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MATERIA: ECOTOXICOLOXIA

TITULACION: Grao en Veterinaria

A.PROGRAMA XERAL DE CLASES TEORICAS EXPOSITIVAS
Localizacion da presente unidade didactica

Unidade Didactica 1: Introducion a ecotoxicoloxia. Conceptos. Contaminacion dos
ecosistemas. Bioética do medio

Unidade Didactica 2: Procesos téxicos nos ecosistemas. Tipos de contaminantes.
Contaminantes persistentes: Biomagnificacion. Eutrofizacion

Unidade Didactica 3: Contaminacién do medio acuatico. Orixe, tipo, avaliacion
fisicoquimica da contaminacion hidrica. Monitorizacion

Unidade Didactica 4: Metodoloxia bioloxica para a avaliacion da contaminacion
hidrica: Bioensaios. Biomarcadores. Biosensores

Unidade Didactica 5: Bioindicadores na monitorizacion de ecosistemas terrestres,
dulceacuicolas e marifios

Unidade Didactica 6: Intoxicacidon por contaminantes ambientais: Flior

Unidade Didactica 7: Intoxicacidn por contaminantes ambientais: Nitratos e Nitritos
(1 hora)

Unidade Didactica 8: Intoxicacion por contaminantes ambientais: Metais Pesados
(1)-Arsénico

Unidade Didactica 9: Intoxicaciéon por contaminantes ambientais: Metais Pesados
(l1)-Mercurio

Unidade Didactica 10: Xestion ambiental. Depuracion das augas. Biorremediacion.
Lexislacion

B. PROGRAMA DE CLASES PRACTICAS INTERACTIVAS
- LABORATORIO: Determinacidn cuantitativa de Nitratos na auga de bebida.
(ECOT LB) (4 horas).
- PRACTICA DE CAMPO: Visita practica 4s Estaciéns Depuradoras municipais
(EDAR e ETAP) de Lugo. (ECOT LB Campo) (4 horas).

SEMINARIOS (ECOT S) (7 horas):
- Resolucidn de casos de impacto ambiental (1 hora)
- Exposicidn de traballos monograficos polos estudantes
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CONTEXTUALIZACION

1. Presentacion

A unidade didactica «Intoxicacidn por nitratos e nitritos» englébase dentro da mate-
ria Ecotoxicoloxia que se imparte na titulacion de Grao en Veterinaria da Universidade
de Santiago de Compostela (Campus Terra). No plano de estudos da USC (Resolucién
de 17 de febreiro de 2011, B.O.E. do 3 de marzo de 2011), esta materia pertence ao
grupo de materias optativas, e foi ofertada e ben acollida polos estudantes, de forma
continua, ao longo de 10 anos desde o inicio deste novo plan de estudos. Impar-
tese no oitavo semestre do cuarto curso e ten unha carga lectiva de 3 créditos ECTS.
Céntrase na identificacién, bioacumulacién, biodegradacion e biomagnificacidon dos
contaminantes medioambientais. Estidanse o impacto ambiental e as repercusions
nos animais destes contaminantes. Dado o caracter preventivo da materia, estudase,
tamén a xestion e a proteccion do medio natural.

Esta unidade didactica estd desefiada para ser desenvolvida nunhas 9 horas,
divididas en sesions tedricas, seminario, practicas de laboratorio e de titoria. Dedica 1
hora presencial expositiva a traballar os contidos tedricos, 3 horas de titorias grupais
por grupo, 1 hora de seminario sobre impacto ambiental e as stias consecuencias en
casos clinicos veterinarios, e 4 horas presenciais cos contidos practicos interactivos
no laboratorio por grupos para resolver analiticamente o caso clinico.

2. Xustificacion

A crecente deterioracion do medio ambiente debido a causas multifactoriais, tanto
naturais como antropoxénicas, promove o estudo preventivo da contaminacidon
ambiental desde o ambito da Ecotoxicoloxia. A importancia desta materia na Titu-
lacién do Grao de Veterinaria radica en que, os profesionais veterinarios aprendan
cales son as causas de posibles intoxicaciéns dos animais con orixe en contaminantes
ambientais. Asi mesmo, han de tomar conciencia do “bo facer” no dmbito agricola-
gandeiro para previr a bioacumulacion de determinados produtos contaminantes.

Por unha banda, adquirense competencias relacionadas, directamente, co
cofiecemento (saber) profesional do veterinario a través do estudo da ecotoxico-
loxia, incluindo a ecoética (saber facer e querer facer) e, por outra parte, estidanse
e aplicanse diversas metodoloxias (computador, laboratorio e clinica) que axuden a
identificar as causas da contaminacion, e a previr e tratar as posibles intoxicacions
dos animais (saber facer).

Esta unidade didactica «Intoxicacidon por nitratos e nitritos» (e a materia na que
se inclue) relaciénase, fundamentalmente, coas materias de Bioestatistica, Quimica,
Bioquimica, Histoloxia, Fisioloxia e Toxicoloxia Veterinaria, cursadas previamente.
Estudanse a orixe, a distribucidn, as interaccidns e as caracteristicas fisicoquimicas de
diversos contaminantes emitidos aos que se expofien os animais, e as propiedades
bioldxicas que poden verse alteradas polas devanditas substancias, é dicir, os efectos
nocivos sobre a saude, complementando os cofiecementos adquiridos na materia
Toxicoloxia Veterinaria.

—— S 4
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OBXECTIVOS

1. Obxectivos xerais da materia

1.

Complementar os cofiecementos adquiridos na disciplina Toxicoloxia Veteri-
naria Clinica.

Identificar os principais axentes contaminantes medioambientais, asi como
a sUa persistencia, biodegradacidn, bioacumulacién e biomagnificacién nos
seres Vivos.

Avaliar efectos ecotoxicoldxicos aplicando metodoloxia propia, tanto qui-
mica como bioldxica, con emprego de Bioindicadores e de Biomarcadores
para monitorizar.

Propofier medidas de proteccion do medio natural e biorremediacion.
Estudar aspectos xuridicos e sociais da contaminacién ambiental.

Capacitar para poder discriminar cientificamente sobre o balance beneficio/
risco na aplicacién de determinadas substancias.

Desenvolver as capacidades do alumno de traballo en equipo e de emprego
axeitado das TIC, que lle faciliten a resolucion de problemas ecotoxicoléxicos
no seu futuro exercicio profesional.

Destes obxectivos xerais da materia, nesta Unidade Did4ctica que se presenta, traba-
llaranse mdis concretamente os nimero «1», «2» «4» e «7» .

2. Obxectivos especificos da unidade didactica

1.

w

Estudar o impacto ambiental causado polos axentes naturais que causan
intoxicacion aos animais: nitratos e nitritos.

Identificar o mecanismo de accidn téxico de nitratos e nitritos, diagnosticar
acertadamente unha intoxicacion e aplicar o tratamento axeitado.

Resolver casos clinicos expostos no seminario.

Determinar residuos de nitratos e nitritos na dieta inxerida (auga, forraxe,
penso) mediante a analise no laboratorio.

Interpretacion dos resultados segundo a normativa de residuos de nitratos e
nitritos. Diagndstico diferencial.

Propofier medidas preventivas para evitar intoxicacions dos animais con
nitratos e nitritos.

COMPETENCIAS

Xerais do Titulo:
GVUSC 01. Capacidade de aprendizaxe e adaptacion.
GVUSC 02. Capacidade de andlise e sinteses.
GVUSC 03. Coflecementos xerais sobre a drea de traballo.
GVUSC 06. Capacidade de traballar de forma auténoma e en equipo.
GVUSC 10. Compromiso ético e asuncion de responsabilidades.
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Disciplinares (saber):
CEDVUSC 11. Cofiecemento das bases do funcionamento e optimizacion dos
sistemas de producion animal e vexetal, e as suas repercusidns sobre o medio
ambiente.
CEDVUSC 16. Cofiecer as técnicas analiticas basicas e a sua interpretacion.
Profesionais especificas (saber facer):
D1VUSC 03. Realizar técnicas analiticas basicas e interpretar resultados clinicos,
bioléxicos e quimicos.
D1VUSC 14. Realizar analise de riscos, incluindo os ambientais e de biosegu-
ridade, asi como a valoracidn, xestidén e supervisién de sistemas de xestidon da
calidade.
Académicas (querer facer):
CEAVUSC 02. Manter un comportamento ético no exercicio das suas responsa-
bilidades ante a profesidn veterinaria e ante a sociedade.
CEAVUSC 08. Ser consciente da necesidade de manter actualizados os cofie-
cementos, habilidades e actitudes das competencias profesionais mediante un
proceso de formacién permanente.
Transversais:
CTVUSC 01. Capacidade para o razoamento e a argumentacion.
CTVUSC 02. Capacidade para obter informacidon adecuada, diversa e actuali-
zada por diversos medios, como informacion bibliografica e Internet, e analizala
dunha forma critica.
CTVUSC 03. Capacidade para elaborar e presentar un texto organizado e com-
prensible.
CTVUSC 04. Capacidade para realizar unha exposicion en publico de forma clara,
coherente e concisa.
CTVUSC 05. Habilidade no manexo das TIC.
CTVUSC 06. Utilizacidn de informacién en lingua estranxeira.
CTVUSC 07. Capacidade para resolver problemas mediante a aplicacion inte-
grada dos seus cofiecementos.

METODOLOXIA

Como é sabido, na nosa institucion universitaria empréganse distintas tipoloxias de
sesions para a imparticion de contidos, tanto expositivas como interactivas (practicas
de laboratorio, seminarios, titorias, etc.). No caso desta unidade didactica, podemos
distinguir a seguinte tipoloxia de sesidns:

1. Clases expositivas tedricas

En lifas xerais, establécense as seguintes orientacions metodoldxicas:
— Clase expositiva (1 hora). Impartiranse nun grupo pequeno (materia opta-
tiva) con todos os alumnos na Aula-Seminario do departamento de Toxico-
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loxia da Facultade, aproximadamente 15-20 alumnos. Os contidos tedricos
seran expostos pola docente empregando o método expositivo, e para isto,
utilizaranse como recursos didacticos, encerado e material proxectado, que
sera posto a disposicidon dos alumnos no Campus Virtual da USC (CV-USC).
Para conseguir a atencidn e motivacion dos estudantes, tratarase de vincu-
lar os contidos desta unidade didactica coa realidade profesional e social
do veterinario. Para isto, incorpdranse noticias de actualidade extraidas dos
medios de comunicacion, relacionadas co tema a tratar. Nesta clase, ade-
mais, buscarase en todo momento a participacion interactiva dos alumnos,
as veces mediante controis. Inicialmente farase unha sondaxe acerca dos
coflecementos previos do alumnado, mediante o método interrogativo, for-
mulando cuestions de forma aleatoria e directa para contestar in situ de
forma oral. Tamén se presentaran pequenas e concisas cuestions acerca dos
contidos de clases expositivas precedentes; deberan ser contestadas por
todos os asistentes en soporte papel, ou, actualmente, facendo uso das TIC
a través do CV-USC. Deste xeito, ponse en practica tamén a avaliacion conti-
nua mediante estes controis.

2. Titorias grupais

— Titoria grupal (3 horas). Impartiranse cun grupo pequeno (5 alumnos
maximo) na aula-seminario do departamento, no pavillén 2 da Facultade. A
través do método de descubrimento, este pequeno grupo, mais interesado
na tematica desta unidade didactica, elixirad libremente e realizara en horas
no presenciais, un traballo monografico. En tres sesions formativas (1 h por
sesion), seran resoltas dubidas e serd supervisado o traballo. As competen-
cias transversais grupais seran avaliadas. Ademais, calquera cuestion indivi-
dual aparecida durante o proceso da aprendizaxe sera atendida. Finalmente,
proporcionarase ao alumnado bibliografia relacionada co tema.

3. Clases practicas interactivas de seminario

— Practica interactiva de seminario (1 hora). Impartiranse nun grupo con
todos os alumnos na aula-seminario do departamento de Toxicoloxia da
Facultade. Consiste na exposicidn, pola profesora, dunha caso con impacto
medio ambiental relacionado coa unidade didactica, e con repercusion
nunha explotacién gandeira (ANEXO I). Todos os alumnos en pequenos gru-
pos (3 alumnos) deberan estudar o caso de acordo con un protocolo e nun
tempo limitado. Os alumnos teran acceso a todo tipo de material didactico
(diapositivas, artigos cientificos, textos lexislativos etc.), proporcionado pola
profesora no CV-USC. Ao final, deberan propofier un diagndstico acertado
e mesmo discriminar un diagndstico diferencial, xustificando debidamente
cos seus razoamentos. Aplicarase unha metodoloxia interrogativa activo-
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participativa por parte da profesora, que fomentara a interaccion entre
o alumnado suscitando cuestions ou dubidas. Esta practica interactiva de
seminario compleméntase cunha practica interactiva de laboratorio, na cal
deberan demostrar analiticamente que a sospeita do diagndstico acertado
se cumpre. A asistencia as titorias e a participacidn nesta practica serd ava-
liable pola avaliacién continua.

4. Clases practicas interactivas de laboratorio

— Practica interactiva de laboratorio (4 horas). Impartirase con subgrupos de
alumnos (3 alumnos méaximo), no laboratorio do departamento de Toxico-
loxia da Facultade, provisto de material axeitado. Esta practica ademais de
fixar e ampliar os cofiecementos tedricos, ten como obxectivo fundamental
a resolucidn do diagndstico analitico clinico toxicoldxico, exposto nun semi-
nario que lle precede.

O método de traballo nesta clase practica debe de ser auténomo e en equipo, e
potenciarase a autoaprendizaxe do alumno. Este traballo con metodoloxia demostra-
tiva incldese na avaliacion continua. Levarase a cabo en duas partes:

1. Determinacion analitica da concentracion de nitratos. Metodoloxicamente
realizase no laboratorio e de acordo con un guién-protocolo (ANEXO Il) unha
determinacién espectrofotométrica por luz UV. da concentracién de nitra-
tos na auga de bebida, segundo mostraxe (rio, pozo, estanque, corgo, etc.).
Na sua resolucion analitica, os alumnos deben preparar reactivos e disolu-
cidns patrén para obter unha recta de calibrado de acordo con as absorban-
cias obtidas, fronte a un branco.

2. Calculos e interpretacion dos resultados. Ao aplicar sobre os resultados
analiticos o programa informdatico Excel (folla de calculo), os estudantes
obteran a ecuacidn resultante da recta de calibrado (Figura 1) que permitira
calcular e resolver a concentracién de nitratos na mostra problema. Final-
mente, deben interpretar os resultados da auga problema, con coherencia e
a luz da Normativa espafiola vixente (BOE Num. 9, Real Decreto 3/2023, de
10 de xaneiro).
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Figura 1. Recta de calibrado da relacién Concentracién de nitrato
patron-Absorbancia para a determinacién da concentracién de nitrato na mostra
problema de auga

CONTIDOS

1. Orixe da intoxicacién por nitratos e nitritos: fontes

Ainda que a labra é unha practica antiga, a pregunta de que sistema de labra é o
mais apropiado para unha explotacién en particular é ainda dificil de responder. Nun
principio esta practica creaba un fino leito de sementa que melloraba enormemente
a xerminacion. Ademais, proporcionaba ao cultivo un bo comezo antes da aparicion
das malas herbas e estimulando a mineralizaciéon do nitréxeno organico en forma
dispofiible para as plantas. Co tempo, esta practica de labra foi evolucionando e na
actualidade son diversos os problemas que xorden polo emprego abusivo de diver-
sos produtos quimicos para incrementar a producion e combater as malas herbas
(fertilizantes e herbicidas).

A causa da intoxicacion por nitratos e nitritos ten a sua orixe na contaminacién
tipica do medio rural, agricola-gandeiro. Quimicamente, débese en primeiro lugar ao
i6n nitrato (NO,-, composto intermedio no Ciclo do Nitréxeno). Asi, o N, atmosférico
é fixado polas bacterias fixadoras de N, e convertido en nitratos, mediando as plantas
leguminosas. O nitrato emprégano as plantas para formar proteinas vexetais.

A proteina vexetal é inxerida polos animais, transformandose en proteina ani-
mal ou volver ao chan mediante o proceso de descomposicién a través dos residuos
do metabolismo animal (urea e amoniaco). Posteriormente, estes residuos son trans-
formados por bacterias en nitritos ou amoniaco que libera nitréxeno (N,), de xeito
gue se pecha asi o ciclo.

A Y
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Mentres se mantén un equilibrio correcto neste ciclo non hai problemas, pero
ao romper e aparecer descompensacions, por exemplo, co exceso de abonado, xor-
den os problemas, fundamentalmente porque se acumulan en vexetais e auga, os
cales son causantes das intoxicaciéns por via oral.

Como premisa hai que sinalar que os nitratos per se son relativamente atoxicos,
e que a sla importancia toxicoloxica radica na sua conversidén nos alimentos ou en
tramo dixestivo en nitritos. No rume, os nitratos transformanse fisioloxicamente a
nitritos por accién microbiana, e estes ultimos a amoniaco, pero, por encima de certa
concentracion de nitrato, o paso de nitrito a amoniaco resulta limitado e, por tanto,
acumulase nitrito.

As fontes mais frecuentes de nitratos e nitritos son, por tanto, os vexetais e a
auga, e contriblen a iso, sobre todo, o emprego de fertilizantes (nitrato amanico,
sédico ou potdsico) que achegan gran cantidade de nitratos tanto para as plantas
como para os animais. Estes desequilibrios e variabilidade nos niveis de nitratos pro-
ducense por unha mala praxe nas practicas agricolas que actualmente se estan corri-
xindo cos codigos de «Boas Practicas Agricolas».

1.1. Nitratos na auga

Tanto os nitratos como os nitritos son sales moi solubles na auga, e se se atopan
no terreo poden ser arrastradas e aparecer na auga de bebida. A contaminacién da
auga por nitratos e nitritos pode ser debida a:

— Materia organica en descomposicion (humus)

— Fertilizantes nitroxenados (abonos quimicos)

— Residuos de animais (xurros)

— Mollos de ensilados

— Solos ricos en bacterias fixadoras de N,

A contaminacién da auga estd en relacidn coa proximidade do foco emisor de conta-
minantes. Ademais, hai factores que favorecen esta contaminacién tales como:

a) Aintensa erosion superficial que se produce ao fundirse a neve na primavera
ou por choivas intensas. Estas augas «cristalinas» de alta montafia poden ir
moi cargadas de nitratos e ademais, poden contaminar pozos pouco profun-
dos.

b) As augas estancadas que recollen liquidos procedentes de currais de cebo,
fosas sépticas ou de terreos fertilizados (fertilizantes quimicos ou xurros). Se
as augas estancadas contefien abundantes algas azuis ou outros vexetais en
crecemento, non teran exceso de nitratos porque os utilizan no seu crece-
mento (indicadoras de que non hai contaminacion).

c) Eutrofizacion dos encoros e pantanos que polo seu alto contido en nitré-
xeno e fosforo favorecen o crecemento de algas e empobrecen de osixeno
en auga, reducindo a vida piscicola.
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1.2. Nitratos vexetais

A acumulacién anormal de nitratos nos vexetais depende de varios factores, os
mais importantes son:

a) A especie vexetal. E cofiecido que hai plantas que acumulan nitratos, tanto
herbas malas (Figura 2) como plantas cultivadas (Taboa 1).

Figura 2. Imaxes de herbas malas acumuladoras de nitratos e nitritos

Taboa 1. Plantas acumuladoras de nitratos

MALAS HERBAS PLANTAS DE CULTIVO

Amarantos Amaranthus spp. Avea Avena sativa (gramineas)

Cardo Cardus cyanus (compuestas) Centeo Secale cereale

Xirasol Helianthus anuus a o
Lifo Linum usitatissimum

Estramonio Datura stramonium (solanacea) Millo Zea mays

Melilotos Melilotus alba (leguminosa) Alfalfa Medicago sativa

b) Contido e forma quimica do nitréxeno no solo, os nitratos e o amoniaco
facilitan a asimilacion dos cereais.

c) Condicidns do solo que favorecen a captacion: humidade elevada; solos aci-
dos; deficiencia en xofre, molibdeno, fosforo; baixas temperaturas (1,1 °C);
aireacion do solo.

d) Seca continuada, porque concentra os sales.

e) Luz escasa, a luz é necesaria para manter a actividade da nitrato-reductasa,
por tanto, favorece a presenza de nitratos sobre os nitritos.

— AV
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f) Tratamento con herbicidas derivados do acido fenoxidico (fitohormonas). Os
herbicidas 2,4-D (2,4-cloro fenoxiacido) son hormonas vexetais que favore-
cen o crecemento e a acumulacion de nitratos nas primeiras etapas do des-
envolvemento da planta.

g) Parte anatdmica, os nitratos acumulanse nos tecidos vexetais segundo orde:
tallo>>follas, non nos froitos nin en sementes.

h) Periodo, as concentracidons son maximas antes da floracidon e descenden,
rapidamente, despois da polinizacion e formacion dos froitos e sementes.

Outra forma de intoxicacidén 4 que hai que prestar atencion, débese aos gases que
poden orixinarse nas ensilaxes. As forraxes ricas en nitratos sofren unha fermen-
tacion anaerdbica que ten lugar no silo, mediante a cal se transforman parte dos
nitratos en éxidos de nitréxeno (gases picantes de cor castafia amarelada), princi-
palmente di6xido de nitroxeno (NO,) e algo de tetradxido de nitréxeno (NO,), apare-
cendo niveis elevados ata de 150 ppm nos silos. Este gas pode chegar por conducidns
ata os animais e causarlles a morte.

A producion de gas iniciase poucas horas despois de ensilar e é maxima un dia
ou dia e medio despois.

2. Toxicidade de nitratos e nitritos

A toxicidade que producen estes sales pode ser aguda e crénica.

2.1. Intoxicacion aguda

Producese cando o animal consome forraxe que contén mais do 1 % de nitra-
tos s.s. (substancia seca) ou cando a auga de bebida presenta 1.500 ppm (mg/L) de
nitratos.

Os efectos dos niveis de nitratos en penso e auga son aditivos e por iso deben
considerarse ambos para valorar un problema dependente do nitrato.

Nos ruminantes, a DL, presenta variacions debidas a diferenzas nutricionais,
modo de administracidn e tipo de nitrato.

De forma aproximada en vacun, a DL, = 1 g NO,K/kg peso corporal. Ademais,
demostrouse que nos ruminantes se toleran niveis superiores de nitratos cando a
dose se reparte en varias tomas ou se mestura coa dieta total. Tamén, se poden
adaptar aos poucos a concentracidns superiores ao utilizaren unha parte do nitrato
da dieta como fonte de NNP (nitréxeno non proteico).

A toxicidade do nitrato non parece ser modificada nin estimulada polo con-
sumo simultaneo de urea, non hai interaccion por empregar distintos mecanismos
de accién.

Os ruminantes son da orde de 2 6 3 veces mais sensibles aos nitritos que aos
nitratos; mentres que os non ruminantes son aproximadamente 10 veces mais sus-
ceptibles aos nitritos que aos nitratos.
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2.2. Intoxicacion crénica

A intoxicacion crénica polos nitratos foi descrita como causa de diversos proble-
mas, entre eles os mais importantes: atraso no crecemento, infertilidade, deficiencia
de vitamina A, bocio e inmunodeficiencia (maior vulnerabilidade a infeccidns).

Xunto a toxicidade de nitratos e nitritos pddese considerar a dos compostos
nitrosados tales como: nitrosaminas, nitrosourea e nitroguanidina que aparecen con
frecuencia en alimentos preparados tales como os afumados (arenques, embutidos,
beicon), pero tamén aparecen de modo natural en vexetais de certas rexions do
mundo. Desde o punto de vista toxicoldxico considéranse como «indutores encima-
ticos» en animais de experimentacion empregando dose entre 2,5-9 mg/kg. Com-
probouse un efecto sinérxico con hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) para a
formacion de tumores.

Prestouse un grande interese aos compostos nitrosos a baixos niveis nos pensos
pola sua actividade carcinoxénica potencial. Ademais, existe un perigo, o da forma-
cién de nitrosaminas a partir de aminas secundarias terciarias de proteinas que se
combinan con nitritos cando o pH oscila de 1 a 3,4 e por iso postulase e investiga
acerca da formacion no estdmago.

3. Mecanismos de accion toxica de nitratos e nitritos
3.1. Accion metahemoglobinizante

0 ion NO,- non € particularmente toxico en por si, con todo, o i6n NO,-, forma
reducida do nitrato mediante a accién do encima nitrato-reductasa, € absorbido con
facilidade e resulta bastante mais toxico.

Os ruminantes e, en xeral, os herbivoros, debido aos seus microorganismos son
capaces de reducir prontamente o nitrato a nitrito, e producirse unha toxicosis.

A accion toxica principal do nitrito € metahemoglobinizante, é dicir, oxida ao idn
ferroso (Fe*?) da hemoglobina a ién férrico (Fe**) con formacidn de «metahemoglo-
bina», este pigmento hematico resulta inhabil para captar e transportar o osixeno as
células. Como consecuencia, prodicese hipoxia ou anoxia orixinada por unha osixe-
nacion deficiente do sangue e non chega ese osixeno molecular aos tecidos.

3.2. Accion antitiroidea

O nitrato pode afectar & funcién tiroidea nalgunhas especies; ratas e ovellas
parecen ser susceptibles a interferencia sobre a captacion de iodo tiroideo, é dicir,
comportaria un efecto bocidxeno. Este efecto non foi observado en vacun e cans.

Con todo, nas especies afectadas viuse unha adaptacion, de tal maneira que a
funcidn tiroidea volva ser normal despois de 2-4 semanas de exposicidn ao nitrato.
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3.3. Destrucion da vitamina A

Parece ser que os nitritos, no medio acido, son capaces producir déficit en vita-
mina A porque destrien os carotenos, retinoides e a vitamina A, pero sé nos rumi-
nantes. A maior parte dos investigadores coinciden en que a destrucién da Vitamina
A, inducida polo nitrito, non é un problema con importancia clinica.

4. Sintomas clinicos causados polos nitratos e nitritos
4.1. Sintomas da intoxicacion aguda

Adoita manifestarse entre % h-4 h despois de inxerir penso ou auga ricos en
nitratos. As veces, mais retardado, transcorren de 5 a 8 dias despois do consumo de
forraxes que contefien nitrato ata que aparecen os primeiros sintomas.

Os sintomas poéfniense de manifesto cando os niveis de Metahemoglobina son
do 30-40 %, e a morte producese con niveis do 80-90 %. Sobre estes feitos, influe
0 estrés ou o exercicio fisico a que este sometido o animal, porque precisaria maior
consumo de osixeno.

Os primeiros sintomas que aparecen son consecuencia da accién irritante
directa dos nitratos sobre a mucosa gastrointestinal: salivacidon, vémito, diarrea e dor
abdominal (xerais).

Mais especifica é a emision frecuente de ourifios como sintoma inicial, sobre
todo cando o nitrato non ten orixe vexetal, actuaria como ou diurético por osmoses.

Os sintomas mais caracteristicos son os correspondentes @ anoxia: dispnea,
mucosas cianadticas e pulso rapido e débil. Sendo un distintivo especifico a coloracién
tipica do sangue de castafio escuro ou «chocolate» (Figura 3).

Figura 3. Metahemoglobina nunha mostra de sangue (dereita) comparada cunha
mostra non afectada (esquerda). Tomada de Melgar et al. (2012).

Diagnéstico Nitratos-Nitritos

A continuacidn, apreciarianse tremores musculares, debilidade e pouca tolerancia
ao exercicio, o animal cansase. Péfiense de manifesto ao obrigarlle a moverse. Poden
presentarse convulsidns andxicas terminais que preceden 4 morte, a cal ten lugar

— S %
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dentro das 12 a 24 horas. Esta pode acelerarse e presentarse as poucas horas depen-
dendo dos niveis de nitrato ou se intervén directamente o nitrito.

Como consecuencia de dietas ricas en nitratos, foron atribuidos con frecuen-
cia abortos, ata tal punto que a chamada Sindrome do «aborto de terreos baixos»
foi relacionado co consumo masivo de malas herbas ricas en nitratos. Unha medida
practica para minimizar este problema dos abortos, foi a destrucién definitiva das
malas herbas (combustidn).

4.2. Sintomas da intoxicacion cronica

En canto aos efectos da intoxicacidn crénica antes mencionados (atraso en cre-
cemento, escasa ganancia de peso, infertilidade...), non se pode afirmar que sexan
debidos s6 ao consumo continuado de dietas ricas en nitratos. Debe procederse con
cautela e prudencia antes de asegurar que o nitrato é a Unica causa dun baixo ren-
demento no gando, a menos que se efectuaron estudos clinicos e de laboratorio
exhaustivos.

5. Diagndstico das intoxicacidns por nitratos e nitritos

O estudo fisiopatoldxico da necropsia mostra certos aspectos que pofien ao descu-
berto a intoxicacion por nitratos ou nitritos:

— sangue de cor castaiia escura (chocolate)

— tecidos que presentan tamén esa coloracioén parda

— mucosas ciandticas

— conxestidon do rume

Poden determinarse as concentracions dos iéns NO,- e NO,- en mostras bioldxicas
do contido do rume ou do estémago, en plasma, soro, ourifios, e da forraxe e auga.

O nitrito e a Metahemoglobina desaparecen rapidamente do sangue; se se
separa o plasma ou o soro, as concentracidns de nitrato e nitrito permaneceran esta-
bles 48 h, manter a mostra conxelada. A Metahemoglobina pode ser estabilizada no
sangue 48 h mediante a dilucion da mostra de sangue 1:20 con Tampdn fosfato pH =
6,6. En ourifios, tamén aparecen nitratos e nitritos excretados, e permanecen esta-
bles durante 48 h en ourifios conservados. Aplicase a conxelacidn.

Para realizar a analise correspondente, as mostras (soro e ourifios) seran conxe-
ladas e enviadas por procedementos de urxencia, ou gardadas para ser analizadas ao
dia seguinte segundo as condicidns anteriores de frio.

Para establecer un bo e acertado diagndstico dunha intoxicacidn por nitratos é
suficiente con descubrir niveis altos de nitrito-nitrato en inxesta ou auga de bebida,
correlacionados coa presenza de Metahemoglobina, aumento de nitrito en soro e a
observacion-descricién dos correspondentes sintomas clinicos.

As veces, débese de establecer un diagnéstico diferencial porque pode haber
confusién con outras intoxicacidns, por exemplo: Clorato sédico, Cianuro, Didxido e

A Y
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Monéxido de Carbono. Pero existen probas de laboratorio e de campo cualitativas
gue detectan nitratos e nitritos en auga e forraxes. Asi:

Nitratos:

1. Engadir 0,5 g de difenilamina a 20 mL de auga.

2. Engadir acido sulfurico en cantidade suficiente ata 100 mL. Refrixerar a solu-
cion resultante e conservala en frasco cor topacio.

3. Mesturar a partes iguais da solucién conservada e acido sulfurico

ao 80 %.

4. A comprobacién do material sospeitoso realizase deixando caer unha pinga
de reactivo sobre a superficie de corte dunha planta.

5. Un cambio de cor de verde a azul é unha reaccién positiva que indica un
contido de nitrato superior ao 2 %.

Nitritos:

1. Os reactivos precisos son: (a) acido sulfanilico (0,5 g en 150 mL de acido
acético glacial ao 20 %), e (b) clorhidrato de alfanaftilamina preparado disol-
vendo (con calor) 0,2 g do sal en &cido acético glacial ao 20%.

2. Colocar 2 mL de substancia problema nun tubo de ensaio. Despois engadir 2
mL de acido sulfanilico, a continuacion 2 mL de alfanaftilamina. Unha colora-
cién entre rosa e vermella é unha reaccidn positiva para nitritos. Aplicando
as soluciéns no mesmo orde sobre a superficie de corte das plantas, a rec-
cidn sera positiva se aparece unha cor entre rosa e vermella.

6. Tratamento nas intoxicacions por nitratos e nitritos

Preténdese recuperar o ferro da Hemoglobina no seu estado divalente (ferroso). Para
iso tratase ao animal por via endovenosa cunha solucidn de Azul de metileno ao 2-4
%, e a dose aconsellada é de 4,4 mg/kg peso corporal, actuando segundo o seguinte
esquema:

NADPH (red) D < Azul de metileno (oxd) > c Fe?* (Hb)
NADP (oxd) Azul de leucometileno (red) Fe™ (Met Hb)

As veces é necesario repetir a dose porque pode proseguir a absorcién de nitritos
desde o rume.

O aceite mineral administrado por sonda gastrica contrarresta a accidén cdustica
— irritante dos sales de nitratos e aceleraran a sua evacuacién, impedindo a absor-
cion.

As veces, se o nitrato procede da forraxe, pode ser beneficioso purgar con catar-
ticos salinos (sulfato de magnesio) e controlar a reducién bacteriana, do nitrato a
nitrito, con antibidticos intrarrumiais, e finalmente, aconséllase administrar de 14 a
20 litros de auga fria para minorar a accidon encimatica da nitrato-reductasa.

— S %
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O tratamento preventivo da intoxicacién por metahemoglobinizantes como os
nitratos-nitritos, consistira en non permitir o acceso dos animais as praderias trata-
das con estes sales e herbicidas, ata transcorridas varias semanas despois da aplica-
cién e sempre coa condicidn de que as choivas disolvan estes axentes e favorezan a
sUa penetracion no terreo. Asi mesmo, recolleranse todos os restos de malas herbas
e destruiranse definitivamente queimandoos.

7. Conclusions

1. O medio natural, nos labores agricolas-gandeiros, sufriu os excesos de deter-
minados compostos quimicos con fins produtivos, e romperon o equilibrio
do ciclo do nitréxeno.

2. Consecuencia dese desequilibrio os nitratos e nitritos acumulanse en auga e
plantas.

3. A inxestion de auga e alimentos contaminados por estes sales é causa de
intoxicacion aguda ou crénica nos animais.

4. Estas intoxicacidns deben ser diagnosticadas e tratadas convenientemente
no ambito veterinario.

5. E unha necesidade promover Boas Practicas Agrarias que recuperen os espa-
zZos naturais e prevefian da contaminaciéon ambiental.

AVALIACION

Os contidos e autoaprendizaxe do estudante nesta unidade diddctica avaliaranse a
través dunha avaliacién continua e un exame final con cardcter voluntario para mello-
rar nota, sempre que se atendese ao 100 % das actividades da materia (incluida a
asistencia a clases expositivas tedricas cos controis). No caso contrario, é dicir, faltar a
algunha das clases tedricas expositivas, o estudante non serd eximido de exame final,
e dito exame final obrigatorio, ademais, debera alcanzar unha puntuacién minima
dun 50 % sobre a cualificacidon total do mesmo, para os efectos de sumar o resto das
puntuaciéns da avaliacidn continua.

A avaliacidn continua farase tendo en conta as competencias:

— Controis das clases expositivas, cunha proba obxectiva, valorando a adquisi-
cién de cofiecementos tedricos parciais (saber) sobre Ecotoxicoloxia. A ava-
liacidn serd cualificada mediante unha lista de cotexo.

— Traballos e exercicios propostos nas clases practicas de laboratorio (xa sexan
realizados individualmente polos alumnos ou en grupos) baseados no semi-
nario precedente (ANEXO I). Deberan demostrar con probas obxectivas
como se traballa tecnicamente (saber facer). Primeiramente, e de acordo
con un protocolo (ANEXO Il), os estudantes en grupo pequeno (maximo
de 3 persoas), despois de atender as explicacions da profesora, realizaran
os calculos para preparar os reactivos necesarios para realizar a practica:
disolucion do patrdn de nitrato potasico, e de acido clorhidrico. A continua-
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cién realizaran tres disolucidns a concentraciéns concretas patrén a partir
da disolucién orixinal de nitrato potasico, e as absorbancias das disoluciéns
seran medidas, fronte a un branco, nun espectrofotémetro con luz ultravio-
leta a 220 nandmetros. Na mostra problema de auga, debidamente tratada,
tamén se medird a sta absorbancia. Posteriormente, ditas medidas seran
tratadas nun computador aplicando o Programa Informatico Excel (folla de
calculo) para obter unha recta de calibrado das disoluciéns patrén; a ecua-
cién resultante desa recta aplicarase a mdstraa problema e obterase o resul-
tado definitivo. Finalmente, os estudantes deberan interpretar os resultados
obtidos a luz da lexislacidn vixente (Real Decreto 3/2023, de 10 de xaneiro)
e aplicar ao caso clinico do seminario de partida. Todo o traballo de razoa-
mento, de diagndstico diferencial, de laboratorio e de interpretacion con
diagnéstico final, sera recolleito nunha Memoria-Informe para a sua ava-
liacion. Ademais, como criterios de avaliacion, considérase outros indices
relativos 4 actitude (ser/estar) como puntualidade na asistencia, vestimenta,
trato cos compafieiros, traballo en equipo, orde e trato das memorias, etc.
Esta practica sera avaliada mediante probas obxectivas: a resolucion dos
exercicios propostos, e unha exposicion oral coa interpretacion dos resulta-
dos obtidos; finalmente, avaliaranse os outros criterios (ser/estar) de acordo
cunha taboa de indicadores.

— Habera tamén seminarios de traballo persoal do estudante, que consistira
na realizacion dun traballo monografico sobre a tematica da materia. En
conxunto, avaliase a participacién activa e as achegas do alumno na aula,
nas titorias ou nas actividades desenvolvidas a través da aula virtual. O tra-
ballo monografico sera avaliado mediante unha taboa de indicadores: con-
tido axeitado, presentacién formal escrita e expresién oral.

O exame final realizarase, segundo o calendario de exames da titulacién, mediante
un cuestionario con 20 preguntas curtas conceptuais esenciais (saber). A avaliacion
farase mediante unha lista de cotexo das respostas do alumnado.

Taboa 2. Distribucion do peso porcentual de cada parte da avaliacidn e as suas
correspondentes probas

CUALIFICACIONS 100 %
TIPOS Pr?an Cont'r.0|s Préctica d.e Seminarios
Tedrica Expositivos | Laboratorio
AVALIACION CONTINUA (40 %) 10% 20% 10%
EXAME FINAL (60%) 60 %

Cando o alumno non superase a avaliacién continua, nin realizado practicas, nin
exame final, obtera a cualificacién de «Non Presentado».
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Para os casos de realizacion fraudulenta de exercicios ou probas sera de apli-
cacion o establecido na «Normativa de avaliacion do rendemento académico dos
estudantes e de revisidon das cualificacidons».

ANEXOS

Anexo xeral

Recomendacions para ter en conta, polos estudantes, para o estudo da unidade
didactica:

Asistencia a toda as actividades presenciais programadas para a materia.
Participacidn activa, construtiva e respectuosa nas sesions expositivas, prac-
ticas, seminarios e titorias.

Preparar e complementar os contidos que se vaian traballando na materia
coa bibliografia basica e complementaria recomendada.

Desenvolver habitos de busca auténoma de informacidn cientifica.
Aproveitar os recursos dispoiiibles para o alumno da biblioteca universitaria.
Seguir o ritmo de estudo e traballo que se vaia marcando dunha forma con-
tinua.

Utilizar axeitadamente as titorias para cofiecer en detalle as recomenda-
ciéns do profesorado e aclarar calquera dibida que xurda no proceso da
autoaprendizaxe.

Consultar con regularidade a aula virtual da materia e facer uso da mesma.
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Anexo |

Seminario 1 - Caso:

Descricion dun caso con toma de decisions.

Tema: Caso clinico veterinario con enfoque multidisciplinar-transversal.

Obxectivos pedagoxicos:

o Cofiecer a metodoloxia que se debe levar a un caso clinico ata a sia resolucion

o Fontes bibliograficos/cofiecementos previos

© Discernir entre informacion relevante e accesoria

e Promover o traballo en grupo con participacion activa. expresion de opinions e
traballo laboratorial.

Vantaxes: Axuntar cofiecementos tedricos con aplicacion practica laboratorial e clinica.

Desenvolvemento:

© 20 alumnos, distribuidos en grupos de 3 (5 grupos)

© Posta en comun dos 5 grupos en cada apartado. Habera discusion. opinions. hipoteses.
preguntas, demanda de informacién adicional

Descricion: datos da explotacion

Tratase dunha explotacién de vacun, propiedade de “O Ruzo”, sifuada na Terra Cha
(Provincia de Lugo) con 25 vacas frisoas de leite. O nimero de cabezas é elevado
considerando a media na Comunidade Auténoma de Galicia (14 cabezas).

Animais:
* 25 vacas reprodutoras
* 5 xatos de reposicion

* 1 tenreiro (véndese ao pouco de nacer)

* Non entrada de animais no ultimo ano
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Alimentacion e bebida de vacas e xafos:
* Penso
* Silo
* Herba seca. forraxe
+# Na primavera. saida a pasto (diferentes plantas: sorgo. leguminosas.
compostas)
+ Existe un pozo situado na explotacion, que fornece a auga de bebida
+ Bebedoiro de regato en pastos

Outros xerais datos da explotacion:
* Pozo negro proximo
* Ademais. na contomna dos pastos danse practicas de cultivo con abonos
* Muxo en sala con hixiene adecuada
* Sala de partos
* Hixiene xeral das instalacions adecuada
* Recentemente pintouse o valado da leira. enreixados. portas, ...
* Nun apartado da granxa hai un despezamento de vehiculos de motor

Datos epidemioloxicos:
Chamanos o gandeiro porque a hora de sacar os animais a0 pasto na primavera
observa que todos os animais que sairon ao pasto presentan a hora seguinte:
¢ Accion irritante que cursa con salivacion. diarrea e dor abdominal. xunto con
emision frecuente de ourifios
4 Presentan. ademais, dispnea. taquicardia, tremores musculares, mucosas
cianoticas
¢ Un animal morre as poucas horas observandose., sangue “achocolatada™.
cianoses xeneralizada, edema e dexeneracion graxa de figado

Preguntas:
1. A vista destes datos. que enfermidades pensas que poderian ser a causa do brote?.
Indica os “prol” e os “contra” de cada unha.
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2. Para confirmar ou descartar as tias sospeitas. sinala as mostras para remitir € as
analiticas para solicitar.

- Mostras: augas, forraxes. penso. contido rumen, feces, ourifios. sangue.

- Datos-Resultados:
- Contido de nitratos (auga do regato) 500 mg/L
- Contido de nitratos (soro) 150 pg/'L
- Contido de nitritos (soro) 1.5 ug'L
- Rumen plantas leguminosas
- Feces negativo Salmonella
- Frotis negativo (GR-granl. basofil.)
- Metahemoglobina 40 %
- Cultivo de sangue negativo
- Cultivo de ourifios negativo
- Encimas: ALAD negativo

3. Indicacion: se non solicitan as probas adecuadas, volver reformulalo desde o
principio e iniciase o ciclo. En caso contrario. o punto 4.

4. Unha vez confirmada a intoxicacion, que medidas aplicarias nesta explotacion para
solucionar o problema. por unha banda. mellorar o estado de saude dos animais

enfermos e por outro para evitar a aparicion de novos brotes na explotacion.

Posta en comin sobre a toma de decisions:
o Tratamento terapéutico con azul de metileno
o Tratamento preventivo:
-Non saidas a pasto temporalmente para evitar o consumo de plantas que
acheguen nitratos (sorgo. leguminosas. compostas) e dado que a fonte

contaminacion estaba na auga evitar que cheguen ao rio.

Sospeita de intoxicacions por:
- Monoxido de carbono
- Cloratos
- Chumbo
- Nitratos/Nitritos
- Cianuros

Diagnostico diferencial.
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Anexo |l

DETERMINACION CUANTITATIVA DE NITRATOS

Fundamento:

A concentracion de nitratos habitualmente atopada na auga adoita ser baixa. salvo
cando contefien refugallos agricolas derivados de actividades como o abonado ou por
contaminacion urbana (augas negras). A auga de choiva. tameén pode conter nitratos.
que se forman por reaccion entre o 6xido de nitroxeno e o amoniaco da atmosfera. A
toxicidade deses compostos esta en relacion ao seu indice de reducion a nitritos. Dita
reducion pode ser levada a cabo por bacterias. proceso que ten lugar en nenos menores
de 4 meses e no rumen dos ruminantes.

O unico sintoma provocado polos nifratos per se € un efecto diurético de tipo
osmotico.

Polo que respecta aos nitritos. poden aparecer nas augas. Xa sexa pola oxidacion do
amoniaco, Xa sexa pola reducion bacteriana ou non dos nitratos. Das augas
que contefian nitritos débese desconfiar da sia potabilidade pois a sia presenza indica
unha polucion coa consecuente carga de microorganismos patoxenos.

Nas augas subterraneas podense atopar nitritos como consecuencia da existencia dun
medio redutor. A sua toxicidade débese a sua accion metahemoglobinizante e
hipotensiva. presentando ademais efectos carcinogénicos pola posibilidade
de reaccionar coas aminas bidgenas e producir asi nitrosaminas.

Material e instrumental:
- Espectrofotometro UV/VIS
- Cubeta de cuarzo

- Pipetasde 1 e 2mL
- Matraces de 25 mL

Método operativa:

Emprégase o método de absorcion ultravioleta, que xunto co método de reducion

por cadmio e o de eléctrodo selectivo de nitratos, constifien as tres técnicas mais
difundidas na actualidade. Elixese este método por ser inmediata a determinacion e por
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estar comprendido o rango optimo de medidas entre os valores medios das augas de
consumo publico. Neste método o i6n cloruro non presenta interferencias.

Tratanse 25 mL de auga a analizar con 0.5 mL de HCI IN e efectianse as medidas
da absorbancia a 220 nm. correspondente aos nitratos, e a 275 nm. para obter a
interferencia debida a materia organica (a esta absorbancia o ion nitrato non absorbe).

O valor cero de absorbancia obtense coa auga destilada sometida ao mesmo
tratamento (branco).

Calculo:

Para obter a absorbancia debida 4 concentracion de nitratos presentes na mesma
réstase o dobre da lectura da absorbancia a 275 nm da lectura da absorbancia a 220 nm.
Posteriormente, calculase a concentracion de nitratos mediante a ecuacion obtida ao

axustar a curva patron por minimos cadrados no programa informatico excel.

Nota:
Cando a absorbancia medida € superior a 0.998, débense diluir as mostras ata que as
stias absorbancias estean comprendidas no rango correspondente a curva de calibrado.

Reactivos:
= Disolucion patron de nitrato potasico. Disolver 0,7218 g de nitrato potasico en 1 L de
auga destilada. [KNO;]=7.14 x 103 M.

= Acido clorhidrico 1 N: 82.78 mL de HCI de densidade 1.19 g/mL e a0 37%. enrasar
con auga destiladaata 1 L.

= Auga destilada.
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Recta de calibrado:

Nunha serie de matraces preparanse  distintos  patrons  con
concentracions cofiecidas de nitrato potasico e midense os valores da absorbancia a
220 e 275 nm. usando unha cubeta de cuarzo de 10 mm.

N° | KNO; | HO | HCl1 | NOy (mg/L) | Axo | Asrs Abs = Ao-2A7s
1 1.0 24 0.5 17.36
2 0.5 245 0.5 8,69
3 0.25 2475 | 05 434
4 015 | 2485 | 05 2.60
5 0.05 2405 | 05 0.87
Branco 0.5 -
(auga destilada, 25 mL)
Problema 0.5 -
(auga problema. 25 mlL)

Resultados:
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