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Resumo

O objetivo deste trabalho foi descrever as complicagdes hematoldgicas e bioquimicas em bovinos da regido Sudoeste do Parana
infectados por Anaplasma marginale, comparando estas alteracdes com os pardmetros apresentados por bovinos sadios da mesma
regido. Foram avaliadas 40 vacas com aptidao leiteira, sendo 20 clinicamente suspeitas de estarem infectadas pelo parasito e
outras 20 sadias, que serviram como grupo controle. O hemograma foi realizado em contador hematolégico automatico. Para a
contagem diferencial de células brancas e pesquisa do agente realizou-se esfregago sanguineo. As analises de albumina, proteinas
totais (PT), uréria, creatinina, aspartato-aminotrasferase, e gama-glutamiltransferase séricas, foram realizadas em analisador
bioquimico semi-automatico. Os resultados obtidos foram avaliados através do programa SPSS, versao 20.0, sendo submetidos
ao Teste t de Student. O diagndstico foi realizado pela identificagdo do hemoparasito em esfregago sanguineo. Os animais
infectados apresentaram uma parasitemia que variou de 11 a 20%. Constatou-se diferencga estatistica significante (p<0,01), entre
os seguintes parametros: hematdcrito das infectadas (17,9911,49%) e sadias (29,38+0,96); numero de hemacias das infectadas
(3,7110,39x108/uL) e sadias (7,23+0,37x108/uL); hemoglobina das infectadas (6,08+0,65g/dL) e sadias (9,96+0,33g/dL); VCM das
infectadas (52,60+3,07fL) e sadias (41,34+1,31fL); mondcitos das infectadas (1353,27+373,61/uL) e sadias (517,84+113,22/uL);
PT (proteinas totais) das infectadas (7,60+0,18g/dL) e sadias (5,90+0,28g/dL). Os animais infectados apresentaram acentuada
anemia e aumento sérico das PT. Conclui-se que estes hemoparasitos provocam monocitose e sinais clinicos graves decorrentes
da anemia acentuada, porém nao alteram os marcadores da fung@o hepatica e renal de bovinos na forma clinica de Anaplasmose.
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Abstract

The objective of this study was to describe the hematological and biochemical complications in cattle of southwestern Parana
region infected with Anaplasma, comparing these changes with the parameters presented by healthy cattle from the same region.
We evaluated 40 cows with milk aptitude, 20 clinically suspected of being infected by the parasite and other 20 healthy, which
served as a control group. Blood counts were performed in automated hematology counter. For the differential white cell count
and agent search was held smears. Albumin analysis, total protein (TP), urea, creatinine, aspartate-aminotransferase and serum
gamma-glutamyl transferase were carried out in semi-automatic biochemical analyzer. The results were evaluated using SPSS,
version 20.0, and submitted to the Student t test. The diagnosis was made by identifying the hemoparasite in blood smears.
Infected mice had a parasitemia ranging from 11 to 20%. We found statistically significant differences (p<0.01) among the following:
hematocrit of infected (17,99+1,49%) and healthy controls (29,38+0,96%); number of red blood cells infected (3,71+0,39x10%/
pL) and healthy controls (7,23+0,37x108/uL); of infected hemoglobin (6,08+0,65g/dL) and healthy controls (9,96+0,33g/dL); VCM
infected (52,60+3,07fL) and healthy controls (41,34+1,31fL); of infected monocytes (1353,27+373,61/uL) and healthy controls
(517,84+113,22/uL); PT (total protein) of infected (7,60+£0,18g/dL) and healthy controls (5,90+0,28g/dL). Infected animals showed
marked anemia and serum increase in PT. We conclude that these blood parasites cause monocytosis and severe clinical signs
resulting from severe anemia, but do not alter markers of liver and renal function of cattle in the clinical form of Anaplasmosis.
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Introducao

Anaplasma marginale é uma Rickettsia pertencente a ordem
Rickettsiales (Aubry e Geale, 2011), que foi reorganizada em
duas familias: Anaplasmataceae e Rickettsiaceae (Dumler et
al., 2001). E causador da Anaplasmose em bovinos de areas
tropicais e subtropicais em varias regiées do mundo (Kocan et
al., 2010; Ashuma et al., 2013).

Este agente é considerado um hemoparasito intraeritrocitario
obrigatério (Aubry e Geale, 2011), sendo responsavel pelo
desenvolvimento de sinais clinicos como letargia, febre, anemia,
ictericia, perda de peso, diminuicdo na producgdo de leite, e
aborto (Vidotto e Marana, 2001; Kocan et al., 2010). As lesbes
organicas decorrentes da patogenia pioram conforme aumenta o
tempo de infeccao, devido a elevacgao progressiva da parasitemia
(Aubry e Geale, 2011).

O aumento brusco da parasitemia na forma aguda evolui para
anemia hemolitica e ictericia (De Uk et al., 2012). Suspeita-se
que a série branca também possa sofrer alteragdo, pois em
pequenos ruminantes infectados pelo hemoparasito Babesia sp.
verifica-se a existéncia de neutrofilia e/ou linfocitose (Sulaiman et
al., 2010; Esmaeilnejad et al., 2012), as quais estao relacionadas
com a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias (Stockham e
Scott, 2011).

Em estudo realizado por Hornok et al. (2007) verificou-se
lesdo patoldgica no figado e nos musculos de bovinos com
Anaplasmose, porém o mesmo nao foi observado no rim. Outros
autores (Allen et al., 1981; Coskun et al., 2012) mostraram
elevacao de Aspartato aminotransferase (AST) e Fosfatase
alcalina (FA), o que reforga a possibilidade de lesdo hepatica.

Assim, ha necessidade de maior exploragao sobre as alteragdes
sanguineas causadas pela Anaplasmose. Sendo que os
parametros hematolégicos e bioquimicos podem ser usados
para avaliar a gravidade da enfermidade (Sulaiman et al., 2010;
Coskun et al., 2012; Esmaeilnejad et al., 2012). Além disso, ndo
ha estudos sobre as alteragbes encontradas no hemograma e
nos exames bioquimicos de bovinos naturalmente infectados
por este hemoparasito na regido Sudoeste do Parana. Salienta-
se que devido a genética de A. marginale e defesa imune dos
animais, conforme as diferentes regides geograficas, podem
ocorrer diferengas na sua patogenicidade (Kocan et al., 2010).

Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar as alteragbes
hematoldgicas e bioquimicas de bovinos naturalmente infectados
por Anaplasma marginale na regido Sudoeste do Parana.

Material e métodos

Os animais em estudo foram provenientes dos municipios
Salto do Lontra, Nova Prata do Iguagu, Realeza e Francisco
Beltrao, localizados no Sudoeste Paranaense. Os mesmos
foram constituidos por 40 (quarenta) vacas com aptidao leiteira
com idade variando de dois a oito anos. Sendo que 20 (vinte)
representaram o grupo infectado, as quais apresentavam
sinais clinicos sugestivos de Anaplasmose; e as outras 20
apresentaram-se clinicamente sadias, servindo como grupo
controle. Salienta-se que em todos os animais do estudo
procedeu-se a realizagdo do exame fisico geral e o periodo da
pesquisa (para coleta e processamento das amostras) foi de
outubro a dezembro de 2013.
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As analises das amostras foram realizadas no Laboratério de
Analises Clinicas da Universidade Federal da Fronteira Sul,
Campus Realeza, Parana. Para pesquisa dos hemoparasitos,
amostras de sangue foram coletadas através da pungao da veia
marginal da orelha. As amostras sanguineas para o hemograma
e exames bioquimicos foram coletadas da veia jugular, com
agulha de calibre tamanho 1,20 x 40mm. Para realizagdo do
hemograma coletou-se 5mL de sangue em tubo contendo
anticoagulante EDTA, assim como recomendado por Jain (1993);
para realizagdo dos exames bioquimicos foram coletados 10mL
de sangue sem anticoagulante para obteng&o do soro, o qual foi
obtido a partir da centrifugagéo a 5.000 rpm durante 10 minutos.

A estimativa da parasitemia dos animais (presenga de
hemoparasitos) foi realizada através do exame direto do agente
no sangue dos mesmos. Os esfregagos sanguineos foram
corados em Pandtico rapido. Apos a coloragéo foi realizado o
exame microscépico em 100 campos do esfregaco com objetiva
de imersédo (aumento de 1000x), conforme recomendado por
Almosny (2002). Em cada esfregaco, a partir da contagem de
1000 hemacias estimou-se o nimero de hemacias parasitadas,
o resultado foi expresso em porcentagem (%), assim como
proposto por Vieira et al. (2001). Para o eritrograma, a contagem
de hemacias e a determinagéo da concentragdo de hemoglobina
foram realizadas em contador automatico de células (Bio 2900
vet®), e para determinar o hematdcrito o sangue foi processado
por uma microcentrifuga (12.500 rpm durante 5 minutos); a
proteina plasmatica foi mensurada através de refratdbmetro; o
VCM e CHCM foram calculados através das formulas hematdcrito
X 10/ numero de hemacias e hematdécrito / hemoglobina X 100,
respectivamente, para determinar o tipo de anemia apresentada
pelo animal. Para o leucograma, a contagem de leucécitos
totais foi realizada em contador automatico de células (Bio 2900
vet®), e o diferencial de leucécitos foi realizado em esfregaco
sanguineo corado em Pandtico rapido.

As amostras de soro foram submetidas ao exame bioquimico
através do método cinético ou colorimétrico, em aparelho
semiautomatico de bioquimica, onde foram mensuradas as
enzimas aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil
transferase (GGT), além de proteina total (PT) e albumina para
verificar possiveis alteragdes hepaticas; e os metabdlitos uréia
e creatinina para verificar a fungéo renal dos animais.

Os valores dos hemogramas e exames bioquimicos dos animais
clinicamente infectados com A. marginale foram comparados
com os seus controles. O estudo estatistico dos dados foi
realizado através do Teste T de Student, para comparagéo
entre os dois grupos, utilizando-se programa estatistico SPSS,
verséo 20.0.

O estudo foi protocolado (protocolo n°23205.002072/2013-77)
e aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da instituicdo de origem.

Resultados e discussao

O exame de esfregago sanguineo mostrou-se eficiente para a
identificacdo dos agentes causadores da Anaplasmose em sua
forma clinica. Os 20 animais infectados demonstraram hemacias
contendo pequenos pontos esféricos e escuros de localizagao
periférica, condizentes com os corpusculos intraeritrocitarios
formados pela Rickettsia (Thrall, 2007) (Figura 1). Também
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Figura 1: Esfregago sanguineo evidenciando corpusculos intraeritrocitarios
condizentes com Anaplasma marginale (setas). Também se observa

anisocitose e policromasia. Aumento de 1000x.

verificou-se anisocitose e policromasia (Figura 1), corroborando
com um processo regenerativo dos eritrécitos na medula 6ssea

(Meyer et al., 1995).

Estudos tém demonstrado que os
sinais clinicos da anaplasmose
somente sdo observados apos
a parasitemia ultrapassar 15%
(Radostits et al., 2007), e que na
fase aguda da doenca a parasitemia
pode variar de 15% a 48%
(Alfonso et al., 1996). Entretanto,
nos bovinos do presente estudo,
verificou-se acentuada anemia e
desenvolvimento de sinais clinicos
relacionados a esta ja com 11% de
hemacias infectadas.

Os sinais clinicos apresentados pelos
animais positivos para A. marginale
foram acentuada apatia e prostragao,
conforme descrito por Gongalves et
al. (2005), Rodrigues et al. (2005),
Kocan et al. (2010), Coskun et al.
(2012); taquicardia e taquipneia
(média de 100 batimentos cardiacos/
min e 60 movimentos respiratérios/
min, respectivamente), sendo
consideradas como mecanismos
compensatorios para prevenir as
lesbes teciduais decorrentes da
hipoxemia (Sulaiman et al., 2010);
ictericia, que foi associada com a
hemdlise extravascular (Kocan et
al., 2010); e febre (com temperatura
retal média de 40°C).

Tais redugdes foram superiores as observadas por Coskun et al.
(2012). Salienta-se que a destruicao intracelular das hemacias
infectadas pelo agente ocorre principalmente no bago, mas
também é descrita a participagdo do sistema reticuloendotelial
do figado. Apds a fagocitose dos eritrocitos pelos macroéfagos,
nesses compartimentos, ha redugdo no nimero de hemacias
circulantes, podendo ultrapassar o limiar de compensagéao da
medula éssea, 0 que explica a redugao do hematdcrito e da
hemoglobina (Almosny, 2002; Thrall, 2007).

A anemia dos animais em analise foi classificada como
macrocitica normocrémica devido, respectivamente, a
elevacao significativa do VCM (p<0,05) e a nao alteracdo do
CHCM. A mesma foi considerada como regenerativa devido
ao aumento do VCM, associado a anisocitose e policromasia.
Em contrapartida, outros autores (Jain, 1993; Esmaeilnejad et
al., 2012) descreveram a anemia causada por hemoparasitos
como macrocitica hipocrémica. Porém, neste caso, o CHCM
nao sofreu alteragdo, o que sugere que 0s animais parasitados
conseguiram compensar com a producéo de hemacias jovens
sem diminui¢do relevante na concentragdo de hemoglobina
(Meyer et al., 1995).

No leucograma, o numero total de leucdcitos permaneceu sem
alteragdo significativa. Porém ocorreu monocitose devido ao
aumento significativo (p<0,05) dos mondcitos. O que pode ser
consequéncia da liberagéo de citocinas pro-inflamatodrias pelos

Tabela 1: Niveis hematoldgicos e bioquimicos dos animais infectados e sadios (X = Sx)

Parametros Bovinos Infectados Bovinos Sadios Valores de Referéncia
(n=20) (n=20)

Hemacias 3,710,39 7,2320,37 ** 5-10 (x 106/pl)?
Hemoglobina 6,08+0,65 9,9610,33 ** 8 —15 (g/dl)?
Hematécrito 17,99+1,49 29,38+0,96 ** 24 — 46 (%)?
VCM? 52,60+3,07 41,34+1,31 ** 40 - 60 (fL)?
CHCM? 34,57+1,02 33,87+0,37 30 - 36 (%)?
Leucdcitos Totais 14420+2324,78 10861,53+839,07 4.000 — 12.000/pL?
Linfocitos 6754,90+867,02 6423,92+744,41 2.500 — 7.500/pL?
Neutréfilos segmentados 5794,45+1836,92 3116,76+188,81 600 — 4.000/uL?
Mondécitos 1353,27+373,61 517,84+113,22 * 25 - 840/pL?
Eosindfilos 825,65+257,47 803,00+166,07 0 —2.400/pL?
Bastonetes 69,50+41,50 0,00 0 - 120/pL?
AST 102,09+10,83 102,1516,25 48 — 100 (UI/L)
GGT 40,6349,99 33,74+1,65 6,1—17,4 (UIlL)
Albumina 2,74+0,13 2,61+0,07 3,03 - 3,55 (g/dly
Proteina Total 7,60+0,18 5,90+0,28 ** 6,7 — 7,4 (g/dl)?
Uréia 47,75+7,03 50,75+2,29 20 — 30 (mg/dl)?
Creatinina 1,20+0,14 0,96+0,02 1 -2 (mg/dl)®

"Volume corpuscular médio; 2Concentragdo média de hemoglobina.

aJain (1993); ®"Meyer e Harvey (1998); °Kaneko et al. (1997); “Meyer et al. (1995)

Os dados sao apresentados como médias + SE.

Asterisco (*) para valores médios significativamente diferentes (* P<0,05; ** P<0,01)

No eritrograma observou-se diminui¢do significativa (p<0,01)
do total de hemacias, hemoglobina e hematdcrito (Tabela 1),
evidenciando a gravidade da anemia provocada pelo agente.
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macrofagos ativados (Sulaiman et al., 2010; Esmaeilnejad
et al., 2012). Porém, esses mesmos autores reforcam a
ocorréncia de neutrofilia e linfocitose associadas, as quais nao



foram observadas no estudo. Questiona-se esse aspecto, pois
como descrito por Stockham e Scott (2011), tanto a linhagem
polimorfonuclear como mononuclear sdo ativadas na medula
6ssea. Acredita-se que o estimulo antigénico possa ter sido
mais especifico sobre a linhagem monocitica até mesmo porque
ha uma maior demanda dessas células para o mecanismo de
eritrogafocitose (Meyer et al., 1995; Thrall et al., 2007).

Quanto a bioquimica sérica, na avaliagdo da fungao renal
os valores de ureia e creatinina ndo sofreram alteragao
significativa quando comparados ao grupo controle (Tabela 1).
Este resultado n&o esta de acordo com Coskun et al. (2012),
0s quais encontraram elevagao significativa de creatinina em
bovinos naturalmente infectados por A. marginale mesmo
apresentando hematocrito e concentragdo de hemacias
superiores ao presente estudo. Desta forma, acredita-se que
os bovinos acometidos demonstraram uma maior resisténcia
ao processo de hipoxemia.

Na avaliagdo da fungdo hepatica, os valores séricos de AST e
GGT também nao apresentaram alteragao significativa (Tabela
1). O que esta em desacordo com os resultados achados
por Gongalves et al. (2005) e de Coskun et al. (2012), que
encontraram elevagéo de AST, Fosfatase Alcalina (FA) e GGT
em bovinos naturalmente infectados por A. marginale, que
pode estar relacionado com a lesao hepatica tanto em nivel de
hepatdcitos quanto canalicular (Meyer et al., 1995).

Ja a proteina total aumentou significativamente (p<0,01) nos
animais parasitados (Tabela 1), o que poderia estar relacionado
com o estimulo antigénico do hemoparasito, com elevagao
subsequente da concentracdo de globulinas no sangue, como
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Conclusao
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regido possui viruléncia para reproduzir o quadro clinico da
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O agente ndo causou complica¢des nos parametros de avaliagéo
da fungéo hepatica e renal, mesmo os animais infectados
desenvolverem anemia grave. Condi¢cdo que foi relacionada
com a maior tolerancia a anemia pelos bovinos.
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