagnostico da intoxicacgdo e diagndsticos diferenciais

O diagnostico de intoxicacdo por arsénio em bovinos deve incluir os achados
epidemioldgicos e clinicopatolédgicos, associados a deteccdo do metaloide em tecidos de
eleicdo, como o figado e o rim nos casos de intoxicacdo aguda (RADOSTITS et al., 2007;
RIET-CORREA et al., 2007; HUEZA et al., 2008).

O material de eleicdo para determinacdo de arsénio em bovinos e humanos € a urina,
rins e figado (ATSDR, 2007; BERA et al., 2010). O sangue total também pode ser
utilizado, no entanto é classificado como pouco especifico. A concentracdo de arsénio no
sangue pode ser altamente variavel, podendo estar abaixo do limiar toxico, apesar de a
identificacdo de concentracGes toxicas em outros 6rgdos como o rim e figado (BERTIN et
al., 2013). Em casos cronicos, em animais expostos a pequenas doses por periodo
prolongado, o casco e pelos sdo considerados bons indicadores da concentracdo do
elemento, por acumularem determinados niveis de arsénio a longo prazo (OSWEILER,
1998; BERA; et al., 2010).

O método mais empregado para deteccao de arsénio em tecidos e fluidos bioldgicos € a
espectrometria de absorcdo atbmica, associado a geracao de hidretos, por oferecer maior
sensibilidade e seletividade na determinacdo do metaloide (BERTIN et al., 2013). Outros
métodos incluem cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de absorcdo atdmica e a
fluorescéncia atdmica acoplada a geracéo de hidreto, entre outras. O método utilizado deve
alcancar, sucessivamente, melhores limites de deteccdo, capazes de medir pequenas
concentragdes em uma grande variedade de amostras, com sensibilidade e boa seletividade
(BARRA, 2000). Exames complementares como bioguimica sérica e hemograma podem
auxiliar na interpretagdo do quadro clinico do animal e na determinacdo de seu progndstico
(DANTAS et al., 2012).

A intoxicacdo por arsenicais em bovinos, em todas as suas apresentagdes, com excecao

da forma neurolodgica, cursa com gastroenterite geralmente severa, que clinicamente pode
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ser interpretada como episodios decorrentes de outras causas tdxicas, infecciosas ou

metabdlicas.

As alteracdes clinicas e macroscopicas no abomaso e rumem sdo similares as alteragdes
promovidas na intoxicagdo por Baccharis spp. (RIET-CORREA et al., 2007b). A acidose
latica ruminal também cursa com lesGes ulcerativas na mucosa do rimen (RADOSTITS et
al., 2007). Les0Ges intestinais, bem como a diarreia profusa sdo diagndésticos diferenciais
para quadros agudos de salmonelose, doenca da mucosas, e quando sdo afetados o célon e
0 ceco a coronavirose e coccidiose também sdo importantes diagnosticos diferenciais em
bovinos (MONIES, 1999; BROWN et al., 2007).

Outro diagndstico diferencial a ser considerado é a ruminite micética, como por Mucor,
Rhizopus e Absidia spp. Esses fungos tém a proliferacdo favorecida pelo pH &cido no
rumen, quando da ocorréncia de acidose latica ou ruminite quimica e invadem vasos da
parede ruminal, promovendo trombose e infarto (RADOSTITS et al., 2007). JENSEN et al.
(1994) sugerem que a alteracdo na microbiota ruminal, desencadeado por um fator
primario, ou até mesmo a estase do conteudo e lesdes erosivas previamente desencadeadas

também sdo considerados fatores indutores da proliferacdo e infeccdo micética.

Gastroenterite ulcerativa também pode ser visualizada na ocorréncia da febre catarral
maligna, no entanto, nesta doenca alteracdes em diversas membranas mucosas podem
ocorrer, a0 passo que, na intoxicacdo por arsénio, as lesdes concentram-se mais no trato
gastrointestinal (BROWN et al., 2007).

2.9 Controle e profilaxia

O tratamento para animais intoxicados por arsénio é baseado na terapia quelante, feita
para qualquer metal pesado. Ao entrar em contato com o0s metais, 0 quelante forma
complexos quimicos que impedem ou dificultam a capacidade do elemento toxico ligar-se
a moléculas do organismo do animal, auxiliando também na rapida eliminagéo do metal. O
farmaco mais empregado para essa finalidade é o dimercaprol ou BAL (Britsh Anti-Levis),
uma substancia hidrossoltivel que possui baixa afinidade pelos metais essenciais e alta
afinidade por metais pesados. O DMSA (&cido meso-2,3- dimercato succinico) e também a

penicilamina (B,- dimetilcisteina) também podem ser utilizados. O BAL e 0 DMSA séao
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utilizados na posologia de 6mg/kg intramuscular, trés vezes ao dia, durante 3 a 5 dias, e 10
a 73mg/kg , via oral ou intramuscular, duas ou trés vezes ao dia, no periodo de 3 a 5 dias,
respectivamente (HUEZA et al. 2008).

Terapia de suporte também pode ser administrada em animais intoxicados, como 0 uso
de catarticos, que diminuem a absorcdo de substancias ingeridas devido aumento no
transito intestinal (RADOSTITS et al., 2007).

As intoxicacg@es que cursam com sinais clinicos agudos geralmente séo fatais e, quando
se trata de rebanho, o tratamento de todos os animais pode tornar-se dispendioso. Além
disso, a exposicdo cronica de bovinos ou outras espécies, como humanos, a terapia
quelante ndo € eficaz. Isto porque a maior parte do arsénio é excretada com poucas horas
decorrentes da absorcdo (ATSDR, 2007). Por isso, a melhor estratégia é evitar situacdes de
exposi¢do a componentes arsenicais (KANG, 2012).

Propriedades proximas a industrias que utilizam arsénio em sua producdo devem
realizar monitoramento eventual da qualidade da dgua de lagos e agudes, ou qualquer outra
fonte natural que sirva para suprimento de agua de beber dos animais, ja que contaminacédo
ambiental por arsénio sabidamente contribui para a exposic¢ao a longo prazo de animais de
producdo (HUEZA et al., 2008; DATTA et al., 2010). E situacBes onde os bovinos sdo
expostos a pastagem contaminada com arsénio devem ser evitadas (DANTAS et al., 2012;
SERODIO, 2014).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Dados epidemioldgicos e clinicopatologicos

Dados epidemioldgicos e clinicos foram investigados junto ao médico veterinario
responsavel e funcionarios de uma propriedade rural de criagcdo semi-intensiva de bovinos,
na qual havia queixa de mortalidade no rebanho. Seis bovinos mortos foram submetidos
ao exame de necropsia e amostras do figado, ramen, reticulo, omaso, abomaso, musculo
esquelético, coracdo, pele, intestinos grosso e delgado, pancreas, glandulas adrenais, rins,
bexiga, pulmdo, linfonodos, bago, medula Ossea, olho, cérebro e medula espinhal
(segmentos cervical, toracio, lombar e sacral) foram coletadas, fixadas em formalina a 10%

tamponada e processados através de técnicas histologicas de rotina, com excessdo do
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bovino E, que apresentava acentuado grau de autolise. As laminas confeccionadas foram
submetidas a coloracdo de hematoxilina e eosina, acido periddico de Schiff (PAS) e

coloracdo de Grocott.

3.2 Analise toxicoldgica

Para determinacdo toxicoldgica nos tecidos, fragmentos de figado, rim, musculo
esquelético e urina, além de amostras de pastagem, coletadas em diferentes locais na
propriedade, foram encaminhadas para exame de espectofotometria de absorcdo atdmica
com gerador de hidretos, no Centro de Analises Toxicologicas da Unesp, Campus de
Botucatu (CEATOX). Para tal foi utilizado espectofotdmetro de absorcdo atdmica
otimizado para arsénio (GBC modelo 932 AA). Apds mineralizacdo de amostras em
microondas (Provecto Analitica Ltda. Modelo DGT 100 plus), foi realizada leitura com
feixe de 193,7 nm e limite de detecgdo em 0,5 ppm (ug/ml ou g).

4. RESULTADOS

4.1 Epidemiologia e avaliacdo clinicopatoldgica

Em maio de 2014, uma propriedade localizada no municipio de Barra do Ribeiro, Rio
Grande do Sul, relatou um quadro de mortalidade em bovinos. Durante a visita técnica a
propriedade se relatou a aplicagdo via aérea de um herbicida que contém em sua
formulacdo metano arseniato acido monossodico (MSMA), em pastagem de tifton
(Cynodon sp.), para controle de pastagem invasora composta por capim-annoni (Eragrostis
plana). O produto foi aplicado em dois momentos, com intervalo de 5 dias. A area
pulverizada apresentava extensa dessecacdo do capim-annoni e no local haviam cerca de
200 bovinos (vacas de corte adultas, novilhas e terneiros), da raga Angus e mesti¢os, no
momento das aplicagdes, 0s quais tiveram contato com o produto através de inalagéo,

contato cuténeo e ingestdo do pasto contaminado.

Poucas horas apds a primeira aplicacdo, os bovinos apresentaram diarreia liquefeita em
variados graus, anorexia, palidez de mucosas e severa desidratacdo. Cinco dias apos
primeira exposi¢do dos animais, a pastagem recebeu uma segunda aplicacdo do herbicida

contendo arsénio e, estes apresentaram piora do quadro clinico. Apos esse episodio todos
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foram removidos do local (Figura 4). No total, 16 bovinos morreram em até 20 dias,
principalmente nos 10 primeiros dias ap0s a exposi¢cdo inicial. Seis bovinos foram
submetidos a exame de necropsia (vacas adultas e novilhas). Dois bovinos foram
necropsiados no dia quatro apos exposicao (Bovino A e B), trés no dia seis (Bovino C, D e
E) e um bovino no dia 10 (Bovino F). Os animais que sobreviveram recuperaram-se
clinicamente, no entanto permaneceram com baixo ganho de peso por até 12 semanas apds

0 surto, mesmo suplementados, segundo informacges do veterinario.

Na necropsia, o rimen de todos o0s animais avaliados estava repleto de contetdo fibroso
(forragem), com a mucosa difusamente avermelhada e com grandes Ulceras multifocais a
coalescentes, com até 4,5 cm de didmetro, observadas no Bovino F. As regides ulceradas
apresentavam centro deprimido, avermelhado e bordos necréticos, bem como, ocasional
desprendimento da mucosa adjacente (Figura 5-A). Os demais pré-estbmagos e o abomaso
estavam congestos, com acentuado espessamento por edema da camada submucosa (Figura
5-B), hemorragia e avermelhamento multifocal das laminas omasais (Bovinos C, D e F) e
da mucosa do abomaso (Bovino F), além de hemorragia multifocal nas serosas (Figura 5-
C, D). Nos intestinos grosso e delgado foram observados variados graus de congestdo da
serosa e mucosa, e lumen repleto por conteudo liquefeito, principalmente nos bovinos A e
B. Em todos 0s casos, 0s rins apresentavam variados graus de congestdo da regido medular.
As mucosas palpebral, oral e nasal estavam difusamente avermelhadas, de forma mais
acentuada no Bovino F. Nesse também foram observados focos de hemorragia nas conchas

nasais. Nos demais orgdos ndo foram visualizadas altera¢cbes macroscopicas significativas.
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Figura 4 - Capim-annoni severamente dessecado, transcorridos 10 dias da primeira aplicacdo de
MSMA sobre a pastagem.

Figura 5 - Bovino. A. Rimen. Observam-se Ulceras multifocais a coalescentes, com area central
deprimida, bem demarcadas por margem avermelhada na mucosa e recobertas por material
amarelado (fibrina). H& ainda extensas areas de desprendimento do epitélio da mucosa. B. Edema
difuso da submucosa do rimen. C. Omaso. Observam-se areas multifocais de avermelhamento nas
laminas omasais. D. avermelhamento difuso da mucosa do abomaso.

A avaliagdo microscopica revelou, principalmente, necrose de arteriolas e capilares de
pré-estbmagos e trombose, associada a multiplas areas de infarto da mucosa e submucosa
(Figura 6-A, B).

Na submucosa do rumen e reticulo dos Bovinos A e B, os vasos continham leve a
moderado infiltrado intramural de neutrofilos degenerados e por vezes, necrose fibrinoide
moderada, com extravasamento de fibrina e infiltrado inflamatério discreto a moderado de
neutréfilos, macréfagos e plasmdcitos, predominantemente no espaco perivascular.
Ocasionalmente a vasculite e necrose vascular estavam associadas a pequenos focos de
infarto em submucosa (Figura 7-A). Em ambos os animais evidenciou-se difuso e
acentuado edema de submucosa. No epitélio estratificado de revestimento, eventualmente
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haviam formacGes de pequenas pustulas com deposicdo de neutréfilos degenerados (Figura
7-B). No omaso foi observada degeneracdo hidropica discreta e multifocal do epitélio

estratificado, além de congestdo acentuada da mucosa e submucosa.

Nos bovinos C, D e F a necrose vascular no ramen, reticulo e omaso foi observada de
forma mais intensa, na maioria das vezes associada a trombose e areas mais extensas de
infarto na mucosa e submucosa (Figura 7-C, D), sendo observado de forma mais branda,
infiltrado inflamatorio intramural, perivascular e edema de submucosa. Os vasos com
necrose fibrinoide da parede apresentavam deposito hialino evidenciado pela coloragédo de
acido periddico de Shiff, aléem de acumulo de material fibrilar, hemacias e células

inflamatdrias degeneradas em seu limen (trombo) (Figura 7-E,F).

No abomaso, em todos os casos, foi observada acentuada congestdo e dilatacdo de
capilares, assim como nos pré-estbmagos. No Bovino F a mucosa do érgdo continha
discretas areas de necrose com formacao de discretas Ulceras. Necrose vascular e trombose
também foram observadas na mucosa nasal do bovino, associada a areas de necrose, além
de acentuada congestdo e multiplos focos de hemorragia, visualizada em todos 0s casos.
Na bexiga do bovino B havia uma area focal de necrose e hemorragia abrangendo mucosa
e submucosa. Os rins apresentaram congestdo acentuada da regido medular, com ocasional
hemorragia e infiltrado inflamatdrio intersticial discreto de plasmdcitos e linfocitos. No
figado havia congestdo multifocal acentuada, por vezes associada a hemorragia discreta.
Os linfonodos mesentéricos continham moderada quantidade de macréfagos com pigmento
acastanhado e granular no citoplasma (hemossiderose). No pulméo de todos os bovinos
foram observados variados graus de congestdo e edema alveolar. Nos demais 6rgdos
avaliados havia congestdo difusa de capilares, por vezes associada a pequenos focos de
hemorragia, principalmente no intestino delgado e grosso. A coloragdo de Grocott foi

negativa para estruturas fungicas nos 6rgdos avaliados (abomaso e pré-estbmagos).
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Figura 6 - Bovino. A. RUmen. Aspecto submacroscopico. Nota-se infarto isquémico multifocal
estendendo-se da mucosa até a camada muscular externa do 6rgdo. HE. B. Rumen. Ha éarea focal
bem demarcada de necrose isquémica abrangendo mucosa e submucosa do 6rgdo. No centro da
lesdo ha abundante quantidade de debris necréticos e deposicao de fibrina. HE, 4x.

4.2  Avaliagdo toxicologica

A quantificacdo de arsénio nas amostras de tecido e urina demonstraram valores acima
do limite de referéncia para bovinos (acima de 0,5 ppm ou pm.g) segundo Buck et al.
(1976), Bahri & Romdane (1991) e Monies (1999). A concentracdo do elemento em
amostras de urina de animais expostos por até 6 dias demonstraram valores significativos
em relacdo aos demais tecidos, bem como o figado e o masculo esquelético dos bovinos D
e E. Valores abaixo do limite de referéncia foram somente evidenciados no bovino F. Os

resultados estdo descritos na Tabela 3.
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Figura 7 - Bovino. A. Rumen. Na submucosa observa-se vasculite e necrose fibrinoide de arteriolas
associada a foco de necrose e infiltrado inflamatdrio discreto a moderado de neutrdfilos,
macréfagos e plasmoécitos. Ha ainda acentuado edema na submucosa. No detalhe (canto inferior
direito), evidencia-se moderado infiltrado de neutrofilos degenerados na parede dos vasos e
moderada necrose fibrinoide. HE, 4x. B. Rimen. Desprendimento epitelial focalmente extenso com
formacédo de pustula preenchida por neutrdéfilos, além de leve vacuolizacdo do epitélio estratificado
e infiltrado neutrofilico moderado na lamina préopria. HE, 20x. C. Omaso. Area focalmente extensa
de necrose isquémica na Id&mina omasal, abrangendo significativamente o epitélio de revestimento
da mucosa, estendendo-se & submucosa, muscular da mucosa e muscular externa. HE, 4x. D.
Omaso. A fotomicrografia anterior esta ampliada e visualiza-se alguns vasos na submucosa com
necrose fibrinoide da parede e trombose (setas). O tecido epitelial, conjuntivo e muscular estdo
substituidos por debris necréticos e deposicao de fibrina. HE, 10x. E. Reticulo. VVaso com marcada
necrose fibrinoide da parede, com perda da estrutura (setas). Observa-se acentuado infiltrado
inflamatério composto por neutréfilos integros e degenerados, no espaco perivascular e na parede
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vascular. No lumen ha moderado agregado de fibrina, debris celulares e leucécitos. HE, 40x. F.
Vaso com necrose fibrinoide da parede, com deposito hialino evidenciado pela coloracdo de acido
periddico de Shiff (PAS), e acimulo de material fibrilar e detritos necréticos em seu lumen
(trombo). PAS, 40x.

Tabela 3. Quantificacdo de arsénio total nas amostras de tecido e urina de bovinos
necropsiados e da pastagem em trés periodos de tempo distintos.

Exposicao a0 4 Dias 6 Dias
herbicida
Bovino Bovino Bovino Bovino Bovino Bovino
Material
» A B C D E F
16,0 1,5
Figado 5,5 um. 2,2 um. ’ ' * <0,5pum.
g Hm.g Hm.g um.g Lum.g pm.g
. 4,6 7,2 2,8
Rim ' 3,3 um. ’ ' * <0,5pum.
pm.g Hm-9 pm.g pm.g Hm-9
Musculo esquelético * * <0.5 7.4 7.6 <0,5um.g
pm.g pm.g pm.g
Urina 15,9 6, 9 um.g 57,8 * * *
pm.g pm.g
4 Dias 6 Dias 10 Dias
Pastagem 29, 2 um.g 46,9 pm.g <0,5um.g

Legenda: *Material ndo avaliado

5. DISCUSSAO

O diagnostico de intoxicagdo por arsénio organico MSMA neste surto foi baseado nos
dados epidemiologicos, achados clinicopatoldgicos e na andlise toxicologica. A
apresentacao subaguda foi caracterizada pelo desenvolvimento do quadro clinico em até 20
dias, neste periodo houve a recuperagdo de cerca de 90% dos bovinos, além da morte de 16
animais entre vacas, novilhas e terneiros, principalmente nos primeiros 10 dias apés

exposicao inicial ao produto.

Os sinais clinicos de diarreia e intensa desidratacdo provavelmente contribuiram para a
morte dos bovinos. Em seu levantamento, Bertin et al. (2013) sugeriram que o prognéstico
estava mais associado a intensidade da desidratagdo do que as lesGes teciduais observadas.
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Semelhante ao quadro clinico de humanos, que desenvolvem chogue hipovolémico devido
a transudacdo gastrointestinal de liquidos e dano capilar generalizado (KATZUNG et al.,
2014). Apesar da afirmagéo de Bertin et al. (2013), em casos de acometimento grave da
mucosa gastrica, como observado no bovino F, uma possivel septicemia bacteriana
também deve ser considerada, jA que esta pode ocorrer secundariamente a ruminite
(RADOSTITS et al., 2007).

Osweiler (1998) descreve que os efeitos clinicos dependem da forma quimica e do
estado de oxidacéo (trivalente ou pentavalente) do arsénio. Em geral, as formas organica e
inorganica afetam primariamente o trato digestivo, figado e rim. O estado pentavalente
pode acumular-se no sistema nervoso, pela facilidade de atravessar membranas biologicas
importantes, tais como barreiras hematoencefalica e placentéria. Entretanto, os bovinos
examinados neste surto ndo apresentaram sinais clinicos nervosos ou alteragdes

anatomopatologicas no sistema nervoso central.

Com excecédo do bovino F, os niveis de arsénio em todos 0s demais estavam acima do
limite de referéncia para a espécie, de 0,5 pg/g ou ppm (BUCK et al., 1976; BAHRI &
ROMDANE, 1991; MONIES, 1999).

Os valores encontrados no figado variaram entre >0,5 a 16,0 ppm, no rim >0,5 a 7,2
ppm, no mauasculo esquelético >0,5 a 7,6 ppm e na urina entre 6,9 a 57,8 ppm.
Corroborando com a afirmagéo de alguns autores, de que a concentragdo varia de acordo
com o tecido ou material analisado. Além deste fator, também ha correlagdo com o tempo
de exposicdo e a dose ingerida (HUMPHREYS, 1988; MONIES, 1999; NEIGER, 2004;
BERTIN et al., 2013).

Bovinos submetidos ao exame de necropsia logo apds a primeira exposi¢do ao MSMA
continham niveis mais altos de arsénio na urina (Bovinos A e C — necropsiados um dia
apos exposicdo) e, 0 bovino que morreu no 10° dia (cinco dias apds exposic¢do) apresentou
niveis dentro da normalidade (Bovino F). A répida eliminacdo do metaloide do organismo

pode ter sido responsavel por esse resultado.

Ap0s a biotransformacéo do arsénio, principalmente no figado, os compostos metilados
sdo rapidamente excretados por via urinaria (HUEZA et al., 2008). E quanto mais agudo o

quadro clinico maior é a quantificacdo do metaloide na urina e em tecidos, do contrério a
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deteccdo fica prejudicada (HATCH & FUNNELL, 1969; BARTIK & PISKAC, 1981;
BERA et al., 2010; DATTA et al., 2010).

Na pastagem, uma maior concentracdo de arsénio foi detectada apds a segunda
aplicacdo do herbicida, e a concentracdo foi reduzida apds transcorridos cinco dias. A
diminuicao do nivel do metaloide na pastagem pode ter sido influenciada pela ocorréncia

de chuva no periodo entre a segunda aplicacao e a determinacéo de arsénio no dia 10.

Em dois bovinos deste surto concentracfes acima do limiar toxico foram detectadas na
musculatura esquelética. Este resultado denota uma importante preocupacao em relacdo ao
consumo da carne de animais de rebanho intoxicados por arsénio. McClanahan (2003) cita
que a carne e leite de bovinos que ingeriram quantidades tdxicas de arsénio pode ser
considerada imprdpria para consumo humano. Datta et al. (2010) detectaram quantidades
significativas de arsénio em produtos derivados do leite de vacas expostas cronicamente e a
longo prazo ao metaloide e concluiram que esse pode ser um fator de risco para

carcinogénese em humanos expostos continuamente a produtos contaminados.

Em relacdo as alteracBes macroscopicas e microscéopicas, observou-se que 0s bovinos
que morreram agudamente, dois dias apds exposicdo ao MSMA, apresentavam de forma
mais significativa edema de submucosa e vasculite de capilares e arteriolas em pré-
estdmagos, enguanto que nos bovinos expostos por mais de uma vez, que morreram apos
seis dias, observou-se ainda, necrose fibrinoide acentuada de arteriolas e capilares, na
maioria das vezes associada a trombose com multiplas areas de infarto. No entanto, o
edema de submucosa foi menos frequente. Lesdes vasculares semelhantes também foram
observadas no intestino de equinos intoxicados por arsénio pentavalente inorganico. Os
autores sugeriram, neste caso, a vasculite necrotizante como mecanismo patogénico para
necrose da mucosa. (PACE et al., 1997).

Considerando a rapida excre¢do de arsénio do organismo (HUEZA et al., 2008), pode-
se inferir que o contato com o metaloide ao longo de alguns dias em repetidas exposi¢des
pode ter contribuido para o cronicidade das lesGes nos bovinos C, D e F deste surto,

quando comparado ao curso agudo da doenca.

Diferentemente da enterite e tiflo-colite em bovinos e equinos intoxicados por arsénio,

como descrito por Bertin et al. (2013) e Pace et al. (1997), respectivamente, ndo foram
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observadas lesGes ulcerativas no intestino dos bovinos deste surto, apesar da diarreia ter
sido o principal sinal clinico observado. A diarreia observada nos bovinos pode ocorrer
devido a severa transudagdo plasmatica, secundaria ao aumento da permeabilidade capilar
(OSWEILER, 1998).

Pace et al. (1997) concluiram que h& uma associagédo entre lesdo direta na mucosa e
injuria vascular sistémica do arsénio, e que as duas coisas contribuem para a as alteracdes
observadas na mucosa gastrointestinal. Anteriormente a agdo sistémica era unicamente
considerada. Isto porque estudos demonstraram que a injecdo parenteral de arsénio
promoveu no intestino as mesmas lesdes observadas quando da ingestdo do metaloide
(BARTIK & PISKAC, 1981). No entanto, as alteracdes degenerativas no epitélio gastrico
em bovinos indicam que também hé acéo direta do arsénio (VALENTINE et al., 2007;
BERTIN et al., 2013). Isso explica parcialmente o fato dos 6rgdos digestivos,
principalmente pré-estbmagos, nos bovinos desse surto serem mais afetados que os demais,
uma vez que, o contato inicial do arsénio ocorre com a mucosa gastrica, devido ingestdo do

MSMA na pastagem.

Apesar das alteragdes vasculares serem incriminadas como fator desencadeante para as
alteracBes degenerativas e necrdticas, as mesmas sdo pouco mencionadas nas descricdes
dos surtos por arsénio inorganico em bovinos (OSWEILER, 1998; DANTAS et al., 2012;
BERTIN et al., 2013). Como na maioria dos casos descritos a intoxicagdo ocorreu em
curso agudo, é possivel que as lesdes vasculares observadas se restringissem a congestdo

de capilares com edema adjacente devido ao aumento da permeabilidade.

O mecanismo especifico do arsénio sobre as células endoteliais de pequenos e grandes
vasos é pouco conhecido. A patogénese da necrose vascular nestes bovinos pode ser
semelhante a lesdo vascular dermal promovida por arsénio inorganico em humanos, na
enfermidade chamada de Blackfoot disease. Essa doenga é caracterizada por alteracdo
vascular periférica, que em estagios iniciais cursa com espessamento, necrose fibrinoide da
parede de arteriolas subcutaneas e trombose, evoluindo para gangrena de extremidades
(ma&os e pés) (HUGHES, 2002; YU et al., 2002). Sabe-se que ha acdo sistémica sobre os
capilares, promovendo aumento da permeabilidade e comprometimento da integridade
capilar (OSWEILER, 1998; MONIES, 1999). Os capilares afetados perdem a sua
capacidade de contratilidade e dilatacdo, que é reversivel em estagios iniciais, causando

diminuicdo da pressdo sanguinea, ogque pode contribuir para o0 processo de trombose
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desencadeado, além de congestdo e transudacao de plasma e soro. Enquanto a ingestdo de
altas doses promove paralisia da parede dos capilares, havendo colapso, devido a queda na
pressdo sanguinea e choque circulatorio (BARTIK & PISKAC, 1981). Além disso, os
mesmos autores referiram o fato de que danos a membrana de células endoteliais parecem
ser o efeito priméario da acdo tdxica do arsénio, levando a aumento da permeabilidade e

exsudacdo de plasma.

E possivel que a reducdo da capacidade de contratilidade capilar ocorra devido
interferéncia na producdo de energia oxidativa celular (HUEZA et al., 2008). Essa
interferéncia é produzida pelo arsénio devido sua ligacdo a algumas macromoléculas,
especialmente as enzimas sulfidrilicas, tais como o piruvato desidrogenase, cuja inibicédo
compromete a formacdo da acetilcoenzima A e, consequentemente, a diminuicdo na
producdo do ATP (HUEZA et al., 2008). Além deste fator, sugere-se que os efeitos
toxicos possam dever-se a sua reducdo para a forma trivalente durante metabolizacédo
(HUGHES, 2002).

Como foi descrito anteriormente, o As” é reduzido & sua forma trivalente, que
posteriormente sofre metilacdo e gera compostos que podem ser excretados mais
facilmente na urina (ATSDR, 2007). No entanto, em determinada etapa deste processo sdo
formados metabolitos tdxicos altamente reativos, seriam as formas metiladas trivalentes,

que parecem atuar de forma semelhante ao As'"' nos tecidos (SILVA, 2014).

Os intermediérios reativos MMA"' e DMA" foram detectados na urina de seres
humanos cronicamente expostos ao arsénio, e estudos in vitro demonstraram que essas
formas sdo mais toxicas do que o arsenito ou arseniato (que sao formas trivalentes
inorgénicas) sobre hepatdcitos, ceratinocitos epidermicos e celulas epiteliais brénquicas.
(ATSDR, 2007). Apesar do arsénio ser rapidamente excretado, a meia vida biologica dos
compostos arsenicais metilados em humanos pode ser de aproximadamente 30 dias

(SILVA, 2014). Contudo essa afirmacdo ndo esté disponivel em relagdo aos bovinos.

Portanto, nos casos de intoxicacdo por arsenicais pentavalentes, é possivel que as lesdes
sejam desencadeadas por metabélitos intermediérios trivalentes (MMA'"' E DMA"). Esse

fato ndo corrobora a idéia de que os arsenicais organicos sao “menos toxicos” em relagdo a



45

forma inorganica trivalente (HUGHES, 2002). Isso explicaria de certa forma a semelhanca

entre as lesbes promovidas pelo arsénio organico e inorganico, observadas neste estudo.

Entre os diagnosticos diferenciais da intoxicacdo por MSMA foram considerados
principalmente neste surto a enterite por Salmonella sp., devido a diarreia profusa
observada em todo o rebanho (MONIES, 1999; BROWN et al.,, 2007). No entanto,
microscopicamente as alteragfes intestinais foram pouco significativas e a ruminite,
reticulite e omasite ulcerativa ndo eram compativeis com o diagnostico de salmonelose. A
alta taxa de morbidade do rebanho e o rapido desenvolvimento de diarreia apds contato
com o MSMA na pastagem foi fortemente sugestivo de enterite toxica. Apesar disso, é
provavel que lesdes subagudas causadas pelo arsénio possam pré-dispor infeccdes
bacterianas secundarias no intestino. A infeccdo secundaria por Aspergillus sp. e
zigomicetos também pode ser considerada como diagnostico diferencial, devido a
trombose e vasculite observadas, sobretudo no rimem e omaso (RADOSTITS et al., 2007).

Entretanto ndo foram evidenciadas estruturas fungicas nas coloracdes de PAS e Grocott.
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6. CONCLUSOES

Com base nas lesbes observadas neste estudo é possivel concluir que o arsénio organico
MSMA promove predominantemente necrose isquémica multifocal, da mucosa de pré-
estdmagos, devido a danos na vasculatura, caracterizados por necrose fibrinoide da parede
de arteriolas e capilares e trombose. A patogénese dessas leses vasculares, desencadeadas

pela toxicodinamica do metaloide, necessita ser melhor elucidada em estudos futuros.

As lesGes macroscopicas e microscopicas em curso subagudo sdo semelhantes as
alteracbes promovidas na forma aguda da enfermidade em bovinos, porém de maior

cronicidade.

A lesBGes observadas nesse surto, promovidas por MSMA, sdo similares aquelas das

intoxicacOes por formas trivalentes inorganicas do arsénio em bovinos.

A urina é um bom material para determinacdo do arsénio em até 48h em bovinos

intoxicados.

A utilizacdo de agrotéxicos que contém arsénio organico em sua composicao deve ser

cautelosa, evitando-se o contato de animais em pastagens recém-pulverizadas.
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Abstract. O arsénio organico tem sido utilizado na formulagdo de alguns herbicidas e a
intoxicacdo por esse metaloide envolvendo bovinos pode ser causada mediante ingestdo
acidental de pastagem contaminada por esse elemento. Duzentos bovinos (vacas e
novilhas) que estavam sobre uma &rea pulverizada apresentaram intensa diarreia e
desidratacdo e 16 animais morreram. Nivel toxico de arsénio (>1, 5 um.g) foi detectado no
rim, figado, urina e masculo esquelético. Les6es macroscopicas e microscopicas foram
caracterizadas predominantemente por alteracGes vasculares com trombose associada a
necrose da mucosa e submucosa de pré-estdmagos, de forma semelhante ao observado na

intoxicacdo por arsenicais inorganicos em animais e humanos.

Keywords — Organic arsenicals, Herbicide poisoning, Vascular necrosis, Toxicity, Bovine.

O arsénio é um metaloide ou semimetal encontrado nas formas orgénica e inorganica

" ou pentavalente (As").! Em animais a exposicdo a

em estado de oxidagéo trivalente (As
esse elemento da-se através de pastagem contaminada com herbicidas que contém arsénio,
pilhas e baterias incineradas e cinzas de madeiras tratadas com conservante a base do
metaloide, ou ainda contaminacdo ambiental em regides com altos niveis de arsénio
veiculado pela agua ou solo.**® A intoxicacdo ocorre com maior frequéncia em bovinos e
estd geralmente associada ao arsénio inorganico trivalente.” Animais intoxicados
agudamente apresentam diarreia, desidratacdo, dor abdominal, atonia ruminal, depresséo e
morrem trés a quatro horas apés inicio dos sinais clinicos.!” Na necropsia h4 ulceragéo e/ou
erosdes multifocais nas mucosas gastricas, congestdo, hemorragia, e proeminente edema de
submucosas em casos agudos e subagudos. ***" Este estudo apresenta os aspectos clinicos

e patoldgicos observados em um surto espontaneo subagudo de intoxicagdo por arsénio

organico em bovinos de corte.



Duzentas vacas adultas e novilhas de uma propriedade rural no sul do Brasil ingeriram
acidentalmente pastagem contaminada com herbicida contendo metanoarseniato &cido
monossddico (MSMA) aplicado em dois momentos para controle de capim-annoni
(Eragrostis plana), com intervalo de cinco dias. Dois dias ap6s a primeira aplicacéo todos
0s bovinos apresentaram diarreia, anorexia e severa desidratacdo. Cinco dias apés a
pulverizagdo, uma segunda aplicagédo do herbicida foi realizada e os bovinos apresentaram
piora do quadro clinico. Apos esse episodio todos foram removidos do local. No total, 16
bovinos morreram e os demais apresentaram melhora clinica em até 20 dias. Apds a
primeira aplicacdo seis bovinos foram necropsiados. Dois bovinos foram necropsiados no
dia quatro ap6s exposi¢do (Bovino 1 e 2), trés no dia seis (Bovino 3, 4 e 5) e um bovino no
dia dez (Bovino 6). Para andlise histopatoldgica amostras de diversos tecidos foram
coletadas e fixadas em solucdo de formol tamponado a 10%, embebidas em parafina,
seccionadas em seccGes com 3um e coradas com hematoxilina e eosina (HE) e écido
periddico de Shiff (PAS). Determinacdo do metaloide téxico em figado, rim, musculo
esquelético, urina, além de pastagem coletada em diferentes momentos foi realizada por
meio de espectofotometria de absorcdo atdmica com gerador de hidretos. Para isto, apos
mineralizacdo de amostras em microondas (Provecto Analitica Ltda. Modelo DGT 100
plus), foi realizada leitura em espectofotometro de absorcdo atdmica otimizado para
arsénio (GBC modelo 932 AA) com feixe de 193,7 nm e limite de deteccdo em 0,5 ppm

(ug/ml ou g).

Na necropsia, havia congestdo de mucosas e focos de hemorragia nas conchas nasais e
serosas dos pré-estbmagos. O rumen, em todos 0s casos, estava repleto de conteido nédo
digerido, com a mucosa difusamente avermelhada. O Bovino 5 apresentou grandes Ulceras
multifocais a coalescentes com centro deprimido e bordos necréticos (Figura 1). Os demais

pré-estbmagos e 0 abomaso estavam congestos, com espessamento acentuado da camada
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submucosa por edema e, em todos os bovinos, havia hemorragia multifocal. Os rins
apresentavam variado grau de avermelhamento da regido medular. Nos demais 6rgdos ndo

foram observadas alteragdes macroscépicas significativas.

A avaliacdo microscépica revelou principalmente, necrose de capilares e arteriolas de
pré-estbmagos. A mucosa e submucosa do ramen, reticulo e omaso apresentavam edema
difuso moderado a acentuado, moderada vasculite de arteriolas e capilares na mucosa e
submucosa, com infiltrado mural de neutrofilos degenerados e congestdo acentuada. Os
vasos com necrose fibrinoide da parede apresentavam deposito hialino evidenciado pela
coloracdo de acido periddico de Shiff, além de acumulo de material fibrilar, hemacias e
células inflamatdrias degeneradas em seu limen (trombo). Além disso, observou-se nessas
areas abundante exsudacdo de fibrina, hemorragia e, por vezes, infiltrado inflamatorio
perivascular acentuado de neutréfilos integros e degenerados, macrofagos e plasmacitos
associado a areas multifocais de necrose na mucosa e submucosa (areas de infarto) (Figura
2 e 3). Nos bovinos 3,4 e 6 a necrose fibrinoide de vasos e as areas de infarto eram
visualizadas de forma mais intensa. Ocasionalmente, nos casos mais agudos (bovino 1 e 2)
haviam formacdes de pequenas pustulas com deposicdo de neutréfilos degenerados,
vacuolizacao discreta e multifocal do epitélio da mucosa. Nos rins foi observada congestdo
leve a acentuada da regido medular. As conchas nasais apresentavam congestdo acentuada
e hemorragia multifocal, bem como areas de necrose da mucosa associadas a trombose. Os
resultados para determinacdo de arsénio nas amostras de tecido, urina e pastagem podem

ser visualizados na Tabela 1 respectivamente.

O diagnostico de intoxicacdo por arsénio organico (MSMA) neste surto foi baseado nos
achados epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos e andlise toxicologica. A apresentacdo

subaguda foi caracterizada pelo desenvolvimento do quadro clinico em até 20 dias, periodo



em que houve recuperacdo de cerca de 90% dos bovinos, e morte de 16 vacas,
principalmente nos primeiros 10 dias apds exposi¢do ao produto. Os sinais clinicos aqui
observados foram semelhantes aos descritos por outros autores na intoxicagdo por arsénio

5,6,15,20

organico , @ similares aos descritos na intoxicacao aguda por arsénio inorgénico, com

diarreia e intensa desidratag&o.®*>*

Com excec¢do do bovino 6, os niveis de arsénio em todos os bovinos estavam acima do
limite de referéncia para a espécie, de 0,5 pg/g ou ppm.** H4 na literatura uma ampla faixa
de valores teciduais para arsénio em bovinos intoxicados.>***> Niveis variam entre 0,5 &
800 ppm em tecidos, e podem ser inferiores a 10 ppm passados alguns dias da exposicdo.*
Bovinos necropsiados logo apds a primeira exposicdo ao MSMA continham niveis mais
altos (bovinos 1 e 3), aqueles que morreram no 4° dia ap0s exposi¢do continham niveis
mais brandos e, o bovino que morreu no 10° dia apresentou niveis dentro da normalidade.
A rapida eliminacdo do metaloide do organismo pode ter sido responsavel por esse
resultado. Em humanos 0 MSMA é excretado em 24h apds exposicdo e experimentalmente
em ratos, camundongos e hamsters foi excretado em até 48h.! A pastagem apresentou
maior concentracdo de arsénio ap0s a segunda aplicacdo do herbicida, e menor
concentracdo passados 10 dias da primeira aplicacdo. A diminuicdo do nivel do metaloide
na pastagem pode ter sido influenciado pela ocorréncia de chuva no periodo entre a

segunda aplicacéo e a determinacgéo de arsénio na pastagem no dia 10.

Em relacdo as alteracbes macroscopicas e microscopicas, observou-se que 0s bovinos
que morreram agudamente, dois dias apds exposicdo a0 MSMA, apresentavam de forma
mais significativa edema de submucosa e vasculite de capilares e arteriolas em pré-
estdmagos, engquanto que nos bovinos expostos por mais de uma vez, que morreram apos

seis dias, observou-se ainda, necrose fibrinoide acentuada de arteriolas e capilares, na



maioria das vezes associada a trombose com multiplas areas de infarto. No entanto, o

edema de submucosa foi menos frequente.

Considerando a rapida excrecdo de arsénio do organismo (HUEZA et al., 2008), pode-
se inferir que o contato com o metaloide ao longo de alguns dias em repetidas exposi¢des
pode ter contribuido para o cronicidade das lesdes nos bovinos 3, 4 e 6 deste surto quando

comparado ao curso agudo da doenca.

A necrose vascular em 6rgaos digestorios, bexiga e conchas nasais histologicamente
assemelha-se a lesdo vascular dermal descrita em humanos expostos cronicamente a altas
doses de arsénio inorganico, em uma enfermidade chamada de Blackfoot disease. A doenca
é caracterizada por alteracdo vascular periférica, que em estagios iniciais cursa com
espessamento, necrose fibrinoide da parede de arteriolas subcutdneas e trombose,
evoluindo para gangrena de extremidades (m&os e pés)."“** O mecanismo do arsénio sobre
as células endoteliais de pequenos e grandes vasos € pouco conhecido. Sabe-se que ha acdo
sistémica sobre os capilares, promovendo aumento da permeabilidade e comprometimento
da integridade capilar.**'® Capilares afetados perdem a sua capacidade de contratilidade e
dilatacdo, causando diminuicdo da pressdo sanguinea, 0 que pode contribuir para o
processo de trombose desencadeado®. Além disso, os mesmos autores referiram o fato de
que danos a membrana de células endoteliais parecem ser o efeito primario da agéo toxica
do arsénio, levando a aumento da permeabilidade e exsudagdo de plasma. E possivel que a
reducédo da capacidade de contratilidade ocorra devido interferéncia na producédo de energia

oxidativa celular.*®

Essa interferéncia é produzida pelo arsénio orgéanico devido sua ligagdo a algumas
macromoléculas, especialmente as enzimas sulfidrilicas, tais como o piruvato

desidrogenase, cuja inibicdo compromete a formacdo da acetilcoenzima A e,



consequentemente, a diminuicdo na producdo do ATP.!° Sabe-se que tecidos com maior
necessidade de energia oxidativa sdo mais afetados pelo arsénio (células dividindo-se

ativamente), como o epitélio gastrointestinal.®

Durante seu processo de metabolizagdo no organismo, denominado em alguns estudos

como biotransformagéo, o As" (arseniato) é reduzido & sua forma trivalente (As"

), que
posteriormente sofre metilacdo e gera compostos que podem ser excretados mais
facilmente na urina.® No entanto, em determinada etapa deste processo sdo formados
metabolitos toxicos altamente reativos, as formas metiladas trivalentes, que parecem atuar

" nos tecidos. Os intermediarios reativos MMA'"' e DMA"

de forma semelhante ao As
foram detectados na urina de seres humanos cronicamente expostos ao arsénio, e estudos in
vitro demonstraram que essas formas sdo mais tdxicas do que o arsenito ou arseniato (que

sdo formas trivalentes inorganicas) sobre hepatocitos, ceratindcitos epidérmicos e células

epiteliais bronquicas.’

Portanto, nos casos de intoxicagao por arsenicais pentavalentes, é possivel que as lesdes
também possam ser desencadeadas por metabdlitos intermediarios trivalentes (MMA'"' e
DMA'"Y). Esse fato ndo corrobora com a idéia de que os arsenicais organicos sio “menos

toxicos” em relacdo a forma inorganica trivalente (HUGHES, 2002).

Entre os diagndsticos diferenciais da intoxicacdo por MSMA foram considerados
principalmente neste surto a enterite por Salmonella sp., ja que a ocorréncia de lesdo
intestinal € considerado um diagndstico diferencial para a salmonelose, além da diarreia
profusa observada em todo o rebanho (BROWN et al., 2007; MONIES, 1999). No entanto,
microscopicamente as alteracGes intestinais foram pouco significativas e a ruminite e
omasite ulcerativa ndo eram compativeis com o diagnostico de salmonelose. A alta taxa de

morbidade do rebanho e rapido desenvolvimento de diarreia apds contato com 0 MSMA na



pastagem foi fortemente sugestivo de enterite toxica. Apesar disso, é provavel que lesdes
subagudas causadas pelo arsénio possam pré-dispor infeccdes bacterianas secundarias no
intestino. A infeccdo secundéria por Aspergillus sp. e zigomicetos foi levada em
consideracdo, devido a trombose e vasculite observadas, sobretudo no rimen e omaso,

porém nas coloracOes de PAS e Grocott ndo foram evidenciadas estruturas fungicas.

Com base nas lesdes observadas neste estudo € possivel concluir que o arsénio organico
MSMA promove predominantemente necrose isquémica multifocal, da mucosa de pré-
estdmagos, devido a danos na vasculatura caracterizados por necrose fibrinoide da parede
de arteriolas e capilares e trombose. A patogénese dessas lesdes necessita ser melhor
elucidada em estudos futuros. As lesBes macroscopicas e microscopicas em Ccurso
subagudo sdo semelhantes as alteracdes promovidas na forma aguda da enfermidade em

bovinos, porém de maior cronicidade.

A utilizacdo de defensivos agricolas que contém arsénio em sua composi¢do deve ser

cautelosa, evitando-se o contato de animais em pastagens recém-pulverizadas.
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Table 1. Determinacéo de arsénio total nas amostras de tecido e urina de bovinos
necropsiados e da pastagem em trés periodos de tempo distintos.

Exposi¢do ao - -
herbicida 4 Dias 6 Dias
Material Bovino Bovino Bovino Bovino Bovino Bovino
1 2 3 4 5 6
S
16,0 1,5
Figado 5,5 pm. 2,2 um. ’ ' * <0,5um.
g Hm.g pm.g um.g um.g Hm.g
. 4,6 7,2 2,8
Rim ' 3,3 um. ’ ' * <0,5um.
um.g Hm4g um.g Hm.g Hm.g
Mdsculo esquelético | * * <0.5 74 7,6 <0,5umg
Hm.g Hm.g Hm.g
Urina 15,9 6, 9 um.g 57,8 * * *
Hm.g Hm.g
4 Dias 6 Dias 10 Dias
Pastagem 29, 2 um.g 46,9 pm.g <0,5um.g

*Auséncia de material

Figura 1. Bovino. Rumen. Observam-se multiplas Ulceras coalescentes com até 5,0 cm na
mucosa, recobertas por material amarelado (membrana diftérica), demarcadas por margem
avermelhada proeminente e area central deprimida. Ha extensas areas de desprendimento
do epitélio e a submucosa evidente estd multifocalmente hiperémica.

Figura 2. Bovino. Rumen. Aspecto submacroscopico. Nota-se infarto isquémico
multifocal estendendo-se da mucosa até a camada muscular externa do oOrgéo.
Hematoxilina e eosina.

Figura 3. Bovino. Reticulo. VVaso com marcada necrose fibrinoide da parede com perda da
estrutura. Observa-se ainda acentuado infiltrado inflamatério composto por neutréfilos
integros e degenerados, no espaco perivascular e na parede vascular. No limen evidencia-
se moderado agregado de fibrina e debris celulares e leucocitos. HE, 40x.
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