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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. 2018. [Hemolytic anemia in beef cattle in extensive
system farming in Mato Grosso and Ronddnia.] Anemia hemolitica em bovinos de corte
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38(8):1475-1483. Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Mato Grosso, Av. Fernando
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Cases of hemolytic anemia in beef cattle in na extensive breeding system in Mato Grosso
and Ronddénia 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%. Research was
carried out on the main infectious causes such as leptospirosis, babesiosis, trypanosomiasis,
anaplasmosis and bacillary hemoglobinuria, as well as the possible toxic causes reported as
etiology of hemolytic anemia in cattle through hematology, blood biochemistry, molecular
and histopathological examinations. 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: Hemolytic anemia, beef cattle, extensive farming, Mato Grosso, Ronddnia, hemoglobinuria,
hemolytic poisoning, cattle.

RESUMO.- Casos de anemia hemolitica em bovinos de corte  casos a mortalidade chegou a 50%. Foi realizada investigacdo
em sistema de criacdo extensiva em Mato Grosso e Rondénia  para as principais causas infecciosas como leptospirose,
sdo acompanhados desde 2008. Os animais acometidos  babesiose, tripanossomiase, anaplasmose e hemoglobintria
apresentam fraqueza, mucosas palidas ou ictéricas, urina  bacilar, bem como para as possiveis causas toxicas relatadas
enegrecida, depressao e anorexia. Esse quadro muitas vezes  como etiologia de anemia hemolitica em bovinos por meio de
evolui para morte, principalmente quando os animais sdo exames hematolégicos, bioquimica sanguinea, moleculares
movimentados. Durante esse periodo aproximadamente histopatolégicos. Nio se observou nas propriedades
429 bovinos morreram em diferentes surtos eem alguns  ;.ometidas, nenhuma das plantas j& descritas no Brasil como
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INTRODUCAO

Anemia hemolitica é a destruicdo prematura de hemacias sem
0 aumento da taxa de reposicdo (Fry & McGavin 2013) e é
classificada em fun¢do do mecanismo de hemdlise, localizagao
(intravascular/extravascular), fisiopatologia (imunes/nao imunes)
edependendo da velocidade de instauragdo (agudas/crénicas)
(Berenguer Piqueras etal. 2016). Se caracteriza clinicamente
por dispneia, intolerdncia ao exercicio, palidez das mucosas,
aumento da frequéncia cardiaca, hemoglobinemia, ictericia,
hemoglobintria, 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 hemoglobintria bacilar
(Riet-Correaetal. 2001, Schild et al. 2008, Cadioli etal. 2012,
Silvaetal. 2013, 2015), as doencas de causas téxicas, como a
intoxicacdo por cobre (Aquino Neto etal. 2014) e por plantas
téxicas. Brachiaria radicans “tanner-grass’, forrageira utilizada
para ruminantes e presente em quase todo o territério
nacional tem sido relatada como causadora de quadros de
anemia hemolitica, nos Estados de Sdo Paulo e Santa Catarina
(Gava et al. 2010, Tokarnia et al. 2012) e neste ultimo, foi
relatado um surto de intoxicacdo por Allium cepa em bufalos
com quadro de anemia hemolitica (Borelli et al.2009). Além
destas, ha relatos de intoxicacao por Ditaxis desertorum com
importancia limitada ao Estado da Bahia (Tokarnia etal. 1997,
2012) e Indigofera suffruticosa, popularmente conhecida
como “anil”, que causa intoxica¢gdes em bovinos na regiao
nordeste do pais (Figueiredo et al. 2012). Foram relatadas
intoxicacdes, de bovinos por dleo de Brassica napus L. nos
Estados Unidos, Canadd, Gra-Bretanha e Irlanda, de bovinos
e ovinos por Brassica oleracea var. acephalanos Estados
Unidos, Gra-Bretanha e de bovinos por Allium canadense
e Allium schoenoprasm nos Estados Unidos (Burrows
&Tyrl 2013). Casos de intoxicacdo por Acer rubrum (Maple
vermelho) foram descritos nos Estados Unidos em alpacas
(De Witt et al. 2004), equinos (Alward et al. 2006) e Zebras
(Weber & Miller 1997).

Uma enfermidade de carater hemolitico é frequentemente
observada em bovinos de criagdo extensiva, desde o ano de
2008 nos Estados de Mato Grosso e Rondonia. Nenhuma das
causas conhecidas como hemoliticas foram identificadas
e evidéncias indicam como causa da doenga uma planta
toxica ainda ndo identificada. Diante disso, o objetivo deste
estudo é descrever os aspectos epidemioldgicos, clinicos
e anatomopatoldgicos da doenc¢a 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.

MATERIAL E METODOS

No periodo de 2008 a 2016, nove surtos de doen¢a hemolitica em
bovinos foram acompanhados pelas equipes do LPV-UFMT e do
LAPAN-UFMT, oito nos Estado de Mato Grosso e um em Rondonia.
As propriedades em que ocorreram os surtos foram enumeradas em
ordem crescente de acordo com a sequéncia cronoldgica (Surto 1a9),
assim como os animais examinados (Bovino 1 a 18). No estado de
Mato Grosso os Surtos 1 e 8 ocorreram em Juina, Surtos 3 e 4 em
Porto dos Gauchos, Surto 5 em Nova Ubiratd, Surto 6 em Matupa,
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Surto 7 em Feliz Natal, Surto 9 em Terra Nova do Norte e no Estado
de Ronddnia o Surto 2 ocorreu no municipio de Nova Mamoré.

Dados epidemiolégicos e clinicos foram obtidos junto aos
proprietarios e/ou médicos veterindrios 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, 18 bovinos foram acompanhados
clinicamente, testes de hemogramas foram realizados com
amostras de sangue de 8 bovinos dos Surtos 4, 7 € 9 pelo método
da contagem automatica de células, com a utiliza¢do do aparelho
VET ABC-TM Micros 60, com cartdo de leitura de hematdcrito para
bovinos, além da andlise de esfregaco sanguineo de 14 bovinos
dos Surtos 1, 2, 3, 4, 7, 8 e 9 para analise morfologica celular e
leucometria diferencial. Esfregacos de sangue total de 14 bovinos
dos Surtos 1, 2, 3, 4, 7, 8 e 9, foram processados pela técnica do
micro hematdcrito (Batista et al. 2008), corados com Panético®, e
analisados por microscopia direta para pesquisa de Trypanosoma spp.,
Babesia spp. e Anaplasma spp. Exames séricos de ureia, creatinina
e dosagem das enzimas hepaticas como Gama glutamiltransferase
(GGT), Creatinofosfoquinase (CK) Alanina aminotransferase (ALT),
Fosfatase Alcalina (FA) e Desidrogenase lactica (LDH). Valores de
Bilirrubina total e Albumina foram obtidos utilizando kits da Bioclin® e
procedeu-se de acordo com as recomendagdes do fabricante. Amostras
de urina foram analisadas pelo método de urinalise para observagédo
de caracteres fisicos macroscdpicos, pesquisa semi-quantitativa e
sedimentoscopia microscdpica quantitativa, e por avaliagdes através
de fitareagente (Hemagen®). A diferenciacdo entre mioglobintria e
hemoglobinuria foi realizada na urina de 4 bovinos dos Surtos 4 e 8,
pela técnica qualitativa do Sulfato de Amonio. Foram adicionados 2,8g
de Sulfato de am6nio em 5ml de urina, com posterior centrifugagdo a
2000rpm por 10 minutos e 5 minutos em repouso, com a passagem
de uma fita reagente (Hemagen®) no filtrado (Lopes et al. 2007).

DNA foi extraido a partir de amostras de 250pul de sangue
pertencentes a quatro bovinos dos Surtos 2, 3,4 e 5, usando o método
padréo fenol - cloroférmio e precipitagdo com etanol (Sambrook &
Russel 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).
0 DNA obtido foi analisado em eletroforese com gel de agarose 1% e
corado com brometo de etideo (Sambrook et al.1989). A presenca de
Tripanossoma spp., Babesia spp., Anaplasma sp. e Leptospira spp. nas
amostras do DNA extraido foram testadas por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Na detecgdo 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 etal. (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 etal.
(2009) que tem o gene LipL32 como alvo especifico para leptospiras
patogeénicas.

Quinze bovinos foram submetidos 4 necropsia. Alteracdes
macroscopicas foram anotadas e fragmentos de tecidos foram
coletados, fixados em formol a 10%, e processados pelas técnicas
histolégicas rotineiras (Prophet et al. 1992), coradas pela hematoxilina
e eosina (HE) e observados em microscopia éptica. Adicionalmente,
foram realizadas as seguintes técnicas de coloragdes especiais
em todos os casos: Acido Rubeénico para deteccio de Cobre em
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laminas histolégicas de figado e rim; Warthin-Starry para detecg¢do
de espiroquetas de Leptospira sp. em laminas histolégicas de rim e
a coloragdo de Perls para marcacdo de hemossiderina em laminas
de figado e bago (Prophet et al. 1992).

RESULTADOS

Epidemiologia e sinais clinicos

No Estado de Mato Grosso as propriedades acometidas
estdo situadas no municipio de Juina (Surto 1 e 8), Porto
dos Gatchos (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 Rondoénia a propriedade acometida situa-se no
municipio de Nova Mamoré (Surto 2). Todas as propriedades
se localizam nas regides do bioma Amazonico e de transicdo
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Fig.1. Anemia hemolitica téxica em bovinos. (A) Piquete onde ocorreu um dos surtos, evidenci

Cerrado-Amazonia e mantinham sistema de criagio extensiva
de bovinos nelore, com predominio de cria e recria.

Nos Surtos 1, 2, 3,5, 6 e 7 a doenga ocorreu em somente
um piquete da propriedade, nos Surtos 4 e 8, bovinos de
dois piquetes foram acometidos e no Surto 9 foram em trés
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 degradacio, ou sem
degradagdo, com moderada a intensa quantidade de plantas
daninhas (Fig.1A) e nas propriedades dos Surtos 5, 6 e 9
era realizado consorcio lavoura/pecudria. 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 Pleonotoma mieloides, observada

m recém formada por

s _
ando pastage

Brachiaria spp., com pouca disponibilidade de matéria verde e intensa invasdo de plantas daninhas. (B) Bovino em decubito esternal
com fraqueza muscular e relutancia a levantar-se. (C) Rim de coloragdo enegrecida. (D) Bexiga urinaria contendo urina de coloragdo
castanho escuro “cor de coca-cola”. (E) Corte histolégico de figado com necrose paracentral de hepatdcitos. HE, obj.40x. (F) Corte

histoldgico de rim com nefrose hemoglobintrica. HE, obj.20x.
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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 Brachiaria radicans,
Allium cepa, Ditaxis desertorume, Indigofera suffruticosa
(Tokarnia et al. 1997, Borelli et al. 2009, Gava et al. 2010,
Figueiredo etal. 2012). Em todas as propriedades os animais
eram suplementados com mineralizacdo comercial especifica
para bovinos.

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 mudancga dos piquetes,
respectivamente. [niciavam-se os sinais clinicos da doenca e
eram agravados ap6s a movimentacio dos animais e a evolugio
atéamorte se davade 1 a5 dias. Aproximadamente 429 bovinos
morreram nestes surtos. A mortalidade varioude 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 doenc¢a ocorreram nos
meses de outubro a junho, com maior ocorréncia no més de
outubro. Informagoes epidemioldgicas detalhadas a respeito
dos surtos estdo dispostas no Quadro 1.

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 doenca havia quadros de depressdo e tremores
musculares acentuados (14/18), anorexia (8/18) e urina
de coloracgdo castanho escura em todos bovinos avaliados.

Frequentemente havia manifestacdes de agressividade (8/18),
além de decubito (Fig.1B). A evolugdo da doenca incluia uma
fase agonica final, onde a morte era de carater agudo.

Tratamento suporte foi realizado nos bovinos dos
Surtos 1,2, 3,4, 5,6 e 9, porém, sem sucesso na recuperagao.
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 ocorreu em poucos dias, apesar de ainda
ocorrerem mortes nos Surtos 2, 4, 6 e 8, por um periodo de até
15 dias. Posteriormente, outros animais foram introduzidos
nos piquetes, até 4 meses apoés os surtos. Nos Surtos 1,7 e 9, a
introducdo de novos animais foi realizado apds 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 reintroducdo de animais, nenhuma manifestacdo clinica
foi observada. A recorréncia da doenga nao foi relatada em
nenhum caso, com exce¢do da propriedade do Surto 4 em
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 informacgao
s6 foi obtida muito tempo apds os casos. 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.

Exames complementares

Na andlise estatistica do eritrograma dos bovinos
avaliados dos Surtos 4, 7 e 9 os valores da média e desvio
padrao dos constituintes hematoldgicos sdo os descritos
respectivamente: eritrécitos (1,81 e 0,29), hemoglobina
(3,55e1,14), hematocrito(10,16 e 3,03), VCM (55,19 € 10,25),
CHGM (32,12 e 7,54), plaquetas (445,5 e 166,13), leucécitos
totais (15250 e 5,61), neutroéfilos segmentados (8723e 1,44),

Quadro 1. Dados epidemioldgicos dos bovinos diagnosticados com Anemia Hemolitica no LPV/LAPAN da UFMT de

2008 a 2016
Manejo
Surto Localizagdo Rebanho Bovinos - Bovinos - Mortalidade Ne Idade * Sexo Pastagem Ir}:isti(s) 1;/23:5/ i dl?ete Mlizgrr]g
¢ total  nolote mortos (%) necropsias (M/A) M/F g pa e/ Pt prumetr
daninhas pecudria apéso diagnéstico
surto
1 Juina/MT 600 140 12 8,57 2 3A 0/2 Brachiaria spp. ++ Nao Rogagem Jun/2008
2 Nova 500 300 25 5,00 Adulto  0/1 Brachiaria spp. +++ Néo Queima Out/2012
Mamoré/RO
3 Porto dos 1.400 700 40 571 1 Adulto 0/1 Brachiaria spp. +4+ Nao Lavoura Jun/2012
Gauchos
4 Portodos  10.000 149 22 14,76 4 6Ma 0/3 Brachiaria hibrida ++ Sim Nenhum Out/2013
Gauchos/MT 8A (Convert™HD 364)
5 Nova 10.334 450 3 0,66 2 5A 0/2 Brachiaria + Sim Lavoura Out/2013
Ubirata/MT ruziziensis
Matupad/MT  1.200 500 250 50,00 1 2A  1/0 Brachiaria spp. ++ Sim Lavoura Dez/2013
7 Feliz Natal/ 1.500 100 4 4,00 1 Adulto 0/4 Brachiaria spp. +++ Ndo Rogagem Fev/2014
MT
8 Juina/MT 5.000 100 50 50,00 Adulto 0/4 Brachiaria spp. ++ Nao Lavoura Mar/2014
9 Terra Nova 3.700 90 23 25,55 Adulto 0/2 Brachiaria +++ Sim  Rogagem Abr/2016
do Norte/ brizanta cv.piata
MT

+ Leve, ++ moderada, +++ intensa; M/F = macho/fémea, M/A = meses/anos, Cons. = consoércio, Fev = fevereiro, Mar = margo, Abr = abril, Jun = junho,

Out = outubro, Dez = dezembro.
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neutrofilos bastonetes (174,75 e 234), linfécitos (4607 e 2847),
eosinofilos (247,75 e 260,05), mondcitos (158,12 e 116,42),
baséfilos (0 e 0). O VCM (Volume Corpuscular Médio)
apresentou valores acima da normalidade em 3 andlises e
valores dentro da normalidade em 5 e 0o CHGM (Concentragdo
de Hemoglobina Globular Média) apresentou valores acima
da normalidade em 4 amostras observadas e valores normais
nas outras 4 amostras, caracterizando na maioria dos casos
anemia normocitica normocromica. As plaquetas apresentaram
valores dentro da normalidade em 7 resultados, observando
o aumento destas em somente uma amostra. Os Bovinos 6,
12,13, 14,17 e 18 apresentaram leucocitose com neutrofilia.
Na andlise estatistica dos valores de enzimas hepaticas e
renais dos bovinos avaliados dos Surtos 4 e 9 os valores da
média e desvio padrdo foram os descritos respectivamente:
GGT (220,33 e 161,07), CK (1818,75 e 1086,92), ALT (143 e
39), FA (270,5 e 227,26), Albumina (1,9 e 0,36), Bilirrubina
Total (6,07 e 0,60), Uréia (77,66 e 26,11), Creatinina
(2,18 e 0,92), LDH (599 e 281,07). Na analise de enzimas
hepaticas, observou-se que Gama glutamiltransferase (GGT),
Creatinofosfoquinase (CK), Alanina aminotransferase (ALT)
e Fosfatase Alcalina (FA), como também a Bilirrubina total
apresentaram valores amuito acima da normalidade. Albumina
e Desidrogenase lactica (LDH) apresentaram valores abaixo
danormalidade. Com relagio aos valores de Uréiae Creatinina
houve divergéncias, notando-se aumento em determinados
casos e diminuigao em outros. Na pesquisa por hematozodarios
como Babesiaspp. e Anaplasma spp. e de Trypanossoma sp
realizados em 14 bovinos dos 9 surtos o resultado foi negativo.
Na urinalise dos bovinos dos Surtos 4, 7 e 9 a coloracao da
urina apresentou-se mais escurecida em todas as amostras
avaliadas, com aspecto predominantemente turvo. O pH acido
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 microscdpica
quantitativa a quantidade de eritrdcitos apresentou valores
acima da normalidade. Nas técnicas de PCR realizadas para
detecgdo de Leptospira spp. emtrés bovinos dos Surtos 3 e 9
o resultado foi negativo. Nas técnicas de PCR realizadas para
detec¢do de Tripanossoma spp., Babesia spp. e Anaplasma
spp- em amostras do DNA extraido de 6rgios de trés bovinos
correspondentes ao Surtos 2, 4 e 5 ndo houve a detecgdo
destes agentes. Dados detalhados a respeito dos resultados
de hemograma, urindlise, enzimas hepaticase de técnicas de
PCR estdo sumarizados no Quadro 2. A técnica qualitativa
do Sulfato de Aménio apresentou resultado positivo para a
presenca de hemoglobina nas quatro amostras de urina do
Surto 4 evidenciando hemoglobintria. Avalia¢cdes da urina
de dez bovinos dos Surtos 3, 4, 7 e 9, através de fita reagente
(Hemagen®) revelaram pH acido e presenga de glicose e
leucdcitos em quantidade leve.

Avaliacdo anatomopatologica

Quinze bovinos foram submetidos a necropsia com
minimo de um e maximo de quatro animais por surto. No
exame macroscépico de cinco dos quinze bovinos notou-se
baixo escore corporal. O sangue de quatro destes apresentava
coloragio 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 ubere (3/15). 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 fridvel e colora¢do escura (4/15), por
vezes amarelada (6/15) e com evidenciacdo 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).
Osrins apresentavam aumento de volume (3/15) e coloragao
marrom escura a enegrecida (9/15) (Fig.1C), apresentando
ainda tumefacdo moderada (4/15), por vezes com areas de
depressao da superficie capsular (2/15). A bexiga continha
urina de cor castanho escuro (12/15)(Fig.1D), e o bago estava
aumentado até duas vezes o seu tamanho (4/15).

Histologicamente, as lesdes no figado eram caracterizadas
por necrose hepatocelular paracentral (13/15 casos), e
ocasionalmente centrolobular (9/15)(Fig.1E). Circundando
as areas de necrose haviam hepatocitos tumefeitos e
vacuolizados (8/15), além de infiltrado linfoplasmocitario
discreto e multifocal (2/15). Pericolangite linfoplasmocitaria
leve e multifocal (7/15) foi observada associada a discreta
quantidade de macréfagos espumosos (4/15). Colestase
canalicular moderada e multifocal foi observada em 4 casos.
Nos rins as lesdes foram de nefrose hemoglobinurica
caracterizada por degeneracdo (7/15) e necrose moderada
de tabulos uriniferos (11/15) com células tubulares com o
nucleo picnotico, 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
tubulos (12/15)(Fig.1F), além de areas focais de calcificacdo
no intersticio (1/15) e infiltrado linfoplasmocitario moderado
intersticial (6/15). Por fim, no bago 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),

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

DISCUSSAO

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

Nos surtos acompanhados, aproximadamente 429 bovinos
morreram, de um total de aproximadamente 2.529 animais
das propriedades acompanhadas. A morbidade e mortalidade
variaram consideravelmente, com {ndices de 0,57 2 67,11%
e 0,26 a 50%, respectivamente. Ja a letalidade apresentou
variacdo de 22 a 100%. Consideraveis perdas econdémicas sdo
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Quadro 2. 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.l5 Bov.l7 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 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
Plaquetas (pL) 394 442 396 NR 772 346 258 NR 609 347 200-750
Leucograma
Leucécitos totais (uL) 9,400 26,000 9,300 NR 20,430 13,710 15,760 NR 14,370 13,030 4,000-12,000
Neutrofilos segmentados(pL) 7,708 8,840 6,500 NR 10,827 7,951 8,195 NR 9,340 10,424 2,500-7,500
Neutroéfilos bastonetes(uL) 0 520 200 NR 0 548 0 NR 0 130 0-120
Linfécitos(pL) 1,316 8,840 1,800 NR 7,354 4,798 6,934 NR 3,736 2,085 2,500-7,500
Eosinéfilos(pL) 94 780 80 NR 2,043 137 472 NR 287 130 0-2,400
Mondcitos (pL) 282 7,020 80 NR 204 274 157 NR 1,006 260 25-840
Basoéfilos 0 0 0 NR 0 0 0 NR 0 0 0-200
Enzimas
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 4,8-12,1
A.L.T.(UI/L) 120 141 199 112 NR NR NR NR NR NR 11-40
Fosfatase alcalina (UI/L) 132 124 240 127 NR NR NR NR 713 287 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 Castanho Castanho Castanho Castanho NR Amarelo NR Castanho NR NR Amarelo-
palido palha 4 ambar
claro
Aspecto Turvo Turvo Turvo Turvo NR Limpido NR Turvo NR NR Transparente
a limpido
Densidade 1018 1030 1026 1015 NR 1002 NR 1016 NR NR 1015-1045
pH 9 9 9 8 NR 8,5 NR 55 NR NR 7,5-8,5
Proteinas + Ausente + +++ NR + NR +++ NR NR Ausente
Sangue +++ Ausente +++ ++++ NR ++ NR ++++ NR NR Ausente
Hemacias (campo 40x) 20 Ausente 3 30 NR 10 NR 20 NR NR 1a2/campo
Flora bacteriana ++ ++ ++ + NR ++ NR +H++ NR NR Discreta

He = hemadcias, Ht = hematécrito, Hb = hemoglobina, VCM = volume corpuscular médio, CHGM = concentra¢do de hemoglobina globular média,
Bov.5 = bovino 5, Bov.6 = bovino, Bov.7 = bovino 7, Bov.4 = bovino 4, Bov.8 = bovino 8, Bov.12 = bovino 12, Bov.13 = bovino 13, Bov.14 = bovino 14,
Bov.15 = bovino 15, Bov.17 = bovino 17, Bov.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 & Wardrop 2011, Lopes et al.

(2007).

observadas nesses casos, nio somente atribuidas as mortes
destes bovinos, mas também aos gastos com contratagdo de
médicos veterindrios e compra de medicamentos, que na
maioria das vezes ndo sdo utilizados em fungio da rapida
progressdo da doenga.

Quanto aos animais afetados, ndo foi observado predilecao
poridade 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 criagao extensiva
de bovinos daraca nelore. Em todos os piquetes onde ocorreu
a doenca, as pastagens eram recém-formadas e compostas
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por Brachiaria spp. com graus variados de degradacao e com
leve a intensa invasdo por plantas comuns as regides de Mata
Amazodnica e transicdo Cerrado-Amazoénia. 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 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 inspecdo de pastagens realizadas em visitas
as propriedades nenhuma das plantas téxicas causadoras de
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anemia hemolitica descritas no Brasil foi observada. Dentre
elas estdo, Allium cepa, que ndo é cultivada nas regides onde
ocorreram os surtos, Brachiaria radicans, que ocorre somente em
areas alagadas no Pantanal Matogrossensee Ditaxis desertorume
Indigofera suffruticosa frequentes na regido nordeste do pais,
e ndo relatadas nos estados de Mato Grosso e Rondodnia.
Entretanto, 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 brotacdo e apresentava sinais de consumo pelos
bovinos, mesmo em locais onde havia boa disponibilidade
de pastagem, demonstrando boa aceitabilidade da planta
e talvez maior toxicidade na fase de brotagao. 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 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 ap6s
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 intoxica¢des, como no caso de Brachiaria radicans
(Gava etal. 2010).

Ap0és as primeiras mortes, em todos os casos os bovinos
foram trocados de pasto. Com essa movimentacgao, houve a
precipitacao 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 ap6s remoc¢do 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, Indigofera suffruticosa
e Brachiaria radicans (Tokarnia et al. 1997, Barbosa
Neto et al. 2001, Gava et al. 2010, Figueiredo et al. 2012) e
talvez se deva a modifica¢des da flora ruminal que se adapta
para alterar a estrutura quimica do principio ativo, ainda nao
conhecido nessas plantas. Tal recuperacédo corre também em
bovinos intoxicados por plantas do género Brassica, que contém
S-metilcisteina sulféxido (SMCO), metabdlito que no rumen por
acdo de bactérias, sofre metabolizagdo em dimetildissulfito,
que causa hemolise (Cheeke 1998). A recuperagio da anemia
em casos de intoxicacdo por Brassica ocorre, provavelmente,
devido a uma adaptagdo 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 introdugdo foi realizada ap6s manejo de rocagem
em trés casos, ap6s queima da pastagem em ume sem nenhum
manejo em outro caso. Manifestacdo clinica da doenca 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 ndo havendo manifestagio clinica da
doenca mesmo naquele local em que nenhum manejo foi
realizado. Nas propriedades, que ndo foram substituidas por
lavoura e ainda mantinham bovinos nas areas acometidas,
nao foi relatadarecorréncia da doenca, com excecao de uma

unica propriedade em que houve relatos de casos semelhantes,
porém esses casos nio foram acompanhados. E possivel que a
ocorréncia de surtos seja limitada a variagdes 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 recuperacgdo dos animais ap6s um periodo, as
equipes de diagnéstico ndo sdo solicitadas e os casos ndo
sdo contabilizados.

Quanto as avaliacdes hematoldgicas dos casos estudados,
observou-se que quadro de anemia normocitica normocrémica
na maioria dos casos (Weiss & Wardrop 2011), o que é
compativel com quadros de anemia hemolitica. Os achados
de leucocitose por neutrofilia por vezes com desvio para
esquerda regenerativo nos Bovinos 6,12, 13, 14,17 e 18 dos
Surtos 4, 7 e 9 respectivamente, trata-se de um quadro de
leucocitose fisioldgica que ocorre frequentemente em bovinos por
liberagdo de glicocorticoides em momentos de estresse durante
manejo, transporte (Jain 1993, Buckham-Sporer etal. 2008),
como também em processos febris (Ciarlini 2005). Tanto o
estresse como quadros febris foram observados nos bovinos
deste estudo, em diversas situacdes como durante o manejo
da troca de pasto, manejo de transporte entre fazendas e
durante a contencdo para a coleta de amostras de sangue.
Na analise de enzimas hepaticas, 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,
CKna avaliacdo de danos hepaticos e Bilirrubina total usada
na avaliacao de danos hepaticos e com maior elevacdo em
crises hemoliticas (Kaneko 2014).

Resultados negativos na técnica de PCR e na coloragio
especial para deteccdo de espiroquetas no rim permitiram
descartar a infecgdo por Leptospira spp. Além disso, os
historicos dos casos ndo informaram alteragdes reprodutivas
frequentes nessa doenga (Oliveira et 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 lesdes patoldgicas
compativeis com essas infec¢des (Smith 2006), a pesquisa
destes hemocitozoarios por esfregacos de sangue apresentou
resultados negativos nas amostras analisadas. Adicionalmente
o exame de PCR de 6rgaos de animais acometidos foi negativo
a presenca 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 infeccdo e ainda nao
foram observados sinais neurolégicos, lesdes em meninges
(Batista et al. 2008, 2011) ou desordens reprodutivas
(Silva et al. 2004, 2013, Cadioli et al. 2012) frequentemente
relatadas nessa enfermidade. A suspeita de Hemoglobintria
bacilar foi descartada pela auséncia de lesdes caracteristicas
dessa doenca no figado (Schild et al. 2008), além da auséncia de
fasciola ou outros parasitas no 6rgdo (Cullen & Stalker 2016).
Hematuria enzoética nao foi cogitada devido a auséncia de
alteragdes vesicais de origem neoplasica (Riet-Correa etal. 2001,
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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. caudatum nas propriedades
onde os surtos ocorreram (Furlan et al. 2014). A intoxicagao
por cobre foi descartada através da coloracio do Acido
Rubeanico que nio evidenciou o mineral em tecidos dos
animais acometidos.

As manifestagdes clinicas e patolégicas da doenca aqui
estudada sdo bastante semelhantes as relatadas nas intoxica¢des
pelas plantas toxicas hemoliticas descritas no Brasil, e sdo
caracterizadas por quadro de anemia hemolitica aguda, com
palidez ou ictericia de mucosas, urina de coloragio vermelho
escura, assim como figado e rins que também apresentam
colocagdo vermelho escuro, que correspondem a hemoglobintria,
anecrose de hepatdcitos das regides centrolobular e paracentral
e nefrose hemoglobintrica com proteinuria, respectivamente
(Tokarnia et al. 1997, Borelli et al. 2009, Gava et al. 2010,
Salvador et al. 2010, Figueiredo et al. 2012). Tais lesdes
histopatolégicas sdo compativeis com as alteracdes de enzimas
hepaticas e renais observadas.

CONCLUSOES

A anemia hemolitica diagnosticada em bovinos nos
estados de Mato Grosso e Ronddnia tem consideravel impacto
nas localidades onde ocorrem, com indices de morbidade e
mortalidade razodaveis e alto indice de letalidade.

Os aspectos clinicopatolégicos sdo semelhantes aos
descritos para outras plantas toxicas relatadas no Brasil,
entretanto a auséncia dessas plantas nas propriedades onde
ocorre a doenga sugere se tratar de uma planta hemolitica
ainda ndo identificada.

Um fato comum a todas as propriedades investigadas é a
presenca da planta Pleonotoma melioides que no momento
dos surtos estava em fase de brotacio e apresentava sinais
de consumo pelos bovinos, mesmo em locais onde havia boa
disponibilidade de pastagem, demonstrando boa aceitabilidade
da planta pelos animais e talvez maior toxicidade na fase de
brotacio.

Tais indicios levam a crer que esta planta pode estar
associada aos casos de intoxicagdo e estudos adicionais serdao
realizados na tentativa de reproducdo experimental da doenga
através da administragdo da planta.
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