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RESUMO

ANEMIA HEMOLITICA EM BOVINOS DE CORTE EM SISTEMA DE CRIACAO
EXTENSIVA EM MATO GROSSO E RONDONIA

Casos de anemia hemolitica em bovinos de corte em sistema de criacao
extensivo em Mato Grosso e Rondonia séo acompanhados desde 2008. Os animais
acometidos apresentavam fraqueza, mucosas palidas ou ictéricas, urina enegrecida,
depresséo e anorexia. Esse quadro muitas vezes evoluia para morte, principalmente
guando os animais eram movimentados. Durante esse periodo aproximadamente
429 bovinos morreram em nove surtos. A morbidade apresentou valores de até
67,11% e a mortalidade chegou a 50%. Foi realizada investigagao para as principais
causas infecciosas, bem como para 0s possiveis agentes toxicos relatados como
causadores de anemia hemolitica em bovinos. Ndo se observou nas propriedades
acompanhadas nenhuma doenca infecciosa ou planta ja descrita no Brasil como
causadora de anemia hemolitica em animais de interesse pecuario no momento das
investigacdes dos surtos. Apesar da etiologia desses casos ainda ndo ser
conhecida, as evidéncias epidemiolédgicas, clinicas e patolégicas da doenca
sugerem que a mesma seja causada por uma planta téxica ainda ndo conhecida de
acdo hemolitica, presente nas propriedades acometidas, mas que ainda nao foi

confirmada experimentalmente.

Palavras-chaves:hemoglobinuria, doenca hemolitica, intoxicacéo.



ABSTRACT

HEMOLYTIC ANEMIA IN BEEF CATTLE IN SYSTEM EXTENSIVE FARMIN IN
MATO GROSSO AND RONDONIA.

Cases of hemolytic anemia in beef cattle in a extensive breeding system in
Mato Grosso and Rondonia have been monitored since 2008. The affected animals
presented weakness, pale or icteric mucosas, blackened urine, prostration and
anorexia. The outcome of these cases often is death, principally if the animals are
forced to walk. Approximately 429 cattle died in these outbreaks andin some of
these, mortality rates ranged from 0.26 to 50%. Infectious causes and some toxic
causes of hemolytic anemia in bovines were investigated.
After histopathological examinations, special coloring, hematology, biochemistry and
molecular tests, were excluded the possible causes. Any plant ready described in
Brazil as cause of hemolytic anemia in animals from livestock interest was observed
in thosefarms. Although the etiology of these cases is not yet known, clinical and
pathological evidences of the disease suggested that it is caused by a toxic plant of
hemolytic action, present in the affected properties, but not yet confirmed
experimentally.

Keywords:hemoglobinuria, hemolytic plant, poisoning.
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1. INTRODUCAO

Anemia hemolitica é a destruicdo prematura de hemacias sem o aumento da
taxa de reposicdo (FRY & MCGAVIN 2013) e é classificada em funcdo do
mecanismo de hemodlise, localizacdo (intravascular/extravascular), fisiopatologia
(imunes/nao imunes) e dependendo da velocidade de instauragdo (agudas/cronicas)
(Piqueras et al. 2016). Anemia hemolitica se caracteriza clinicamente por dispnéia,
intoleradncia ao exercicio, palidez das mucosas, aumento da frequéncia cardiaca,
hemoglobinemia, ictericia, hemoglobinuria, febre e depressao (LOPES et al., 2007).
Dentre as causas de anemia hemolitica em bovinos destacam-se as doencas
infecciosas, como leptospirose, babesiose, tripanossomiase, anaplasmose e
hemoglobindria bacilar (RIET-CORREA et al., 2001;SCHILD et al., 2008;CADIOLI et
al., 2012; SILVA et al., 2013; NUGEM, 2015; SILVA, 2015), as toxicas como a
intoxicacao por cobre (NETO et al., 2014) e por plantas toxicas. Brachiaria radicans,
tanner-grass, € uma forrageira utilizada para ruminantes, presente em quase todo o
territério nacional e que tem sido relatada como causadora de quadros de anemia
hemolitica nos estados de Sao Paulo e Santa Catarina (ANDRADE et al., 1971,
ROSENFELD et al., 1971; GAVA et al., 2010). Ainda em Santa Catarina, foi relatado
um surto de intoxicacdo por Allium cepa em bufalos com quadro de anemia
hemolitica (BORELLI et al., 2009). No Brasil, h&a relatos ainda de intoxicagdo por
Ditaxis desertorum, com importancia limitada ao Estado da Bahia (TOKARNIA et al.,
1997; TOKARNIA et al., 2012) e Indigofera suffruticosa, popularmente conhecida
como “anil”, que causa intoxicagdes em bovinos na regido nordeste do pais
(FIGUEIREDO et al., 2012). Fora do Brasil foram relatadas intoxica¢cdes de bovinos
por Brassica napus nos Estados Unidos, Canad4, Gra-Bretanha e Irlanda; de
bovinos e ovinos por Brassica oleracea var. acephala nos Estados Unidos e Gréa-
Bretanha e de bovinos por Allium canadense e Allium schoenoprasm nos Estados
Unidos (BURROWS&TYRL, 2013). Casos de intoxicagdo por Acer rubrum (“red
maple”) foram descritos nos Estados Unidos em alpacas (DEWITT et al.,2004),
equinos (ALWARD et al., 2006) e zebras (WEBER & MILLER, 1997). Uma
enfermidade de carater hemolitico tem sido frequentemente observada em bovinos

de criacdo extensiva, desde o ano de 2008 nos estados de Mato Grosso e
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Rondbénia. Nenhuma das causas conhecidas de doenca hemoliticas foram
identificadas e evidéncias indicam como causa uma planta téxica ainda n&o
identificada. Diante disso, 0 objetivo deste estudo € descrever 0s aspectos
epidemioldgicos, clinicos e anatomopatologicos da doenca hemolitica que acomete
bovinos em surtos acompanhados pela equipe do Laboratério de Patologia
Veterinaria (LPV) e Laboratério de Patologia Animal (LAPAN) da Universidade

Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus Cuiaba e Sinop, respectivamente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anemia

A anemia é a diminuicdo da massa de glébulos vermelhos circulantes,
levando a diminuicdo na capacidade de transporte de oxigénio (VALLI et al., 2016;
COTRAN & COLLINS, 1999). Entre as causas de anemia esta a destruicdo
prematura de eritrocitos (hemolise), podendo ser categorizada como leve, moderada
ou acentuada de acordo com os valores de hematdcrito encontrados. Os sinais
clinicos sao referentes a diminuicdo do pigmento de hemoglobina, diminuicdo da
capacidade de transporte de oxigénio e diminuicdo da viscosidade sanguinea (VALLI
et al., 2016, FRY& MCGAVIN, 2013). Anemia hemolitica é a destruicdo de hemacias
sem aumento da taxa de reposicdo (FRY&MCGAVIN, 2013) e é classificada de
acordo com o mecanismo de hemodlise, localizacdo (intravascular/extravascular),
fisiopatologia (imunes/ndo imunes) e dependendo da velocidade de instauragéo
(agudas/crénicas) (PIQUERAS et al., 2016).

Na hemolise intravascular, a destruicdo das hemacias ocorre no interior da
circulacdo sanguinea ocorrendo a ativacdo do complemento e é caracterizada pela
presenca de eritrocitos fantasmas, hemoglobina livre no plasma, hemoglobinuria e
hemossiderose nas células tubulares renais por acumulo de hemoglobina filtrada
reabsorvida (VALLI et al., 2016; PIQUERAS et al., 2016). Na hemdlise extravascular
a destruicao é fora dos vasos, acontecendo principalmente no bago pelo mecanismo
fagocitico mononuclear (PIQUERAS et al., 2016).
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2.2 Causas toxicas de anemia hemolitica

2.2.1 Intoxicacéo por cobre

Os ruminantes em geral e, 0s ovinos em particular sdo bastante sensiveis a
intoxicagdo por cobre, devido a incapacidade de eliminagdo biliar do cobre,
permanecendo armazenado no figado ap6s da absorcdo (DIAZ et al. 2015). A
intoxicacdo ocorre de forma aguda e de forma crénica, com predominio da forma
cronica, onde ha a deposicdo do mineral principalmente em érgdos como figado,
principal 6rgdo envolvido no metabolismo desse mineral e o sistema biliar como a
principal rota de excrecdo (ANTONELLI et al. 2010; NETO et al. 2014). No Brasil a
intoxicacdo por este mineral ocorre principalmente em ovinos, tendo como maior
fator causal a ingestdo de racdes para bovinos, com predominio desses casos na
regido Sul do pais (ANTONELLI et al. 2010). Quando o cobre ingressa no
citoplasma, este elemento representa um risco para a célula, podendo causar dano
oxidativo e crise hemolitica que pode surgir meses apés o inicio da deposicéo
(DiAZet al. 2015). As lesdes mais comuns encontradas em casos de intoxicagio sao
a necrose hepatica e crise hemolitica, com ictericia e hemoglobindria, seguida de
bloqueio dos tubulos renais, havendo aumento de volume do rins e morte subita
(SUTTLE, 2010).

2.2.2 Plantas téxicas hemoliticas no Brasil

2.2.2.1Brachiaria radicans

O género Brachiaria ou Urochloa spp. compreende cerca de 100 espécies
distribuidas pelas regifes tropicais e subtropicais, em habitats variados e com as
principais espécies de importancia econdmica nas Ameéricas, sendo originarias da
Africa do leste (DO VALLE et al. 2009). Brachiaria spp. sdo as forrageiras com maior
importancia na pecuaria brasileira, mas possuem um fator limitante para sua
utilizacdo que é a sua toxicidade (RIET-CORREA et al. 2011). A Brachiaria radicans,

conhecida também como capim Tanner grass ou capim braquiaria-do-brejo, ocorre
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em locais encharcados e as margens de lagos e rios (SOARES FILHO, 1996). Por
ter 6tima palatabilidade é ingerida em grande quantidade pelos bovinos, ha casos de
intoxicacdo na Costa Rica (VILLALOBOS et al. 1981) e no Brasil, no estado de Séo
Paulo e de Santa Catarina (ANDRADE et al., 1971; ROSENFELD et al., 1971; GAVA
et al, 2010). A forma grave da intoxicagdo experimental e esponta-
nea soO foi observada em animais que ingeriram a planta oriunda de solos férteis
(turfosos) e como 100% da dieta. Diferente do que ocorre nas demais doencas que
levam a anemia hemolitica, a febre e ictericia ndo ocorrem com a intoxica¢éo por B.
radicans. O principio téxico ndo esta definido, mas ha hipotese de um mecanismo

semelhante ao que ocorre na intoxicacao por Brassica sp.(GAVA et al., 2010).

2.2.2.2Ditaxis desertorum

Ditaxis desertorum da familia Euphorbiaceae, estd presente no estado da
Bahia como planta invasora de areas de cultivo e é facilmente consumida pelo
gado.Casos de intoxicacdo ocorrem geralmente ap6s o0 més de maio na regido oeste
da Bahia,quando a planta permanece verde durante a seca e 0s primeiros casos de
intoxicacdo sdo observados apos 8 dias de pastejo (RIET-CORREA et al., 2011). A
toxidez da planta foi confirmada experimentalmente em bovinos por Tokarnia et al.,
(1997), com a reproducdo de dois quadros clinico-patoldgicos diferentes: um de
hemogloninemia por acdo hemolitica, e outro de célica devido ao efeito caustico,
acontecendo de acordo com a dosagem fornecida. Os achados de necropsia se
concentraram mais no aparelho disgestivo, e s&o caracterizados por edema e
avermelhamento de mucosas, ndo observando ictericia. As principais alteracdes
histol6gicas ocorrem no figado e rins e sdo muitosemelhantes a outros casos de
anemia hemolitica por outras causas ja relatadas em bovinos, mas o principio ativo
ainda permanece desconhecido (TOKARNIA et al.,, 1997; RIET-CORREA et al.,
2011).

2.2.2.3 Indigofera suffruticosa
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Indigofera suffruticosa pertence a familia Papilionoideae e é pouco exigente
qguanto a qualidade de solos (ALZUGARAY & ALZUGARAY,1988; LORENZI,2000).

Essa planta € encontrada em abundéncia em grandes areas do semi-arido do
nordeste do Brasil, € também responsavel por quadros de anemia hemolitica em
bovinos. Os casos ocorrem em poucos dias ap0s a introducdo dos bovinos na
pastagem, principalmente em anos com alta pluviosidade, quando ha proliferacéo e
invasdo desta planta em pastagens nativas (TOKARNIA et al., 2002; RIET-CORREA
et al., 2011).

Aparentemente apresenta boa palatabilidade, afetando animais de idades
variadas, com taxa de mortalidade de aproximadamente 50% (TOKARNIA et al.,
2002). Sua toxicidade no Brasil foi confirmada por casos de intoxicacdo natural de
bovinos na Paraiba (SALVADOR et al., 2010). Reproducédo experimental foi
realizada em bovinos no Ceara (BARBOSA NETO et al., 2001), em caprinos e
ovinos (FIGUEIREDO et al., 2012), e também em cobaios (Cavia porcellus) na
Paraiba (SALVADOR et al., 2011). Os sinais clinicos, macroscopia e microscopia
sao tipicos de anemia hemolitica, mas notou-se que antes da crise hemolitica os
bovinos apresentavam a urina de coloracéo verde azulada (BARBOSA NETO et al.,
2001). O principio toxico ainda nao é conhecido (RIET-CORREA et al., 2011).

2.2.2.4 Allium spp.

Com cerca de 700 espécies,o0 género Allium apresentadistribuicdo
cosmopolita.Allium schoenoprasum tem distribuicdo circumboreal na América do
Norte e Allium canadense € presente na parte oriental do continente (BURROWS E
TYRL, 2013).

Problemas séo relatados,frequentemente,quando s&o utilizados residuos ou
excedentes de producdo na alimentacdo de bovinos e ovinos, ou quando sao
adicionados em alimentos de animais de estimacdo para conferir efeito
palatabilizante (LAZARUS & RAJAMANI, 1968; HUTCHISON, 1977; RAE, 1999;
VAN DER KOLK, 2000; BORELLI et al., 2009; BURROWS E TYRL, 2013). Os
efeitos toxicos sdo cumulativos e a intoxicacdo geralmente continua apos a ingestéao
repetida de grandes quantidades (BURROWS E TYRL, 2013). H& variagdo na
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sensibilidade para formacdo de corpusculos de Heinz entre espécies, com caes,
gatos, bovinos, bubalinos e suinos sendo mais sensiveis (FENWICK
&HANLEY, 1985; YAMATO & MAEDE, 1992; OSTROWSKA et al., 2004). Ovinos
sao menos sensiveis e sdo acometidos, geralmente, quando se encontram pastando
em lugares onde héa cultivo comercial de cebola (ASLANI et al., 2005). Cavalos séo
pouco sensiveis como demonstrado em experimentos realizados por Pearson et al.
(2005) e Valle et al. (2006).

No Brasil, relato de intoxicacdo em bufalos d’agua (Bubalus bubalis) foi
descritopor Borelli et al. (2009) em Santa Catarina, no qual cinco bufalos morreram
apos a ingestdo de grande quantidade de cebolas. Quatro vacas, um bezerro e um
touro da mesma fazenda também foram afetados, mas ndo morreram. Os sinais
clinicos, achados de necropsia e histologia foram semelhantes & casos de anemia
hemolitica por outras plantas. Ictericia n&o foi observada (BORELLI et al., 2009). Os
achados sdo associados a metemoglobinemia grave tipicos de anemia
hemolitica,além de abortos, odor de cebola na respiracdo e nas fezes (HARVEY &
RACKEAR, 1985; VAN DER KOLK, 2000; FIGHERA et al., 2002; NOTOMI et al.,
2004; ASLANI et al., 2005). Os principios téxicos envolvidos na intoxicacdo por
cebola e alho séo os dissulfetos n-propildissulfeto, S-metil e S-pro(en)nyl cisteina
sulféxidos (SMCO) derivado de aminoacidos (HARVEY & RACKEAR, 1985; BLOCK,
1992; SELIM et al., 1999; YAMATO et al., 1999).

2.2.3 Plantas hemoliticas em outros paises.

2.2.3.1Brassica spp.

As plantas do géneroBrassicasdo comumente conhecidas por mostarda
(Brassica alba), repolho (Brassica oleracea var. capitata), nabo (Brassica rapa
subsp. rapa) e couve (Brassica oleracea), e tem distribuicdo mundial (WARWICK,
2010).A intoxicacdo se da através da ingestdo em alta proporcdo por periodos
prolongados, havendo maior toxidez em plantas maduras. A toxina responsavel por
causar anemia hemolitica com corpusculo de Heinz éo sulfoéxido de S-metilcisteina

(SMCO) (PETROVSKI, 2015).A anemia € mais grave em bovinos, com inicio cerca
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de 3 semanas apdés o consumo, podendo o quadro se estabilizar ou ocorrer a
recuperagdo com a retirada da planta.A principal manifestacéo € a coloracéo escura
da urina,ndo havendo outros sinais clinicos na maioria dos casos. Osachados de
necropsia e histologia sdo semelhantes aos causados por outras plantas de acao
hemolitica(BURROWS&TYRL, 2013).

2.2.3.2 Acer rubrum

Obordo (ou “red-maple”) € encontrado em todo o leste dos Estados Unidos,
Canadé até a Florida e o Texas (BURROWS & TYRL, 2013). Em cavalos, alpacas,
poneis e zebras o consumo do bordo vermelho provoca metahemoglobinemia e
formacdo de corpusculos de Heinz (ALWARD et al., 2006; BURROWS & TYRL,
2013).0s ruminantes parecem ndo ser sensiveis a toxina (DEWITT et al., 2004).
Embora ndo se conheca o principio toxico e seu mecanismo de acdo, o efeito
oxidativo de Acer rubrum causa maior formacdo de metahemoglobinemia,
afetandoaté 50% da hemoglobina circulante (CORRIHER et al., 1999;BURROWS E
TYRL, 2013). Os sinais clinicos, achados laboratoriais, assim como o0s
macroscopicos e microscopicos sao caracteristicos de anemia hemolitica que
semelhante ao que ocorre devido a outros inUmeros agentes, sendo importante

sempre fazer o diagnéstico diferencial (PLUMLEE, 2003).

2.3 Causas infecciosas

2.3.1 Babesiose

Babesias séo protozoarios eritrocitarios obrigatorios, e pertencem ao género
Babesia (LEVINE, 1971). Babesiose é importante em animais de producdo, em
regides tropicais e subtropicais mudialmente, somente erradicados na América do
Norte (SAHINDURAN, 2012; FRY &MCGAVIN, 2013). A transmissao ocorre pelo
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus,e tem como principal hospedeiro o
bovino (BOCK et al., 2004;FRY& MCGAVIN, 2013). Podem ser transmitidas entre

bovinos por via transplacentaria e por transfusdes de sangue (FRY& MCGAVIN,
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2013). B. bovisé a mais patogénica dentre as espécies que infectam os bovinos
(TAYLOR, 2010). A inoculacdo de B. bovisé realizada somente pelas larvas do
carrapato cerca de 2 a 3 dias apoés a fixacdo destas eB. bigemina é inoculada por
ninfas e adultos do carrapato apds 9 dias da fixacdo destes (RADOSTITIS et al.,
2008; MAHONEY & MIRRE, 1974; CALLOW & HOYTE, 1961). A predilecdo por
capilares viscerais de 6rgdos como rins e cérebro causa andxia por obstrucdo do
fluxo sanguineo (WHIGHT et al.,1989) podendo causar sinais clinicos nervosos
(TAYLOR, 2010).

No Brasil,surtos de Babesiose cerebral ocorrem com mais frequéncia em
bovinos adultos e em areas de instabilidade enzodtica como a regido Sul, onde ha
prevaléncia detaurinos, com alguns autores por vezes sugerindo que o fator causal
seja a falta de imunidade por auséncia de contato prévio com o vetor(RODRIGUES,
2005; SCHILD et al., 2008; ANTONIASSIet al., 2009; LOUREIRO et al., 2010).

Casos semelhantes foram descritos na Paraiba por GALIZA et al. (2010) e em
Sédo Paulo por SantaRosa et al., (2013).Estudos divergem quanto a resisténcia a
babesiose entre Bos indicus e Bos taurus (JONSSON et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2008; PIPER et al., 2010) e Giglioti, (2013) sugere que outros fatores além do grupo
genético estdo relacionados a resisténcia a babesias. Os sinais clinicos sdo de
anemia hemolitica com hemoglobindria (tipica na infeccdo por B.bigemina) e a
patogenicidade varia de acordo com a amostra e tamanho do inéculo (RADOSTITIS
et al., 2008; FARIAS, 1995; TAYLOR, 2010). Sinais menos comuns incluem edema,
ascite, disfuncdo do sistema nervoso central, falha renal, rabdomidlise, estomatite e
gastroenterite (FRY& MCGAVIN, 2013).

Na necropsia e no histopatolégico os achados sao tipicos de anemia
hemolitica e podem incluircongestdo da substancia cinzenta do encéfalo com
presenca do parasita no interior de capilares (SCHILD et al., 2008;FRY& MCGAVIN,
2013; RODRIGUES et al., 2005; ANTONIASSI et al., 2009). O exame microscopico é
o0 método diagnostico padraoquando bovinos clinicamente afetados sdo examinados
(COSTA-JUNIOR et al., 2006). O ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
permite a deteccdo de anticorpos anti-babesia e € o método de diagndéstico indireto
mais utilizado (MACHADO etal., 1997). A PCR (Reacdo em cadeia da polimerase)

apresenta alta sensibilidade e especificidade e possibilita detectar a presenca do
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parasita em um numero maior de animais (RADOSTITIS, 2008; BILHASSI, 2016). A
gPCR é uma técnica que pode ser utilizada no estudo da babesiose com finalidades
para estudo genético quantitativo, na resposta a medicamentos e para avaliacao de
prevaléncia (SANTANA, 2016).

2.3.2 Anaplasmose

Anaplasmose € uma doenca endémica em bovinos de regifes tropicais e
subtropicais pelo grande nimero de vetores. E causada pelas rickettsias Anaplasma
marginale e A. centrale (KOCAN et al., 2010). De maior importancia patogénica para
bovinos destaca-se A. marginale (VIDOTTO & MARANA, 2001). Sao parasitas
intracelulares e causam infeccao através de vetores biologicos como artrépodes e
carrapatos da familia Ixodidae e moscas da familia Tabanidae, vetores mecanicos
diversos, transfusdes de sangue e por via transplacentaria (RADOSTITIS et al.,
2002a;KOCAN et al.,, 2010; GIRARDI et al., 2012). Em funcdo da elevada
casuistica,existe no Brasil estudos sobre a prevaléncia do agente com variacdes de
acordo com a espécie e regido estudada(BARROS et al., 2005; JUNIOR et al.,
2008;CORREA et al., 2011;COSTA et al., 2013; DA SILVA et al., 2013;SOUZA et al.,
2013; CANEVER et al., 2014;Da SILVA et al., 2015;SILVA et al., 2015).

Os sinais clinicos sdo de anemia hemolitica extravascular e a hemoglobinuaria
€ observada em casos em que ha infeccdo concomitante por babesias
(RADOSTITIS et al., 2002b; BOCK et al., 2004;KOCAN et al., 2010). Os achados de
necropsia e histolégicosséao tipicos de doenca hemolitica (FRY& MCGAVIN, 2013).
O diagnoéstico pode ser realizado através do esfregaco sanguineo corados por
Giemsa, e apresenta limitagdes de acordo com a fase em que o parasita se encontra
(OKASI et al., 2002; CARELLI et al., 2007). As técnicas sorologicas de ELISA e PCR
sdo bastante utilizadas em estudos epidemiolégicos e como medidas profilaticas
(SOUZA et al., 2000; SOARES, 2000; OSAKI et al., 2002;BOCK et al., 2004)com a
PCR apresentando maior sensibilidade e usada para identificar animais com baixos
niveis de parasitemia (FRY& MCGAVIN, 2013).

2.3.3 Leptospirose
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A leptospirose é causada por bactérias moveis, delgadas, espirais e gram-
negativas (LEVETT& HAAKE, 2010), existindocerca de 25 sorogrupos patogénicos
antigenicamente e mais de 250 sorovariedades(CIANCIOLO & MOHR, 2016). Se
mantém na natureza por infecgdo renal cronica de animais portadores, como
roedores (principais), pequenos mamiferos, animais de producdo e domeésticos
(LEVETT& HAAKE, 2010). Os reservatérios naturais de leptospiras patogénicas em
animais que sobrevivem a infeccdo sdo os tubulos contorcidos proximais do rim eo
trato genital (CIANCIOLO & MOHR, 2016). Ambientes quentes e Umidos e solos
alagados sao ideais para a sobrevivéncia das leptospiras por semanas ou até
meses.

A porta de entrada € por membranas mucosas, abrasdes de pele, inalacdo de
aerossois, contato com urina, descargas de aborto, leite, placentaria e de forma
venérea(FRY& MCGAVIN, 2013; CIANCIOLO & MOHR, 2016; LOUREIRO et al.,
2016). No Brasil a zoonose € endémica e de maior ocorréncia em épocas chuvosas
(CASTRO et al., 2011) com a prevaléncia alta no Maranhdo (SILVA et al., 2011,
PAIXAO et al., 2016), Sdo Paulo(LANGONI et al., 2000), Amazénia(HOMEM et al.,
2001; AGUIAR et al.,, 2006), Mato Grosso do Sul(PELLEGRIN et al., 1999;
FIGUEIREDO et al., 2009), Goias (JULIANO et al., 2000), Minas Gerais(SILVA et al.,
2016), Paraiba (LAGE et al., 2007), Pernambuco(OLIVEIRA et al., 2001; ROLIM,
2013) eRio de Janeiro(LILENBAUM & SOUZA, 2003).0s sinais clinicos sdode
hemdlise e incluemhemoglobindria, hematiria com ou sem a presenca de coagulos
de sangue no trato urinario, dispneia e ocasionalmente meningite. Os pulmdes
podem estar palidos e edemaciados, e pode haver lesbes de hipdxia em rins e
figado (CIANCIOLO & MOHR, 2016). Entre os achados macroscépicos e
microscopicos inclui-se hemorragia hepatica e os rins podem apresentar nefrite
intersticial cronica e ativa (FRY& MCGAVIN, 2013;CIANCIOLO & MOHR, 2016).
Leptospiras sdo vistas em grande numero no figado apds coloracdo especial com
Prata como Warthin-Starry (FRY& MCGAVIN, 2013). Métodos molecularescomo a
PCR séo rapidos e sensiveis, realizados a partir de amostras de urina ou tecido,

mas nao sdo aplicaveis universalmente a todos os serotipos(LEVETT, 2001).
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2.3.4 Tripanossomiase

A tripanossomiase € causada por Trypanosoma (Dutonella) vivax e afeta
principalmente ungulados domésticos e selvagens (BOWMAN, 2009; BATISTA et al.,
2012). A transmissdo na América do Sul pode ocorrer através de insetos
hematéfagos (espécies Tabanidae e Stomoxydae) ou artificialmente por agulhas
contaminadas (SILVA et al., 2004; BATISTA et al.,, 2008). No Brasil a primeira
infeccdo natural por T. vivax foi relatada no Estado do Para em Bufalos ( LOSOS &
IKEDE, 1972), posteriormente em bovinos no Pantanal do Mato Grosso (SILVA et.al.
1996), pantanal do Mato Grosso do Sul (DAVILA & SILVA, 2000), sertdo da Paraiba
(BATISTA et al., 2007), Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008; CUGLOVICI et al.,
2010) e Sao Paulo (CADIOLI et al., 2012). Infecgcdes em bovinos sao esporadicas
em areas endémicas do Brasil como o pantanal, mas o parasita esta se difundindo
em todo territério nacional principalmente nas regiées Sul e no Nordeste, causando
doenca em bovinos, cabras,ovelhas e mais raramente em cavalos (BATISTA et al.,
2007; DA SILVA et al., 2011; CADIOLI et al., 2012).

Os sinais clinicos sdo de anemia sem hemoglobinuria, perda de peso,
anorexia, depressao, hipoglicemia, e sinais nervosos caracterizados por
incoordenacdo, tremores musculares, salivacdo, nistagmo, tetania, bruxismo,
cegueira transitoria ou permanente, e hipermetria.(COETZER et al., 1994; GARCIA
et al., 2006; BATISTA et al., 2007; CADIOLI et al., 2012). Os achados de necropsia
mostramaumento de linfonodos, bacgo, hidropericardio, petéquias e equimoses no
epicardio (BATISTA et al., 2008). Histologicamente os achados sdo de hiperplasia
de foliculos linfoides em baco e linfonodos, eritrofagocitose e hemossiderose,
meningite e encefalite, por vezes malacia.

Figado com infiltrado inflamatério mononuclear nos espacos porta, hiperplasia
das células de Kupffer, necrose centrolobular moderada e
hemossiderose(RODRIGUES et al.,, 2005; BATISTA et al.,, 2008). A analise de
sangue fresco corado por Panético rapido através de microscopia direta é um
método de diagnostico adequado na fase aguda da doenca (CARVALHO et al.,
2008), ja na fase cronica da doenca pode-se fazer a deteccdo de anticorpos de T.

vivax pelo método de Imunofluorescéncia indireta (SILVA et al., 2004; ABRAAO et
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al., 2009). Avaliacbes sorologicas através de ELISA, técnicas de coloracdo por
Imunohistoquimica (IHQ) e técnicas moleculares de PCR também podem ser

realizadas para deteccéo de anticorpos do parasita (RODRIGUES et al., 2005).

2.3.5 Hemoglobinuaria bacilar

A hemoglobinuria bacilar chamada de “Red Water Disease”, € uma doenca
hemorragica que acomete bovinos e pequenos ruminantes através da acdo das
toxinas B e fosfolipase C doClostridium haemolyticum(CARTER et al., 1995;
GOMES, 2012).

A doenca causa necrose, hemdlise intravascular macica e lesdo capilar
(CARTER, 1995; HAUER, 2004; GOMES, 2013). Regides umidas, baixas ou com
drenagem insuficiente, e que contém caramujos do género Lymnaea (hospedeiro
intermediario de fasciola hepéatica) sédo propicias, com a doenc¢a endémica na regiao
Sul do Rio Grande do Sul (SCHILD, 2007; GOMES, 2013; ESTIMA-SILVA et al.,
2016). As bactérias se propagam através de inundacbes, fezes de animais
portadores, restos de carcacas de carnivoros e fenos contaminados. A entrada da
bactéria no figado é através de injuria hepatica (CULLEN & MACLACHLEN, 2001,
SCHILD, 2007; HUSSEIN, 2013). Bovinos sdo acometidos em maior intensidadee
ovinos, suinos e equinos esporadicamente (OAKS et al., 1997; LOBATO et al., 2007;
JESSE et al., 2016).A infeccdo ocorre mais em animais sadios através da ingestao
de esporos que adentram no figado e emcondi¢cdes de anaerobiose como durante
amigracdo devermes trematédeos como a fasciola hepatica ou apd6s biopsias
hepéticas, ocorre a germinacéo dos esporos e producdo de toxinas(LOBATO et al.,
2007; SCHILD, 2007; GOMES, 2013). Os sinais clinicos sdo de arqueamento do
dorso com contracdo da musculatura abdominal e dificuldade de locomocéo,
respiracdo dificultosa, febre, hemoglobindria, depressdo, anorexia, icterica,
hipotermia e morte em até 24 horas.

Na necropsia hd hemorragias intestinais, fezes sanguinolentas e com bile,
ictericia, peritonite fibrinosa, esplenomegalia, urina avermelhada, areas de infarto
circulares no figado de 5 a 20 cm, odor fétido e coloracdo palida do figado,

hemorragias em membranas serosas, tecido subcutdneo e em 0rgdos
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parenquimatosos (OAKSetal.,, 1997; SCHILD,2007; SHINOZUKA et al., 2011,
GOMES, 2013). Histologicamente no figado h&a necrose de coagulacéo circundadas
por uma linha hemorragica, e ao centro neutréfilos degenerados e bacilos Gram
positivos. Nota-se ainda eritrofagocitose de células de Kupffer, necrose de
coagulacao do epitélio tubular renal, hemorragia e edema na pelve renal(OAKSet al.,
1997;HUSSEIN, 2013). Para fins diagndsticos os esfregagcos de lesGes hepéticas
sdao melhores para a realizacdo de coloracdo de Gram e provas de
Imunofluorescéncia. Pode-se fazer ainda a deteccdo da toxina ou isolamento do
agente em amostras de sangue ou tecido, e analise molecular por PCR
(SHINOZUKA et al., 2011; GOMES, 2013).

3. MATERIAL E METODOS

No periodo de 2008 a 2016 nove surtos de doenga hemolitica em bovinos
foram acompanhados pelas equipes do LPV-UFMT e do LAPAN-UFMT, com oito
destes ocorrendo no Estado de Mato Grosso e um em Ronddnia. As propriedades
em que ocorreram 0s surtos foram enumeradas em ordem crescente de acordo com
a sequéncia cronologica (Surto 1 a 9), assim como 0s animais examinados (Bovino 1
a 18). Dados epidemioldgicos e clinicos foram obtidos junto aos proprietarios e/ou
meédicos veterinarios que atenderam as propriedades e em visitas realizadas pelas
equipes durante os surtos 1, 3, 4, 7 e 9. Adicionalmente, em 2016 as propriedades
foram contatadas novamente com o objetivo de avaliar os surtos e averiguar a
recorréncia da doenca. Destas, cinco propriedades (1, 3, 4, 5, 9) foram revisitadas.

Dos nove surtos acompanhados, 18bovinos foram acompanhados
clinicamente e 15 bovinos foram submetidos a necropsia. Alteracdes macroscopicas
foram anotadas e fragmentos de tecidos foram coletados, fixados em formol a 10%,
e processados pelas técnicas histologicas rotineiras (PROPHET et al., 1992),
coradas pela hematoxilina e eosina (HE) e observados em microscopia o6ptica.

Adicionalmente, foram realizadas as seguintes técnicas de coloracfes
especiais em todos o0s casos: acido rubeanico para deteccdo de cobre em laminas
histologicas de figado e rim; Warthin-Starry para deteccdo de espiroquetas de

Leptospira sp. em laminas de rim e a técnica de Perls para marcacdo de
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hemossiderina em laminas de figado e baco (PROPHET et al., 1992). Testes de
hemograma foram realizados com amostras de sangue de 8 bovinos dos surtos 4,7
e 9 através do método da contagem automatica de células, com a utilizacdo do
aparelno VET ABC-TM Micros 60, com cartdo de leitura de hematdcrito para
bovinos. Analise de esfregaco sanguineo com amostras de sangue de 14 bovinos
dos surtos 1,2,3,4,7,8 e 9foi realizada para analise morfoldgica celular e leucometria
diferencial. Esfregacos de sangue total de amostras de sangue de 14 bovinos dos
surtos 1,2,3,4,7,8 e 9foram processados pela técnica do microhematocrito
(WOO0,1970; BATISTA et al., 2008), corados com Panético, e analisados por
microscopia direta para pesquisa de Trypanosoma spp., Babesia spp. eAnaplasma
spp..

Exames séricos de ureia, creatinina e dosagem enzimatica foram
realizadoscom amostras de urina de 6 bovinos dos surtos 4 e 9 utilizando kits da
Bioclin e procedeu-se de acordo com as recomendagdes do fabricante. Amostras de
urina de 6 bovinos dos surtos 4 e 7 foram analisadas pelo método de urinalise para
observacdo de caracteres fisicos macroscopicos, pesquisa semi-quantitativa e
sedimentoscopia microscépica quantitativa, e por avaliacGes através de fita reagente
(Hemagen). A diferenciacao entre mioglobinaria e hemoglobinuria foi realizada com
amostras de urina de 4 bovinos dos surtos 4 e 8 pela técnica qualitativa do sulfato
de amoénio.Foram adicionados 2,8g de sulfato de aménio em 5 ml de urina, com
posterior centrifugacdo a 2000 rpm por 10 minutos e 5 minutos em repouso, com a
passagem de uma fita reagente (Hemagen) no filtrado (LOPES, 2007).

DNA foi extraido a partir de amostras de 250 pl de sangue pertencentes a 5
bovinos dos surtos 2, 3, 4, 5 e 9 usando o método padrao fenol - cloroférmio e
precipitacdo com etanol (SAMBROOK & RUSSELL, 2001) e também a partir de
amostras de rim, figado e baco dos mesmos bovinos, fixadas em formalina a 10% e
incluidas em parafina, de acordo com a técnica descrita por Shi et al., (2004). O
DNA obtido foi analisado em eletroforese com gel de agarose 1% e corado com
brometo de etideo (SAMBROOK et al., 1989). As amostras de DNA extraidasforam
testadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccédo de Trypanosoma
spp., Babesia spp., Anaplasma spp., e Leptospira spp.. Na deteccdo do

géneroAnaplasma foi utilizado o primer GE2'F2' e HE3 de acordo com protocolo
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descrito por Melo et al. (2016). Para o género Babesia foi utilizado o gene 18S de
acordo com o descrito por Almeida et al.(2012). Para Trypanosoma spp. o protocolo
utilizado foi de acordo com Cortez et al. (2009), utilizando o kit GFX™ PCR DNA.

Para Leptospira spp.foram utilizados os primers LipL32-45F e LipL32-286R
desenhados por Stoddard et al., (2009) que tem o gene LipL32 como alvo especifico
para leptospiras patogénicas.

4. RESULTADOS
4.1 Epidemiologia e sinais clinicos

No Estado de Mato Grosso as propriedades acometidas estdo situadas no
municipio de Juina (Surto 1 e 8), Porto dos Gauchos (Surto 3 e 4), Nova Ubirata
(Surto 5), Matupé (Surto 6), Feliz Natal (Surto 7) e Terra Nova do Norte (Surto 9).No
Estado de Rondbnia a propriedade acometida situa-se no municipio de Nova
Mamoré (Surto 2).A localizacdo dos municipios nos estados de Mato Grosso e

Rondobnia esté elucidada na Figura 1.
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Figura 1. A. Mapa do Estado de Mato Grosso. Em destaque (circulo verde) estdo os
municipios de Juina, Porto dos Gauchos, Nova Ubiratd, Matupd, Feliz Natal, e Terra
Nova do Norte. B. Mapa Do Estado de Rond6nia. Em destaque (Circulo verde) esta o
municipio de Nova Mamoré. Fonte: Mapa-base: IBGE.
Todas as propriedades se localizam nas regides do bioma Amazoénico e de
transicdo Cerrado-Amazonia e mantinham sistema de criagdo extensiva de bovinos
da raga nelore, com predominio das fases de cria e recria. Nos Surtos 1, 2, 3,5, 6 e
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7 a doenca ocorreu em bovinos mantidos em um mesmo piquete. Nos Surtos 4 e 8
0s bovinos acometidos estavam em dois piquetes e no Surto 9 os bovinos foram
mantidos em trés piquetes diferentes afetados. O tamanho dos piquetes variavam de
50 a 750 hectares. Em todas as propriedades onde ocorreram 0s surtos, 0s piquetes
eram formados por braquiaria (Urochloa spp.) com graus variados de degradacéao,
ou sem degradacao, com moderada a intensa quantidade de plantas daninhas e nas
propriedades dos Surtos 5, 6 e 9 era realizado consorcio lavoura/pecuaria. A
vegetacdo invasora era composta por plantas comuns as regibes de mata de
transicdo Cerrado-Amazonia e de Mata Amazonica, com especial destaque a planta
Pleonotoma mieloides (Figura 2). Essa planta foi observada em todas as
propriedades e com sinais de consumo pelos bovinos, mesmo quandohavia boa
disponibilidade de pastagem. Em nenhuma propriedade foram observadas plantas ja
descritas como hemoliticas como Brachiaria radicans, Allium cepa, Ditaxis

desertorum e Indigofera suffruticosa.

Figura 2: Pleonotoma mieloides em beira de

mata na propriedade do Surto 4 em Porto dos
Gauchos — MT. Pertencente a familia das
Bignoniaceae é uma planta arbustiva com
ramos glabros a esparsos-lepidoto,
tetragonal, folhas tri-ternadas,
ocasionalmente ternado-bipinadas (Gomes,

2006).
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Os bovinos dos Surtos 3, 4, e 6 foram comprados e recém introduzidos no
rebanho, e os bovinos dos demais surtos eram nativos. Ambos manifestavam sinais
clinicos com 15 a 20 dias da chegada na propriedade ou da mudanca dos piquetes.

Os sinais clinicos da doenca eram agravados apés a movimentacdo dos
animais, e a evolugdo até a morte se dava entre 1 a 5 dias. Aproximadamente 429
bovinos morreram em todos os surtos acompanhados. A mortalidade variou de 0,26
a 50%, a morbidade foi de 0,57 a 67,11% e a letalidade apresentou variacdo de 22 a
100%. Os surtos da doenga ocorreram nos meses de outubro a junho, com maior
ocorréncia no més de outubro.Proprietarios e veterinarios das propriedades
acometidas relatavam que outros casos de mortalidade com sinais clinicos
semelhante ocorreram em diversas ocasifes em propriedades vizinhas ou proximas.

Informacbes epidemiolégicas detalhadas estdo dispostas na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados epidemiol6gicos dos surtos de bovinos diagnosticados com anemia hemolitica no periodo de 2008 a 2016.

Surto Local Rebanho Bovinos Bovinos Mortalidade N° Idade Sexo Pastagem Invaséo Cons. Manejo do Més/Ano
total no lote mortos (%) necropsias (M/A) M/F plantas Lavoura/ piquete apos o primeiro
daninhas pecuéria surto diagnéstico
1 Juina-MT 600 140 12 8,57 2 3 anos 0/2 Urochloaspp. ++ Nao Rocagem Jun/2008
2 Nova 500 300 25 8,33 1 Adulto 0/1 Urochloaspp. +++ Néo Queima Out/2012
Mamoré-RO
3 Porto dos 1.400 700 40 571 1 Adulto 0/1 Urochloaspp. +++ Nao Lavoura Jun/2012
Galuchos
4 Porto dos 10.000 149 22 14,76 4 6Mag8A 0/3 Brachiaria ++ Sim Nenhum Out/2013
Gatchos- hibrida(Convert™
MT HD 364
5 Nova 10.334 450 3 0,67 2 5A 0/2 Brachiaria + Sim Lavoura Out/2013
Ubiratd-MT ruziziensis
6 Matupa-MT 1.200 500 250 50,00 1 2A 1/0 Urochloaspp. ++ Sim Lavoura Dez/2013
7 Feliz Natal- 1.500 100 4 4,00 1 Adulto 0/4 Urochloaspp. +++ N&o Rogagem Fev/2014
MT
8 Juina-MT 5.000 100 50 50,00 1 Adulto 0/4 Urochloaspp. ++ Nao Lavoura Mar/2014
9 Terra Nova 3.700 90 23 25,55 2 Adulto 0/2 Brachiaria brizanta +++ Sim Rocagem Abr/2016
do Norte-MT cv.piata

M/F: macho/fémea; M/A: més/ano; N°: nimero; (+): leve; (++): moderada; (+++): intensa; Cons.: consoércio. Fev: fevereiro; Mar: marco; Abr: abril; Jun: junho; Out: outubro; Dez: dezembro.
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Em todos os surtos os sinais clinicos eram semelhantes e caracterizavam-se
inicialmente por palidez de mucosas (16/18 bovinos), ictericia evidente nas mucosas
oral e ocular, por vezes em glandula mamaria e tetos (11/18),debilidade acentuada
(15/18), febre intermitente (8/18) e, com a evolugdo da doenca havia aindaapatia,
agressividade (8/18) tremores musculares acentuados (14/18), anorexia (8/18).
Todos o0s bovinos avaliados apresentavam urina de coloracdo escura.
Frequentemente havia manifestacfes de agressividade (8/18), além de decubito. A
evolucdo da doenca incluia uma fase agénica final, onde a morte era de caréater
agudo. Tratamento de suporte como fluidoterapiafoi realizado nos bovinos dos
Surtos 1, 2, 3, 4,5, 6 e 9, porém sem sucesso na recuperacdo. Os bovinos foram
trocados de piquetes quando se iniciaram as mortes em todos o0s surtos. Durante a
movimentacdo houve a morte de alguns animais que estavam em estado mais
grave. Apdés serem removidos alguns bovinos se recuperavam em poucos dias,
porém ainda foram registradas mortes nos Surtos 2, 4, 6 e 8, por um periodo de até
15 dias. Nos Surtos 1, 7 e 9, a introducdo de novos animais foi realizado apos
rogcagem das pastagens, no Surto 2, ap0s queima das pastagens e no Surto 4néo foi
realizado nenhum manejo. Em todos os casos de reintroducdo dos bovinos,
nenhuma manifestacdo clinica foi observada.A recorréncia da doenca ndo foi
relatada em nenhum caso, com excecao da propriedade do Surto 4 em que relatos
de funcionarios indicam que um ano apds o surto, alguns bovinos morreram com
quado clinico semelhante. Nas propriedades dos Surtos 3, 5, 6 e 8, as pastagens
foram substituidas por lavoura no ano subsequente, ndo havendo mais a criacdo de

bovinos nestas areas.

4.2 Avaliagcdo anatomopatoldgica

Quinze bovinos foram submetidos a necropsia com minimo de um e maximo
de quatro animais por surto. Ao exame macroscopico notou-se baixo escore corporal
(5/15), mucosas ocular, oral e genital com palidez acentuada (3/15) ou moderda
ictericia (6-15), a qual por vezes também era evidente na pele do Ubere (3/15).

Quatro bovinos apresentavam sangue de coloragcdoamarronzada com perda da
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viscosidade e baixa coagulagdo. Havia ainda leve a moderada ictericia do tecido
subcutaneo e camada serosa de visceras abdominais e toracicas (6/15). No figado
se observou aumento de volume (4/15), consisténcia friavel (4/15) coloracéo
escura(4/15), ou amarelada (6/15) e evidenciacédo do padrao lobular (5/15) (Figura 3
A).A superficie de corte mostrou-se intensamente amarela com areas avermelhadas
(6/15). A vesicula biliar estava repleta e com moderado edema de parede (8/15).0s
rins apresentavam aumento de volume (3/15) e coloracdo marrom escura (9/15)
(Figura 3, B),apresentando ainda tumefacdo moderada (4/15), por vezes com areas
de depressao da superficie capsular (2/15). A bexiga continha urina de cor vermelho
escuro (12/15) (Figura 3, C), e 0 baco estava aumentado até duas vezes 0 seu
tamanho (4/15).

Figura 3: Alterac6es macroscoépicas observadas em bovinos com anemia hemolitica téxica. A.

Figado do Bovino 3 de coloracdo amarelada difusa com evidenciacdo do padrdo lobular. B.
Rim aumentado de volume e de coloragdo escura. C. bexiga contendo urina fortemente

enegrecida.

Histologicamente as lesdes no figado eram caracterizadas por necrose
hepatocelular paracentral (13/15), e ocasionalmente centrolobular (9/15).
Circundando as areas de necrose haviam hepatécitos tumefeitos e vacuolizados
(8/15), além de infiltrado linfoplasmocitario discreto e multifocal (2/15), (Figura 4).
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Figura 4: Figado com necrose
centrolobular, hepatécitos tumefeitos e

infiltrado linfoplasmocitario, HE, 20x.

Pericolangite linfoplasmocitaria leve e multifocal (7/15) foi observada
associada a discreta quantidade de macrofagos espumosos (4/15). Colestase
canalicular moderada e multifocal foi observada em 4 casos. Nos rins as lesdes
foram de nefrose hemoglobindrica caracterizada por degeneracéo (7/15) e necrose
moderada de tdbulos uriniferos (11/15) com células tubulares com o ndcleo
picnético, citoplasma tumefeito e vacuolizado (6/15), por vezes eosinofilico
(4/15)material hialino na luz de tubulos (12/15) (Figura 5 A e B),além de areas focais
de calcificagdo no intersticio (1/15) e infiltrado linfoplasmocitario moderado
intersticial (6/15). Por fim, no baco havia grande quantidade de substancia castanho
claro, caracterizada por hemossiderina dispersa em grande quantidade pelo
parénquima, além de discreta quantidade de macréfagos espumosos (7/15), (Figura
6).Nas técnicas de coloracdo especial do Acido Rubeanico e Warthin-Starry todos os
15 casos testados apresentaram resultados negativos para marcacao por tracos de
cobre em cortes histologicos de figado e rim, como também para a presenca
de espiroquetas de Leptospira spp.em cortes histologicos de rim.Na analise
qualitativa por método histoquimico com o Azul da Prussia (Reacdo de Perls) em
fragmentos histolégicos de figado e baco todos os 15 casos testados apresentaram

marcacao fortemente positiva para a presenca de hemossiderina.
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Figura 5: A. Rim com material eosinofilico hialino no interior de ttbulos. B.
Rim com degeneracdo e necrose de tubulos uriniferos, evidenciada por

nucleo picnético e citoplasma tumefeito e vacuolizado, HE, 20x.

RGNS

Figura 6: Bago com grande
quantidade de substancia castanho
claro caracterizada por
hemossiderina dispersa pela

parénquima, HE, 20x.
4.3 Exames complementares

Na analise do Eritrograma dos bovinos avaliados dos Surtos 4, 7 e 9 a
guantidade de eritrécitos, e as porcentagens de hemoglobina e hematdcrito
apresentaram valores muito abaixo do padrdo de normalidade para a espécie
(WEISS, 2011) demonstrando quadro clinico de anemia. O VCM (Volume
Corpuscular Médio), o CHGM (Concentracao de Hemoglobina Globular Média) e as
plaguetas apresentaram valores dentro da normalidade. Os valores dos leucdcitos e
neutrofilos segmentados apresentaram valores acima da normalidade. A técnica
gualitativa do Sulfato de Amonio apresentou resultado positivo para a presenca de

hemoglobina nas quatro amostras de urina do Surto 4 evidenciando hemoglobinuria.
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Avaliagbes da urina de dez bovinos dos Surtos 3, 4, 7 e 9, através de fita
reagente (Hemagen ®) revelaram pH &cido e presenca de glicose e leucécitos em
guantidade leve. Na urinalise dos Surtos 4, 7 e 9 a coloracdo da urina apresentou-se
mais escurecida em todas as amostras avaliadas, com aspecto predominantemente
turvo. O pH &cido foi notado somente em uma das amostras de urina avaliadas.Na
pesquisa semi-quantitativa a presenca de proteinas e sangue na urina foi
encontrada em quantidades significativas nas amostras analisadas. Na
sedimentoscopia microscopica quantitativa a quantidade de eritrocitos apresentou
valores acima da normalidade. Na analise de enzimas hepéticas, observou-se que
Gama  glutamiltransferase = (GGT), Creatinofosfoquinase  (CK),  Alanina
aminotransferase (ALT) e Fosfatase Alcalina (FA), como também a Bilirrubina total
apresentaram valores muito acima da normalidade. Essas enzimas sdo de grande
uso na rotina clinica, em particular GGT na avaliacdo de colestase, CK na avaliagdo
de danos hepéticos e Bilirrubina total sendo usada na avaliacdo de danos hepéaticos
e com maior elevacdo em crises hemoliticas (KANEKO,2014).Albumina e
Desidrogenase lactica (LDH) apresentaram valores abaixo da normalidade. Com
relagdo aos valores de Uréia e Creatinina houve divergéncias, notando-se aumento
em determinados casos e diminuicdo em outros. Dados detalhados a respeito do
hemograma, urinalise, exames bioquimicos e enzimas hepéticas estdo sumarizados
na Tabela 2.Na pesquisa por hematozodrios como Babesia spp.,Anaplasma spp. e
de Trypanossoma sp realizados em 14 bovinos dos 9 Surtos o resultado foi negativo.
Nas técnicas de PCR realizadas para deteccdo de Tripanossoma spp., Babesia
spp.e Anaplasma spp. em amostras do DNA extraido de érgdos de trés bovinos
correspondentes ao surtos 2, 4 e 5 ndo houve a deteccdo destes agentes. Nas
técnicas de PCR realizadas para deteccdo de Leptospira spp. em trés bovinos dos

surtos 3 e 9 o resultado foi negativo.
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Tabela 2. Resultados de hemograma, enzimas hepaticas, exames bioquimicos e urinalise de bovinos diagnosticados com Anemia hemolitica pelo LPV/LAPAN da UFMT de 2008 a

2016.

ERITROGRAMA Bov.5 Bov.6 Bov.7 Bov.8 Bov.12 Bov.13 Bov.14 Bov.15 Bov.17 Bov.18 PN*
He *(uL) 1.40 2.23 1.46 NR 1.64 1.98 2.09 NR 1.86 1.89 5-10
Hb (g/dL) 2 5.20 2 NR 4.1 3.9 4.6 NR 3.2 34 8-15
Ht (%) 6 14 6 NR 11.36 12.80 12.50 NR 9.18 9.51 24-46
VCM (fL) 42.86 62.78 42.92 NR 69 65 60 NR 49 50 40-60
CHGM (%) 33.33 37.14 14.29 NR 36.02 30.04 36.09 NR 34.08 36 30-36
Plaguetas (uL ) 394 442 396.00 NR 772 346 258 NR 609 347 200-80

LEUCOGRAMA
Leucdcitos totais (L) 9,400 26 9.300 NR 20.430 13.710 15.760 NR 14.370 13.030 4.000-12.000
Neutréfilos segmentados(uL) 7.708 8.840 6.500 NR 10.827 7.951 8.195 NR 9.340 10.424 2.500-7.500
ENZIMAS HEPATICAS/EXAMES
BIOQUIMICOS
G.G.T (UI/L) 61 122 482 87 NR NR NR NR 280 290 6.1-17.4
C.K. (Ul/L) 1219 1311 3448 1297 NR NR NR NR NR NR 48-12.1
A.L.T.(UI/L) 120 141 199 112 NR NR NR NR NR NR 11-40
Fosfatase alcalina (Ul/L) 132 124 240 127 NR NR NR NR 713.20 287.40 0-488
Albumina (g/dl) 2.10 1.70 2.30 1.50 NR NR NR NR NR NR 3.3-3.55
Bilirrubina total (mg/dl) 5.20 6.60 6.20 6.30 NR NR NR NR NR NR 0.01-0.5
Uréia (mg/dl) 56 54 109 112 NR NR NR NR 65 70 48.2-64.2
Creatinina (mg/dl) 2 1.40 4.00 1.70 NR NR NR NR 1.9 2.1 1-2
LDH (UI/L) 898 340 NR 560 NR NR NR NR NR NR 692-1445

URINALISE
Cor CA CA CA \% NR AP NR CA NR NR Amarelo-palha a &mbar
claro

Aspecto Turvo Turvo Turvo Turvo NR Limpido NR Lig. turvo NR NR Transparente & limpido
Densidade 1018 1030 1026 1015 NR 1002 NR 1016 NR NR 1015-1045
Ph 9 9 9 8 NR 8.5 NR 5.5 NR NR 7.5-85
Proteinas + Ausente + +++ NR + NR +++ NR NR Ausente
Sangue +++ Ausente +++ ++++ NR ++ NR ++++ NR NR Ausente
Hemécias (campo 40x) 20 Ausente 3 30 NR 10 NR 20 NR NR 1 a 2/campo
Flora bacteriana ++ ++ ++ + NR ++ NR ++++ NR NR Discreta

He: hemaéciasHt: hematécrito Hb: hemoglobina VCM: volume corpuscular médio CHGM: concentracéo de hemoglobina globular média. B.5: bovino 5, B.6: bovino6, B7: bovino 7, B4:
bovino 4, B.8: bovino 8, B.12: bovino 12. B.13: bovino 13 B.14: bovino 14 B.15: bovino 15 B.17: bovino 17. B.18: bovino 18. (+): tragos, (++):leve, (+++): moderado, (++++): intenso.
*valores de referéncia. N : ndo realizado. IFD: Imunofluorescéncia direta (imprint rim). hemog: positivo hemoglobina. PN*: padrdo de normalidade segundo Weiss (2011), Lopes et al.
(2007).CA: castanho. AP: amarelo pélido. V: vermelho. Lig.: ligeiramente.
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5. DISCUSSAO

O diagnéstico de anemia hemolitica intravascular nos bovinos dos surtos
relatados foi realizado por avaliagdo clinica e patolégica dos animais acometidos e
confirmada pelos exames hematologicos. As causas de anemia hemolitica em
bovinos ja relatadas no Brasil foram investigadas e descartadas. Desta forma
acredita-se que a doenca seja causada por uma planta hemolitica ainda né&o
identificada. A infeccdo por Leptospira sp. foi descartada devido aos resultados
negativos na técnica de PCR e na coloracéo especial para detec¢cdo de espiroquetas
no rim. Além disso, os histéricos dos casos nao informaram alteracGes reprodutivas
frequentes nessa doenca (OLIVEIRAet al., 2003;SANDOW & RAMIREZ,2005).
Quanto a hematozoarios, a infeccdo por Babesia spp. e Anaplasma Marginale foi
excluida, pois, além dos casos analisados ndo apresentarem lesbes patoldgicas
compativeis com essas infeccbes (SMITH, 2006), a pesquisa destes
hemocitozodrios por esfregacos de sangue apresentaram resultados negativos nas
amostras analisadas.Adicionalmente o exame de PCR de 0rgdos de animais
acometidos foi negativo a presenca destes agentes. Tripanossomiase foi testada e
descartada pelos testes de microhematocrito e de PCR. Nos casos estudados nao
foram observadas alterac6es no leucograma compativeis com tal infeccdo e ainda
nao foram observados sinais neurolégicos, lesbes em meninges (BATISTA et al.,
2008;BATISTA et al., 2011) ou desordens reprodutivas (SILVA et al., 2004;CADIOLI
et al., 2012;SILVA et al., 2013) frequentemente relatadas nessa enfermidade. A
suspeita de Hemoglobindria bacilar foi descartada pela auséncia de lesbes
caracteristicas dessa doenca no figado (SCHILD et al., 2008), além da auséncia de
fasciola ou outros parasitas no orgdao (CULLEN & STALKER,2016). Hematuria
enzodtica nao foi cogitada devido a auséncia de alteracbes vesicais de origem
neoplasica (RIET-CORREA et al., 2001;GABRIEL et al., 2009; GALVAO et al.,
2012;FURLAN et al., 2014) e baixa porcentagem ou auséncia de infestacdo das
pastagens por Pteridium arachnoideum e P. caudatu nas propriedades onde os
surtos ocorreram (FURLAN et al., 2014). A intoxicacdo por cobre foi descartada
através da coloracdo do Acido Rubeanico que n&do evidenciou o mineral em tecidos
dos animais acometidos. Das plantas téxicas causadoras de anemia hemolitica

descritas no Brasil nenhuma delas foi observada nas propriedades em que
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ocorreram 0s surtos. Dentre elas estdo, Allium cepa, que néo é cultivada nas regides
onde ocorreram 0s surtos, Brachiaria radicans, que ocorre somente em areas
alagadas no Pantanal Matogrossense e Ditaxis desertorum e Indigofera suffruticosa
frequentes na regido nordeste do pais, e néo relatadas nos Estados de Mato Grosso
e Rondbnia.As manifestacdes clinicas e patolégicas da doenca aqui estudada séo
bastante semelhantes as relatadas nas intoxicagfes pelas plantas supracitadas e
sao caracterizadas por quadro de anemia hemolitica aguda, com palidez ou ictericia
de mucosas, urina de coloracdo vermelho escura, assim como figado e rins que
também apresentam colocagcdo vermelho escuro, que correspondem a
hemoglobinuria, & necrose de hepatocitos das regides centrolobular e paracentral e
nefrose hemoglobindrica com proteinaria, respectivamente (TOKARNIAet al.,
1997;BORELLI et al., 2009;GAVA et al., 2010;SALVADOR,2010;FIGUEIREDO et al.,
2012). Nos surtos acompanhados, aproximadamente 429 bovinos morreram. A
morbidade e mortalidade variaram consideravelmente, com indices de 0,57 a
67,11% e 0,26 a 50%, respectivamente. Ja a letalidade apresentou variacdo de 22 a
100%. Consideraveis perdas econdmicas sdo observadas nesses casos, nao
somente atribuidas as mortes destes bovinos, mas também a gastos com
contratacao de médicos veterinarios e compra de medicamentos, que na maioria das
vezes ndo sdo utilizados em funcao da rapida progressédo da doenca. Quanto aos
animais afetados, nédo foi observado predilecao por idade ou sexo, contudo, a maior
parte dos bovinos afetados foram fémeas adultas, isso devido ao fato das
propriedades acometidas possuirem sistema de cria e recria.Adicionalmente, as
nove propriedades mantinham sistema de criagdo extensiva de bovinos da raga
nelore. Em todos os piquetes onde ocorreu a doenga, as pastagens eram recém-
formadas e compostas por Brachiaria spp.com graus variados de degradacéo e com
leve a intensa invasdo por plantas comuns as regides de Mata Amazonica e
transicdo Cerrado-Amazonia. Esses piquetes frequentemente faziam divisa com
areas mata, ou ainda apresentavam sistema de integragdo lavoura-pecuéaria o que
favoreceu o contato dos bovinos com plantas téxicas. Além disso, os casos de
anemia hemolitica aconteceram nos meses de outubro a junho, com maior
prevaléncia no més de outubro, época que corresponde ao inicio das chuvas nessas

regides e coincide com a brotacdo de forragens e plantas daninhas. Durante
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inspecdo de pastagens realizadas em visitas as propriedades um fato comum a
todos os casos era a presenca da planta Pleonotoma melioides, conhecido
popularmente por “cip6-quatro-quinas. Tal planta, no momento dos surtos estava em
fase de brotacéo e apresentava sinais de consumo pelos bovinos, mesmo em locais
onde havia boa disponibilidade de pastagem, demonstrando boa palatabilidade da
planta e talvez maior toxicidade na fase de brotacdo. Tais indicios levam a crer que
esta planta pode estar associada aos casos de intoxicacdo e estudos adicionais
serdo realizados na tentativa de reproducdo experimental da doenca através da
administracdo da planta.Outro fato comum nos surtos é que eles ocorreram em
poucos piquetes, sendo que em seis casos, ocorreram somente em um piquete na
propriedade. Além disso, os sinais clinicos iniciavam-se poucos dias apos a troca de
pasto ou introducdo de novos bovinos nas areas. Tal fato pode estar relacionado ao
primeiro contato dos animais com a planta, ou com periodo de estresse e fome
vivido por esses animais em momento anterior. Tal caracteristica € vista em algumas
intoxicacbes, como no caso de Brachiaria radicans (GAVAet al., 2010).Ap6s as
primeiras mortes, em todos 0s casos 0s bovinos foram trocados de pasto. Com essa
movimentac&do, houve a precipitacdo de algumas mortes e os animais com quadro
clinico mais grave morreram por um periodo de até 15 dias.Entretanto, os demais
animais se recuperaram em poucos dias. Essa recuperagcdo apdés remocédo dos
animais da area afetada ou mesmo com a continuidade da ingestdo da planta é
frequentemente relatada em casos de intoxicacdo por plantas hemoliticas, como
Ditaxis desertorum, IndigoferaSuffruticosa e Brachiaria radicans (TOKARNIA e. al.,
1997;BARBOSA NETO et al., 2001;GAVA et al., 2010;FIGUEIREDO et al., 2012) e
talvez se deva a modificagdes da flora ruminal que se adapta para alterar a estrutura
quimica do principio ativo, ainda ndo conhecido nessas plantas. Tal recuperacéo
corre também em bovinos intoxicados por plantas do género Brassica, que contém
S-metilcisteina sulfoxido (SMCO), metabdlito que no rumen por acao de bactérias,
sofre metabolizacdo em dimetil dissulfito, que causa hemolise (CHEEKE,1998). A
recuperagdo da anemia em casos de intoxicagdo por Brassica ocorre,
provavelmente, devido a uma adaptacdo parcial dos microorganismos do rumem
produzindo menos dimetil dissulfito. Em cinco propriedades, novos animais foram

introduzidos nos piquetes onde ocorreram 0s surtos, em um periodo de até 4 meses.
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Essa introducao foi realizada ap6s manejo de rocagem em trés casos, ap0s queima
da pastagem em um e sem nenhum manejo em outro caso. Manifestacao clinica da
doenca nao foi observada em todos os casos. Acredita-se que a rocagem e a
gueima das pastagens tenham diminuido a infestacdo da planta toxica nas areas, e
ainda, que quando esses animais foram introduzidos nos piquetes, o periodo mais
toxico da planta tenha passado ndo havendo manifestacao clinica da doenca mesmo
naquele local em que nenhum manejo foi realizado.Nas propriedades, que nao
foram substituidas por lavoura e ainda mantinham bovinos nas areas acometidas,
nao foi relatado a recorréncia da doenga, com exce¢do de uma Unica propriedade
em que houve relatos de casos semelhantes, porém esses casos ndo foram
acompanhados. E possivel que a ocorréncia de surtos seja limitado a variaces
pluviométricas, com maior desenvolvimento da planta ou mesmo maior toxidez da
mesma em consequéncia de maior quantidade de chuvas naquelas areas em
periodos especificos. Nesse periodo nove Surtos foram acompanhados, entretanto
ha relatos de casos semelhantes em varias regides do Estado de Mato grosso.
Acredita-se que muitos outros casos ocorram, porém com a recuperacdo dos
animais ap6s um periodo, as equipes de diagndstico ndo sdo solicitadas e 0s casos
nao sao contabilizados.

6.CONCLUSAO

Conclui-se que, a anemia hemolitica diagnosticada em bovinos nos Estados
de Mato Grosso e Rondbnia tem consideravel impacto nas localidades onde
ocorrem, com indices de morbidade e mortalidade razoaveis e alto indice de
letalidade. Até o momento a doenca tem sua etiologia desconhecida; entretanto as
evidéncias epidemiologicas, clinicas e patoldgicas sugerem que a mesma seja
causada por uma planta téxica de agdo hemolitica ainda néo identificada e presente
nas pastagens das propriedades acometidas. Estudos adicionais com

experimentacdo animal devem ser realizados na tentativa de identificar tal planta.
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ANEXOS 1. Ficha utilizada em inquérito epidemiologico na investigacdo dos

surtos de anemia hemolitica aplicado a proprietarios durante visita a propriedades

Questionario Epidemiologico projeto Anemia hemolitica Toxica

Prapristario/Name:

Responsavel:

Fazenda: Telefone:
Municipio: E-mail:
Endereco:

Tipo de exploragdo:

N® total de bovinos:

Machos:

Idade:

Femeas:

Entrevista clinica

Vacinacgo:

Mortalidade de outras espécies:

Qutras espécies:

Felino | )

Equino {] |Suino ()

Canino | |

Avel )

Muar [ | Caprina { )

Qvino{ }

Origem dos bovinos:

Les8ss macroscopicas:

Mativos | } Adquiridos | } Ha quanto tempo?

Qrigem da aquisicio:

Passaramfome?  Sim{ |

Mio{ } Tempo:

Tempo do inicio até a marte:

Histarice e Sinais clinicos observados

Houve mudanga de manejo?

N® de surtos bovinos Ano Més Acometidos  |Tratamento  |Mortos |Suspeita Resposta ao tratamento
Recuperacda [ ) Piora | ) Morte ()
Recuperacda [ ) Piora | ) Morte ( )
Recuperacdo | ) Piora [ ) Morte ()
Recuperacdo | ) Piora [ ) Morte ()
Recuperacdo [ ) Piora( ) Morte (]
Mortos
Custos totais Obs:
Tratamentos RS
Fornecimento de racdo? Sim | JNEa | ) Qual?
Suplementagdo mineral Sim {)MN3o () Qual?
Correcio de solo: Adubacio( ) Qutro () Especifique:
Constreio Lavoura/Pecudria: Sim{ ) Néo{ ) Qual?

Pastagem prevalente:

Tempo de Implantagdo da pastagem em anos:

Inspe¢do da Pastagem

Presenca do Cipd 4 Quinas

Sim{ ) Nao{ )

Intensidade?

Pastos afetados:

Plantas daninhas:

Sim { ) Nao( )

Intensidade?

Pastos afetades:

Plantas toxicas conhecidas:
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Anemia hemolitica em bovinos de corte em sistema
de criacao extensiva em Mato Grosso e Rondonia

Leilane A.S. Rondelli?, Marciel Becker?, Flavio H. B. Caldeira?, Marlon Ribeiro3, Fernando H.
Furlan?, Edson M. Colodel?, Caroline A. Pescador?, Nadia A. B.Antoniassi3

ABSTRACT.- Rondelli L.A.S., Becker M., Caldeira F.H.B., Ribeiro M., Furlan F.H., Colodel E.M,,
Pescador C.A & Antoniassi N.A.B. 2017.[Hemolytic anemia in beefcattle in extensivesystem farming in
Mato Grosso and Ronddnia]Anemia hemolitica em bovinos de corte em sistema de criagdo extensiva em
Mato Grosso e Rondodnia.Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Veterindria,
Universidade Federal de Mato Grosso. Av. Fernando Corréa da Costa, 2367, Boa Esperanca, Cuiaba, 78060-
900, MT, Brazil. E-mail: naassi@gmail.com

Cases of hemolytic anemia in beef cattle in na extensive breeding system in Mato Grosso and
Rondoénia have been monitored since 2008. The affected animals presented weakness, pale or icteric
mucosas, blackened urine, prostration and anorexia. The outcome of these cases often is death, principally
if the animals are forced to walk. Approximately 429 cattle died in these outbreaks andin some of these,
mortality rates ranged from 0.26 to 50%. Infectious causes and some toxic causes of hemolytic anemia in
bovines were investigated.
After histopathological examinations, special coloring, hematology, biochemistry and molecular tests,
were excluded the possible causes. Any plant ready described in Brazil as cause of hemolytic anemia in
animals from livestock interest was observed in thosefarms. Although the etiology of these cases is not yet
known, clinical and pathological evidences of the disease suggested that it is caused by a toxic plant of
hemolytic action, present in the affected properties, but not yet confirmed experimentally.

INDEX TERMS:hemoglobinuria, hemolytic plant,poisoning.

1Recebido em...

2Laboratorio de Patologia Veterinaria, Hospital Veterinario - Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Mato Grosso. Av. Fernando Corréa da Costa 2367, Boa Esperanca, Cuiaba, 78060-900, MT.
3Laboratério de Patologia Animal, Hospital Veterinario, Instituto de Ciéncias da Satide, Universidade
Federal de Mato Grosso, Campus Sinop, Av. Alexandre Ferronato 1200, Distrito Industrial, Sinop, MT
78550-000, Brasil.

E-mail para correspondéncia:naassi@gmail.com

leilane go@hotmail.com, marcielbecker@hotmail.com, flaviobcaldeira@gmail.com

marlonribeiro86 @gmail.com fhfurlan@gmail.com, moleta@gmail.com, carolpescador@yahoo.com.br

RESUMO.- Casos de anemia hemolitica em bovinos de corte em sistema de criacdo extensiva em
Mato Grosso e Ronddénia sdo acompanhados desde 2008. Os animais acometidos apresentam fraqueza,
mucosas palidas ou ictéricas, urina enegrecida, depressao e anorexia. Esse quadro muitas vezes evolui
para morte, principalmente quando os animais sdo movimentados. Durante esse periodo
aproximadamente 429 bovinos morreram em diferentes surtos eem alguns casos a mortalidade chegou a
50%. Foi realizada investiga¢do para as principais causas infecciosas, bem como para as possiveis causas
toxicas relatadas como etiologia de anemia hemolitica em bovinos. Apds exames histopatoldgicos,
coloragdes especiais, exames hematolégicos, bioquimicos e moleculares essas possiveis causas foram
excluidas. Nao se observounas propriedades acometidas, nenhuma das plantas ja descritas no Brasil como
causadora de anemia hemolitica em animais de interesse pecudrio no momento das investigacées dos
surtos. Apesar da etiologia desses casos ainda nao ser conhecida, as evidéncias epidemiolégicas, clinicas e
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patolégicas da doenga sugerem que a mesma seja causada por uma planta toxica de acdo hemolitica,
presente nas propriedades acometidas, mas que ainda nio foi confirmada experimentalmente.

TERMOS DE INDEXAGCAO:hemoglobintria, planta hemolitica, intoxicagao.

INTRODUCAO

Anemia hemolitica é a destruicdo prematura de hemdacias sem o aumento da taxa de reposi¢do
(Zachary& Mcgavin2013) e ¢é classificada em funcdo do mecanismo de hemolise, localizacdo
(intravascular/extravascular), fisiopatologia (imunes/nao imunes) e dependendo da velocidade de
instauracdo (agudas/cronicas) (Piqueras et al. 2016).Se caracterizaclinicamente por dispneia, intolerancia
ao exercicio, palidez das mucosas, aumento da frequéncia cardiaca, hemoglobinemia, ictericia,
hemoglobinuria, febre, e depressdo (Lopes et al. 2007). Dentre as causas de anemia hemolitica em bovinos
destacam-se as doengas infecciosas, como leptospirose, babesiose, tripanossomiase, anaplasmose e
hemoglobinuria bacilar (Riet-Correa et al. 2001, Schild et al. 2008, Cadioli et al. 2012, Silva et al. 2013,
Silva et al. 2015), as doengas decausas tdéxicas,como a intoxicacdo por cobre (Neto et al. 2014) e por
plantas tdxicas. Brachiariaradicans “tanner-grass”, forrageira utilizada para ruminantes e presente em
quase todo o territdrio nacional tem sido relatada como causadora de quadros de anemia hemolitica, nos
Estados de Sao Paulo e Santa Catarina (Gava et al. 2010, Tokarnia et al. 2012) e neste ultimo, foi relatado
um surto de intoxicacdo por Alliumcepa em bufalos com quadro de anemia hemolitica (Borelli et al.2009).
Além destas, ha relatos de intoxicacdo por Ditaxisdesertorumcomimportancialimitada ao Estado da Bahia
(Tokarniaet al. 1997, Tokarnia et al. 2012) e Indigoferasuffruticosa, popularmente conhecida como “anil”,
que causa intoxicacdes em bovinos na regido nordeste do pais (Figueiredo et al. 2012).Foram relatadas
intoxicagoes, de bovinos por Brassicanapus L. rape nos Estados Unidos, Canadd, Gra-Bretanha e Irlanda, de
bovinos e ovinos por Brassicaoleraceavar.acephalanos Estados Unidos, Gra-Bretanha e de bovinos por
Allium canadense e Alliumschoenoprasmnos Estados Unidos (Burrows&Tyrl 2013).Casos de intoxicacdo
por Acer rubrum (Maple vermelho)foram descritos nos Estados Unidos em alpacas (DeWittet al. 2004),
equinos (Alward et al. 2006) e Zebras (Weber & Miller, 1997).

Uma enfermidade de carater hemoliticoé frequentemente observada em bovinos de criagio
extensiva, desde o ano de 2008 nos Estados de Mato Grosso e Ronddnia. Nenhuma das causas conhecidas
como hemoliticas foram identificadas eevidéncias indicam como causa da doen¢a uma planta toxica ainda
ndo identificada. Diante disso, o objetivo deste estudo é descrever os aspectos epidemiolégicos, clinicos e
anatomopatolégicos da doenga hemoliticaque acomete bovinos em surtos acompanhados pela equipe do
Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) e Laboratério de Patologia Animal (LAPAN) da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus Cuiaba e Sinop.

MATERIAL E METODOS

No periodo de 2008 a 2016, novesurtosde doenca hemolitica em bovinos foram acompanhados
pelas equipes do LPV-UFMT e do LAPAN-UFMT, oito nos Estado de Mato Grosso e um em Ronddnia. As
propriedades em que ocorreram os surtos foram enumeradas em ordem crescente de acordo com a
sequéncia cronolégica (Surto 1 a 9), assim como os animais examinados (Bovino 1 a 18).Dados
epidemioldgicos e clinicos foram obtidos junto aos proprietarios e/ou médicos veterindrios que
atenderam as propriedades e em visitas realizadas pelas equipes durante os surtosl, 3, 4, 7 e 9.
Adicionalmente, em 2016, as propriedades foram contatadas novamente com o objetivo de avaliar os
surtos e averiguar a recorréncia da doenca. Destas, cinco propriedades (1, 3, 4, 5, 9) foram revisitadas.

Dosnove surtos acompanhados, 15 animais foram submetidos a necropsia.Alteragdes
macroscopicas foram anotadas e fragmentos de tecidos foram coletados, fixados em formol a 10%, e
processados pelas técnicas histoldgicas rotineiras (Prophetet al. 1992), coradas pela hematoxilina e eosina
(HE) e observados em microscopia 6ptica. Adicionalmente, foram realizadas as seguintes técnicas de
coloragdes especiais em todos os casos: Acido Rubeanico para detecgio de Cobre em laminas histolégicas
de figado e rim; Warthin-Starry para detec¢do de espiroquetas de Leptospirasp. em laminas de rim e Perls
para marcagdo de hemossiderina emlaminas de figado e baco (Prophet et al. 1992).

Na tabela 1 sdo descritos os exames complementares realizados. Testes de hemogramas foram
realizados pelo método da contagem automatica de células, com a utilizagdo do aparelho VET ABC-TM
Micros 60, com cartdo de leitura de hematécrito para bovinos, além da andlise de esfregaco sanguineo
para andlise morfolégica celular e leucometria diferencial. Esfregacos de sangue total foram processados
pela técnica do micro hematécrito (Batista et al. 2008), corados com Panoético®, e analisados por
microscopia direta para pesquisa de Trypanosoma spp.,Babesia spp. eAnaplasma spp. Exames séricos de
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ureia, creatinina e dosagem enzimadtica foram realizados utilizando kits da Bioclin® e procedeu-se de
acordo com as recomendagdes do fabricante.Amostras de urina foram analisadas pelo método de urinalise
para observacdo de caracteres fisicos macroscopicos, pesquisa semi-quantitativa e sedimentoscopia
microscopica quantitativa, e por avaliagdes através de fita reagente (Hemagen®). A diferenciagio entre
mioglobinuria e hemoglobintiria foi realizada na urina pela técnica qualitativa do Sulfato de
Amonio.Foram adicionados 2,8g de Sulfato de aménio em 5 ml de urina, com posterior centrifugacido a
2000 rpm por 10 minutos e 5 minutos em repouso, com a passagem de uma fita reagente (Hemagen®) no
filtrado (Lopes 2007).

DNA foi extraido a partir de amostras de 250 pl de sangue pertencentes a3 bovinos de 3 surtos,
usando o método padrdo fenol - cloroférmio e precipitacio com etanol (Sambrook& Russell 2001) e
também a partir de amostras de rim, figado e bago dos mesmos bovinos, fixadas em formalina a 10% e
incluidas em parafina, de acordo com a técnica descrita por Shi et al. (2004). O DNA obtido foi analisado
em eletroforese com gel de agarose 1% e corado com brometo de etideo (Sambrooket al. 1989).A presenca
de Tripanossoma spp.Babesiaspp.Anaplasma sp.eLeptospira spp.nas amostras do DNA extraido foram
testadas por rea¢do em cadeia da polimerase (PCR). Na deteccdo de algum agente da familia Anaplasma foi
utilizado o primer GE2'F2' e HE3 de acordo com protocolo descrito por Melo et al. (2016). Para o género
Babesia foi utilizado o gene 18S de acordo com Almeida et al.(2012). Para Trypanosoma spp. o protocolo
utilizado foi de acordo com Cortez etal.(2009), utilizando o kit GFXtmPCR DNA. Para Leptospira spp.foram
utilizados os primers LipL32-45F e LipL32-286R desenhados por Stoddard et al. (2009)que tem o gene
LipL32 como alvo especifico para leptospiras patogénicas.

RESULTADOS
Epidemiologia e sinais clinicos

No Estado de Mato Grosso as propriedades acometidas estio situadas no municipio de Juina (Surto
1 e 8), Porto dos Gauchos (Surto 3 e 4), Nova Ubirata (Surto 5), Matupa (Surto 6), Feliz Natal (Surto 7), e
Terra Nova do Norte (Surto 9). No Estado de Rondonia a propriedade acometida situa-se no municipio de
Nova Mamoré (Surto 2). Todas as propriedades se localizam nas regides do bioma Amazdnico e de
transicdo Cerrado-Amazoénia e mantinham sistema de criacdo extensiva de bovinos nelore, com
predominio de cria e recria.

Nos Surtos 1, 2, 3, 5, 6 e 7 a doenga ocorreuem somente um piquete da propriedade, nos Surtos 4 e
8, bovinos de dois piquetes foram acometidos e no Surto 9 foram emtrés piquetes. O tamanho dos
piquetes variou de 50 a 750 hectares. Em todas as propriedades as pastagens dos piquetes onde
ocorreram os surtos eram formadas e compostas por Brachiaria spp., com graus variados de degradacao,
ou sem degradacdo, com moderada a intensa quantidade de plantas daninhas (figura 1A)enas
propriedades dos Surtos 5, 6 e 9 eram realizados consércio lavoura/pecuaria.Esta vegetacdo invasora era
composta por plantas comuns as regides de mata de transicdo Cerrado-Amazonia e de Mata Amazonica,
com especial destaque a planta Pleonotomamieloides,observada em todas as propriedades e com sinais de
consumo pelos bovinos, mesmo quando havia boa disponibilidade de pastagem.Em nenhuma propriedade
foram observadas plantas ja descritas como hemoliticas como Brachiariaradicans, Allium cepa,
Ditaxisdesertorume Indigoferasuffruticosa (Tokarniaet al. 1997, Borelli et al. 2009, Gava et al. 2010,
Figueiredo et al. 2012).

Os bovinos dos Surtos 3, 4, e 6, comprados e recém introduzidos no rebanho, e os bovinos dos
demais surtos, nativos, manifestavam sinais clinicos com 15 a 20 dias da chegada na propriedade ou da
mudanca dos piquetes, respectivamente. Iniciavam-se os sinais clinicos da doenca e eram agravados apds
a movimentagdo dos animais e a evolugcdo até a morte se dava de 1 a 5 dias. Aproximadamente 429
bovinos morreram nestes surtos. A mortalidade variou de 0,26 a 50%, a morbidade foi de 0,57 a 67,11% e
a letalidade apresentou variagdo de 22 a 100%. Os surtos da doenga ocorreram nos meses de outubro a
junho, com maior ocorréncia no més de outubro. Informagdes epidemiolégicas detalhadas a respeito dos
surtos estdo dispostas na Tabela 2.

Proprietarios e veterinarios de propriedades acometidas relatam que outros casos de mortalidade
com sintomatologia semelhante ocorreram em diversas ocasides em propriedades vizinhas ou préximas,
mas ndo foram notificados.

Em todos os surtos os sinais clinicos eram semelhantes e caracterizavam-se inicialmente por
palidez de mucosas (16/18 bovinos) e ictericia evidente em mucosas oral e ocular, por vezes de glandula
mamaria e tetos (11/18), havia fraqueza acentuada (15/18), fadiga e picos de febre (8/18)e com a
evolucdo da doenga havia quadros de depressdo e tremores musculares acentuados(14/18), anorexia
(8/18) eurina de coloracdo vermelha escura em todos bovinos avaliados.Frequentemente havia
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manifestacdes de agressividade (8/18), além de decubito(Figura 1B).A evolu¢do da doenga incluia uma
fase agonica final, onde a morte era de carater agudo.

Tratamentosuporte foi realizado nos bovinos dos Surtos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 9, porém, sem sucesso na
recuperacio.Os bovinos foram trocados de piquetes quando iniciaram as mortes em todos os surtos.
Nessa movimentagdo houve a morte de alguns animais em quadro mais grave e posteriormente a
recuperacdo dos demais ocorreuem poucos dias, apesar de ainda ocorrerem mortes nos Surtos 2, 4, 6 € 8,
por um periodo de até 15 dias. Posteriormente, outros animais foram introduzidos nos piquetes, até 4
meses apds os surtos. Nos Surtos 1, 7 e 9, a introducdo de novos animais foi realizado apés rocagem das
pastagens, no Surto 2, ap6s queima das mesmas e no Surto 4, nenhum manejo foi realizado na pastagem.
Em todos os casos de reintroducio de animais, nenhuma manifestacdo clinica foi observada. A
recorréncia da doenga nio foi relatada em nenhum caso, com excegdo da propriedade do Surto 4em que
relatos de funcionarios indicam que um ano apés o surto, alguns animais manifestaram sinais clinicos e
morte semelhante aos casos de anemia hemolitica. Entretanto essa informacao s6 foi obtida muito tempo
apos os casos.Nas propriedades dosSurtos 3, 5, 6 e 8, as pastagens foram substituidas por lavoura no ano
subsequente, ndo havendo mais a criacdo de bovinos nestas areas.

Avaliaciao anatomopatolégica

Quinze bovinosforam submetidos a necropsia com minimo de um e maximo de quatro animais por
surto. No exame macroscopico de cinco dos quinze bovinos notou-se baixo escore corporal. O sangue de
quatro destes apresentava coloracdo vermelho amarronzado com perda da viscosidade e baixa
coagulacdo. As mucosas, ocular, oral e genital, apresentavam palidez acentuada (3/15 casos) e por vezes
com moderada ictericia(6/15), também observada na pele do tibere(3/15). Havia ainda leve a moderada
ictericia do tecido subcutineo e camada serosa de visceras abdominais e toracicas(6/15). No figado se
observou aumento de volume(4/15), consisténcia friavel e coloracdo escura(4/15), por vezes
amarelada(6/15) e com evidenciagdo do padrdo lobular(5/15). A superficie de corte mostrou-se
intensamente amarela com areas avermelhadas (6/15). A vesicula biliar estava repleta e com moderado
edema de parede(8/15). Os rins apresentavam aumento de volume(3/15) e coloragdo marrom escura a
enegrecida (9/15)(Figura 1C), apresentando ainda tumefa¢cdo moderada(4/15), por vezes com areas de
depressdo da superficie capsular(2/15).A bexiga continha urina de cor vermelho escuro(12/15)(Figura
1D), e o bago estava aumentado até duas vezes o seu tamanho (4/15).

Histologicamente, as lesdes no figado eram caracterizadas por necrose hepatocelularparacentral
(13/15 casos), e ocasionalmente centrolobular (9/15)(Figura 1E).Circundando as areas de necrose
haviam hepatdcitos tumefeitos e vacuolizados (8/15), além de infiltrado linfoplasmocitario discreto e
multifocal (2/15).Pericolangitelinfoplasmocitaria leve e multifocal (7/15) foi observada associada a
discreta quantidade de macroéfagos espumosos (4/15). Colestase canalicular moderada e multifocal foi
observada em 4 casos. Nos rins as lesdes foram de nefrose hemoglobintrica caracterizada por
degeneracdo (7/15) e necrose moderada de tdbulos uriniferos (11/15)com células tubulares com o
nucleo picnético, citoplasma tumefeito e vacuolizado (6/15), por vezes eosinofilico e frequentemente
contendo goticulas hialinas (4/15).Notou-se ainda o, material hialino na luz de tdbulos (12/15)(Figura
1F), além de areas focais de calcificacdo no intersticio (1/15) e infiltradolinfoplasmocitario moderado
intersticial (6/15). Por fim, no bago havia grande quantidade de substancia castanho claro, caracterizada
por hemossiderinadispersa em grande quantidade pelo parénquima, além de discreta quantidade de
macroéfagos espumosos (7/15),

Nas técnicas de coloragdo especial do Acido Rubeanico e Warthin-Starry todos os 15 casos testados
apresentaram resultados negativos para marcagao por tracos de cobre em cortes histoldgicos de figado e
rim, como também para a presenca de espiroquetas de Leptospira spp.em cortes histologicos de rim,
respectivamente. Na analise qualitativa por método histoquimico com o Azul da Prussia (Reagdo de Perls)
em fragmentos histolégicos de figado e bago todos os 15 casos testados apresentaram marcagio
fortemente positiva para a presenga de hemossiderina.

Exames complementares
Na andlise do Eritrogramados bovinos avaliados dos Surtos 4, 7 e 9 a quantidade de eritrdcitos, e as
porcentagens de hemoglobina e hematdcritoapresentaram valores muito abaixo do padrdo de
normalidade para a espécie (Weiss & Wardrop 2011) demonstrando quadro clinico de anemia. O VCM
(Volume Corpuscular Médio), o CHGM (Concentracdo de Hemoglobina Globular Média) e as plaquetas
apresentaram valores dentro da normalidade. Os valores dos leucécitos e neutrofilos
segmentadosapresentaram valores acima da normalidade. A técnica qualitativa do Sulfato de Amonio
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apresentou resultado positivo para a presenca de hemoglobina nas quatro amostras de urina do Surto 4
evidenciando hemoglobinuria.Avaliagdes da urina de dez bovinos dos Surtos 3, 4, 7 e 9, através de fita
reagente (Hemagen ®) revelaram pH acido e presenca de glicose e leucdcitos em quantidade leve.Na
urinalise dos bovinos dos Surtos 4, 7 e 9 a coloragdo da urina apresentou-se mais escurecida em todas as
amostras avaliadas, com aspecto predominantemente turvo. O pHacido foi notado somente em uma das
amostras de urina avaliadas.Na pesquisa semi-quantitativa a presenca de proteinas e sangue na urina foi
encontrada em quantidades significativas nas amostras analisadas. Na sedimentoscopia microscépica
quantitativa a quantidade de eritrdcitos apresentou valores acima da normalidade.

Na andlise de enzimas hepaticas, observou-se que Gama glutamiltransferase (GGT),
Creatinofosfoquinase (CK), Alanina aminotransferase (ALT) eFosfatase Alcalina (FA), como também a
Bilirrubina total apresentaram valores muito acima da normalidade. Essas enzimas sao de grande uso na
rotina clinica, em particular GGT na avaliacdo de colestase, CKna avaliacio de danos hepaticos e
Bilirrubina total usada na avaliacdo de danos hepaticos e com maior elevacdo em crises hemoliticas
(Kaneko 2014). Albumina e Desidrogenase lactica (LDH) apresentaram valores abaixo da
normalidade.Com relagdo aos valores de Uréiae Creatinina houve divergéncias, notando-se aumento em
determinados casos e diminuicdo em outros.

Na pesquisa por hematozoarios como Babesiaspp.e Anaplasmaspp. e de Trypanossomasp realizados
em 14 bovinos dos 9 Surtos o resultado foi negativo. Nas técnicas de PCR realizadas para detecgio de
Tripanossomaspp., Babesia spp. E Anaplasmaspp. em amostras do DNA extraido de 6rgaos de trés bovinos
correspondentes ao surtos 2, 4 e 5 ndo houve a deteccdo destes agentes.Nas técnicas de PCR realizadas
para deteccao deLeptospira spp.Emtrés bovinos dos surtos 3 e 9 o resultado foi negativo.

DISCUSSAO
0 diagnoéstico de anemiahemolitica intravascular nos bovinos dos surtos relatados foi realizado
por avaliagdo clinica e patoldgica dos animais acometidos e confirmada pelos exames hematologicos. As
causas de anemia hemolitica em bovinos ja relatadas no Brasil foram investigadas e descartadas. Desta
forma acredita-se que a doenga seja causada por uma planta hemolitica ainda nao identificada.

A infecgdo por Leptospiraspp. foi descartada devido aos resultados negativos na técnica de PCR e na
coloragdo especial para deteccdo de espiroquetas no rim. Além disso, os histéricos dos casos ndo
informaramalteracdes reprodutivas frequentes nessa doenga (Oliveira et al. 2003, Sandow& Ramirez
2005). Quanto ahematozoarios, a infec¢do por Babesia spp.e Anaplasma Marginale foi excluida, pois, além
dos casos analisados nido apresentarem lesdes patolégicas compativeis com essas infec¢des (Smith 2006),
a pesquisa destes hemocitozodarios por esfregacos de sangue apresentou resultados negativos nas amostras
analisadas. Adicionalmente o exame de PCR de dérgdos de animais acometidos foi negativoa presenga destes
agentes. Tripanossomiase foi testada e descartada pelos testes de microhematdcrito e técnicas de PCR.
Nos casos estudados nao foram observadas alteragdes no leucograma compativeis com tal infec¢do e ainda
ndo foram observados sinais neurolégicos, lesdes em meninges (Batista et al. 2008, Batista et al. 2011) ou
desordens reprodutivas (Silva et al. 2004, Cadioli et al. 2012, Silva et al. 2013) frequentemente relatadas
nessa enfermidade.A suspeita de Hemoglobindria bacilar foi descartada pela auséncia de lesdes
caracteristicas dessa doenca no figado (Schildet al. 2008), além da auséncia de fasciola ou outros parasitas
no 6rgio (Cullen&Stalker 2016).Hematuria enzodtica ndo foi cogitada devido a auséncia de alteragdes
vesicais de origem neoplasica (Riet-Correa et al. 2001, Gabriel et al. 2009, Galvao et al. 2012, Furlan et. al
2014) e baixa porcentagem ou auséncia de infestacdo das pastagens por Pteridiumarachnoideum e P.
caudatum nas propriedades onde os surtos ocorreram (Furlan et. al 2014).A intoxicacdo por cobre foi
descartada através da coloragio do Acido Rubeanico que nio evidenciou o mineral em tecidos dos animais
acometidos.

Das plantas tdéxicas causadoras de anemia hemolitica descritas no Brasil nenhuma delas foi
observada nas propriedades em que ocorreram os surtos. Dentre elas estdo,Alliumcepa,que ndo é
cultivada nas regides onde ocorreram os surtos,Brachiariaradicans, que ocorre somente em Aareas
alagadas no Pantanal Matogrossensee Ditaxisdesertorume Indigoferasuffruticosafrequentes na regido
nordeste do pais, e ndo relatadas nos Estados de Mato Grosso e Ronddnia. As manifestacdes clinicas e
patoldgicas da doenga aqui estudada sdo bastante semelhantes as relatadas nas intoxicag¢des pelas plantas
supracitadas e sdo caracterizadas por quadro de anemia hemolitica aguda, com palidez ou ictericia de
mucosas, urina de coloracdo vermelho escura, assim como figado e rins que também apresentam
colocacdo vermelho escuro, que correspondem a hemoglobinuria, a necrose de hepatdcitos das regides
centrolobular e paracentral e nefrose hemoglobinirica com proteinuria, respectivamente (Tokarniaet al.
1997, Borelli et al.2009, Gava et al. 2010, Salvador 2010, Figueiredo et al. 2012).Nos surtos
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acompanhados, aproximadamente 429 bovinos morreram, de um total de aproximadamente 2.529
animais das propriedades acompanhadas. A morbidade e mortalidade variaram consideravelmente, com
indices de 0,57 a 67,11% e 0,26 a 50%, respectivamente. Ja a letalidade apresentou variacdo de 22 a
100%. Consideraveis perdas econdmicas sdo observadas nesses casos, ndo somente atribuidas as mortes
destes bovinos, mas também aos gastos com contratacdo de médicos veterindrios e compra de
medicamentos, que na maioria das vezes nao sdo utilizados em fun¢do da radpida progressiao da doenga.

Quanto aos animais afetados, ndo foi observado predilecdo por idade ou sexo, contudo, a maior
parte dos bovinos afetados foram fémeas adultas, isso devido ao fato das propriedades acometidas
possuirem sistema de cria e recria. Adicionalmente, as nove propriedadesmantinham sistema de criagido
extensiva de bovinos da ra¢a nelore. Em todos os piquetes onde ocorreu a doenga, as pastagens eram
recém-formadas e compostas por Brachiariaspp.com graus variados de degradagido e com leve a intensa
invasdo por plantas comuns as regides de Mata Amazonica e transi¢do Cerrado-Amazdnia. Esses piquetes
frequentemente faziam divisa com areas mata, ou ainda apresentavam sistema de integracdo lavoura-
pecudria o que favoreceu o contato dos bovinos com plantas téxicas. Além disso, os casos de anemia
hemoliticaaconteceram nos meses de outubro a junho, com maior prevaléncia no més de outubro, época
que corresponde ao inicio das chuvas nessas regides e coincide com a brotacdo de forragens e plantas
daninhas. Durante inspecio de pastagens realizadas em visitas as propriedades um fato comum a todos os
casos era a presenca da planta Pleonotomamelioides, conhecido popularmente por “cipd-quatro-quinas.Tal
planta, no momento dos surtos estava em fase de brotacdo e apresentava sinais de consumo pelos
bovinos, mesmo em locais onde havia boa disponibilidade de pastagem, demonstrando boa palatabilidade
da planta e talvez maior toxicidade na fase de brotagdo. Tais indicios levam a crer que esta planta pode
estar associada aos casos de intoxicacdo e estudos adicionais serdo realizados na tentativa de reproducao
experimental da doencga através da administragdo da planta. Outro fato comum nos surtos é que eles
ocorreram em poucos piquetes, sendo que em seis casos, ocorreram somente em um piquete na
propriedade. Além disso, os sinais clinicos iniciavam-se poucos dias apds a troca de pasto ou introducio
de novos bovinos nas areas. Tal fato pode estar relacionado ao primeiro contato dos animais com a planta,
ou com periodo de estresse e fome vivido por esses animais em momento anterior. Tal caracteristica é
vista em algumas intoxicag¢des, como no caso de Brachiariaradicans(Gavaetal. 2010).

Apéds as primeiras mortes, em todos os casos os bovinos foram trocados de pasto. Com essa
movimentagdo, houve a precipitacdo de algumas mortes e os animais com quadro clinico mais grave
morreram por um periodo de até 15 dias. Entretanto, os demais animais se recuperaram em poucos dias.
Essa recuperagdo apés remocao dos animais da area afetada ou mesmo com a continuidade da ingestao da
planta é frequentemente relatada em casos de intoxicagdo por plantas hemoliticas, como
Ditaxisdesertorum, IndigoferaSuffruticosa e Brachiariaradicans (Tokarniaet al. 1997, Barbosa Neto et al.
2001, Gava et al. 2010, Figueiredo et al. 2012)e talvez se deva a modifica¢cdes da flora ruminal que se
adapta para alterar a estrutura quimica do principio ativo, ainda ndo conhecido nessas plantas. Tal
recuperacdo corre também em bovinos intoxicados por plantas do género Brassica, que contém S-
metilcisteina sulféxido (SMCO), metabélito que no rimen por acdo de bactérias, sofre metabolizacao em
dimetildissulfito, que causa hemoélise (Cheeke 1998). A recuperacido da anemia em casos de intoxicacdo
por Brassicaocorre, provavelmente, devido a uma adaptacdo parcial dos microorganismos do rumem
produzindo menos dimetildissulfito.

Em cinco propriedades, novos animais foram introduzidos nos piquetes onde ocorreram os surtos,
em um periodo de até 4 meses. Essa introdugao foi realizada ap6s manejo de rocagem em trés casos, apds
queima da pastagem em ume sem nenhum manejo em outro caso. Manifestagao clinica da doenga nao foi
observada em todos os casos. Acredita-se que a rogagem e a queima das pastagens tenham diminuido a
infestacdo da planta téxica nas areas, e ainda, que quando esses animais foram introduzidos nos piquetes,
o periodo mais téxico da planta tenha passado nido havendo manifestagido clinica da doenga mesmo
naquele local em que nenhum manejo foi realizado. Nas propriedades, que ndo foram substituidas por
lavoura e ainda mantinham bovinos nas dreas acometidas, ndo foi relatadarecorréncia da doenca, com
excecdo de uma Unica propriedade em que houve relatos de casos semelhantes, porém esses casos nao
foram acompanhados. E possivel que a ocorréncia de surtos seja limitada a variacées pluviométricas, com
maior desenvolvimento da planta ou mesmo maior toxidez da mesma em consequéncia de maior
quantidade de chuvas naquelas areas em periodos especificos. Nesse periodo nove surtos foram
acompanhados, entretanto ha relatos de casos semelhantes em varias regides do Estado de Mato grosso.
Acredita-se que muitos outros casos ocorram, porém com a recuperacdo dos animais apés um periodo, as
equipes de diagnostico ndo sdo solicitadas e os casos ndo sao contabilizados.
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CONCLUSAO

Conclui-se quea anemia hemolitica diagnosticada em bovinos nos Estados de Mato Grosso e
Rondodnia tem consideravel impacto nas localidades onde ocorrem, com indices de morbidade e
mortalidade razoaveis e alto indice de letalidade. Até o momento a doenca tem sua etiologia desconhecida;
entretanto asevidéncias epidemiolégicas, clinicas e patoldgicas sugerem que a mesma seja causada por
uma planta téxica de acdo hemolitica ainda ndo identificada e presente nas pastagens das propriedades
acometidas. Estudos adicionais com experimentacdo animal devem ser realizados na tentativa de
identificar tal planta.
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Fig 1. Anemia hemolitica téxica em bovinos. A. piquete onde ocorreu um dos surtos, evidenciando
pastagem recém formada por Brachiaria spp. com pouca disponibilidade de matéria verde e intensa
invasdo de plantas daninhas. B. Bovino em decubito esternal com fraqueza muscular e relutincia a
levantar-se. C. Rim de coloragdo enegrecida. D. Bexiga urinaria contendo urina de coloragdo vermelho
escuro “cor de coca-cola”. E. Corte histoldgico de figado com necrose paracentral de hepatécitos, HE, Obj
20X. F. Corte histologico de rim com nefrose hemoglobinurica, HE, Obj 20X.
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Tabela 1. Exames realizadas nos bovinos diagnosticados com Anemia Hemolitica no LPV/LAPAN da UFMT de 2008 a 2016.

Surtos Bovinos Hemograma Esfregaco Enzimas Urinalise Técnica do PCR PCR PCR PCR Necropsia
sanguineo hepaticas sulfato de Anaplasma Babesia Trypanossoma Leptospira
Amonia
1 B1 NR R NR NR NR NR NR NR NR R
B2 NR R NR NR NR NR NR NR NR R
2 B3 NR R NR NR NR R R R NR R
3 B4 NR R NR NR NR NR NR NR R R
4 B5 R R R R R NR NR NR NR R
B6 R R R R R R R R NR R
B7 R R R R R NR NR NR NR R
B8 NR R R R NR NR NR NR NR R
5 B9 NR NR NR NR NR R R R NR R
B10 NR NR NR NR NR NR NR NR NR R
6 B11 NR NR NR NR NR NR NR NR NR R
7 B12 R R NR NR NR NR NR NR NR R
B13 R R NR R NR NR NR NR NR NR
B14 R R NR NR NR NR NR NR NR NR
B15 NR NR NR R NR NR NR NR NR NR
8 B16 NR R NR NR R NR NR NR NR R
9 B17 R R R NR NR NR NR NR NR R
B18 R R R NR NR NR NR NR NR R

B1 a B18: bovino 1 ao 18. PCR: Rea¢do em cadeia de polimerase. R: Realizado. NR: Nao realizado
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Tabela2. Dados epidemiolégicos dos bovinos diagnosticados com Anemia Hemolitica no LPV/LAPAN da UFMT de 2008 a 2016.

Surto Localizagdo Rebanho  Bovinos Bovinos Mortalidade N2 Idade Sexo Pastagem Invasao Cons. Manejo do Més/Ano

total no lote mortos (%) necropsias (M/A) M/F plantas Lavoura/ piquete apés o primeiro

daninhas pecudria surto diagndstic

o

1 Juina-MT 600 140 12 8,57 2 3 anos 0/2 Brachiariaspp. ++ Nao Rogagem Jun/2008

2 Nova Mamoré-RO 500 300 25 5,00 1 Adulto 0/1 Brachiariaspp. +4++ Nao Queima Out/2012

3 Porto dos 1.400 700 40 571 1 Adulto 0/1 Brachiariaspp. +++ Nao Lavoura Jun/2012

Gauchos
4 Porto dos 10.000 149 22 14,76 4 6Mag8A 0/3 Brachiariahibrida( ++ Sim Nenhum Out/2013
Gauchos-MT Convert™HD 364
5 Nova Ubirata-MT 10.334 450 3 0,66 2 5A 0/2 Brachiariaruziziens + Sim Lavoura Out/2013
is

6 Matupa-MT 1.200 500 250 50,00 1 2A 1/0 Brachiariaspp. ++ Sim Lavoura Dez/2013

7 Feliz Natal-MT 1.500 100 4 4,00 1 Adulto 0/4 Brachiariaspp. +4++ Nao Rogagem Fev/2014

8 Juina-MT 5.000 100 50 50,00 1 Adulto 0/4 Brachiariaspp. ++ Nao Lavoura Mar/2014

9 Terra Nova do 3.700 90 23 25,55 2 Adulto 0/2 Brachiariabrizanta +++ Sim Rocagem Abr/2016
Norte-MT cv.piata

M/F: macho/fémea; M/A: més/ano; N°: nimero; (+): leve; (++): moderada; (+++): intensa; Cons.: consdrcio. Fev: fevereiro; Mar: margo; Abr: abril; Jun: junho; Out: outubro; Dez: dezembro. A.fogo: Ateamento de

fogo.P. lavoura: plantacdo de lavoura.
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Quadro3. Resultados de Hemograma, Enzimas hepaticas e urinalise de bovinos diagnosticados com Anemia hemolitica pelo LPV/LAPAN da UFMT de 2008 a 2016.

ERITROGRAMA Bov.5 Bov.6 Bov.7 Bov.8 Bov.12 Bov.13 Bov.14 Bov.15 Bov.17 Bov.18 PN*

He *(uL) 1.40 2.23 1.46 NR 1.64 1.98 2.09 NR 1.86 1.89 5-10

Hb (g/dL) 2 5.20 2 NR 4.1 39 4.6 NR 3.2 3.4 8-15

Ht (%) 6 14 6 NR 11.36 12.80 12.50 NR 9.18 9.51 24-46

VCM (fL) 42.86 62.78 42.92 NR 69 65 60 NR 49 50 40-60

CHGM (%) 33.33 37.14 14.29 NR 36.02 30.04 36.09 NR 34.08 36 30-36

Plaquetas (uL) 394 442 396.00 NR 772 346 258 NR 609 347 200-80

LEUCOGRAMA

Leucdcitos totais (pL) 9,400 26 9.300 NR 20.430 13.710 15.760 NR 14.370 13.030 4.000-12.000

Neutrofilos 7.708 8.840 6.500 NR 10.827 7.951 8.195 NR 9.340 10.424 2.500-7.500

segmentados(pL)

ENZIMAS HEPATICAS

G.G.T (UI/L) 61 122 482 87 NR NR NR NR 280 290 6.1-17.4

C.K. (UI/L) 1219 1311 3448 1297 NR NR NR NR NR NR 48-12.1

ALT.(UI/L) 120 141 199 112 NR NR NR NR NR NR 11-40

Fosfatase alcalina 132 124 240 127 NR NR NR NR 713.20 287.40 0-488

(u1/L)

Albumina (g/dl) 2.10 1.70 2.30 1.50 NR NR NR NR NR NR 3.3-3.55

Bilirrubina total 5.20 6.60 6.20 6.30 NR NR NR NR NR NR 0.01-0.5

(mg/dl)

Uréia (mg/dl) 56 54 109 112 NR NR NR NR 65 70 48.2-64.2

Creatinina (mg/dl) 2 1.40 4.00 1.70 NR NR NR NR 1.9 2.1 1-2

LDH (UI/L) 898 340 NR 560 NR NR NR NR NR NR 692-1445

URINALISE

Cor Casta Castanho Castanho Vermelho NR Amarelo NR Castanho NR NR Amarelo-palha 4 ambar
nho palido claro

Aspecto Turvo Turvo Turvo Turvo NR Limpido NR Turvo NR NR Transparente 4 limpido

Densidade 1018 1030 1026 1015 NR 1002 NR 1016 NR NR 1015-1045

pH 9 9 9 8 NR 8.5 NR 5.5 NR NR 7.5-8.5

Proteinas + Ausente + +++ NR + NR +++ NR NR Ausente

Sangue ++4+ Ausente +++ ++++ NR ++ NR ++44 NR NR Ausente

Hemdcias (campo 40x) 20 Ausente 3 30 NR 10 NR 20 NR NR 1a2/campo

Flora bacteriana ++ ++ ++ + NR ++ NR +H++ NR NR Discreta

He: hemdcias. Ht: hematdcrito.Hb: hemoglobina VCM: volume corpuscular médio CHGM: concentracdo de hemoglobina globular média. B.5: bovino 5, B.6: bovino6, B7: bovino 7,
B4: bovino 4, B.8: bovino 8, B.12: bovino 12. B.13: bovino 13 B.14: bovino 14 B.15: bovino 15 B.17: bovino 17. B.18: bovino 18. (+): tragos, (++):leve, (+++): moderado, (++++):
intenso. *valores de referéncia. N : ndo realizado. IFD: Imunofluorescéncia direta (imprint rim). hemog: positivo hemoglobina. PN*: padrido de normalidade segundo Weiss (2011),

Lopes et al. (2007).
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Certificamos que o Protocolo N¢ 23108.709966/2015-06, sobre “Estudo
etiolégico, epidemiolégico, clinico e lesional da doenga hemolitica toxica que
acomete bovinos nos estados de Mato Grosso e Rondbnia”, sob a
responsabilidade de Prof® Dr? NADIA ALINE BOBBI ANTONIASSI/Leilane
Aparecida da Silva Rondelli & Col., estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimenta¢do Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA)-UFMT em reunido ordindria de 30/10/2015.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N2 23108.709966/2015-06, entitled “Etiologic study,
epidemiological, clinical and lesional of hemolytic disease toxic that affects cattle
in the states of Mato Grosso and Rond6nia”, is in agreement with the Ethical
Principles for Animal Research established by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA). This project was approved by the
institutional Committee for Ethics in the Use of Animals (Federal University of
Mato Grosso — UFMT) on October 30, 2015.
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