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Indigofera suffruticosa is a weed, which causes hemolytic anemia and hemoglobinuria
in cattle and, experimentally, anemia without hemoglobinuria in guinea pigs. With the ob-
jective to determinate the toxicity of I. suffruticosa to sheep and goats aerial parts of the
plant were administrated to six goats and four sheep at daily doses of 10, 20 and 40g of
fresh plant per kg body weight, during two to 24 days. Blood samples were collected daily
for the determination of packed cell volume, hemoglobin concentrations, and red blood
cells count. Urine was also collected daily for urine examination and observation of color
changes. Osmotic fragility and blood concentrations of hemoglobin and methemoglobin
were determined in one goat and one sheep. Anemia due to extravascular hemolysis, wi-
thout hemoglobinuria, was observed in the experimental sheep and goats. Heinz bodies
were observed in brilliant cresyl blue stained blood smears. There was total or partial re-
covery of the anemia in spite of the continued plant administration. Eight to 12 hours after
collection a bluish pigment was observed in the urine. It is suggested that aniline is the
toxic compound of I suffruticosa responsible for the hemolysis.

INDEX TERMS: Poisonous plants, anemia, hemolytic anemia, extravascular hemolysis, plant poisoning.

RESUMO.- Indigofera suffruticosa é uma planta invasora,
que causa anemia hemolitica com hemoglobintria em bo-
vinos e, experimentalmente, anemia sem hemoglobinuria
em cobaios. O objetivo deste trabalho foi determinar a
toxicidade de I. suffruticosa para caprinos e ovinos. Par-
tes aéreas da planta foram administradas a seis caprinos
e quatro ovinos em doses diarias de 10, 20 e 40g por kg
de peso vivo, durante periodos de 2 a 24 dias. Foram ava-
liados os parametros hematolégicos (hematdcrito, niveis
de hemoglobina e contagem de hemadcias) e foi coletada
urina para urinalise e observacao de varia¢des na colora-
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¢do. Em um caprino e um ovino foram realizados os testes
de fragilidade osmotica, determinacdo de hemoglobina e
metemoglobina e pesquisa de corpuisculos de Heinz. Foi
comprovado que em caprinos e ovinos, L. suffruticosa cau-
sa anemia hemolitica sem hemoglobintria com formacgao
de corptsculos de Heinz. Os animais recuperaram-se da
anemia, total ou parcialmente, mesmo com a continuidade
da administragdo da planta. Oito a 12 horas apds a cole-
ta observa-se pigmento azulado na urina. Sugere-se que o
pigmento seja anilina ou algum metabolito dessa substan-
cia e que a anilina seja o principio ativo responsavel pela
hemolise causada por [. suffruticosa.

TERMOS DE INDEXAGAO: Anemia, anemia hemolitica, hemolise
extravascular, intoxicacdo por planta, plantas toxicas.

INTRODUCAO
Indigofera suffruticosa (anil, anileira) € uma planta inva-
sora, arbustiva, com até dois metros de altura, da familia
Papilionoideae, encontrada em todo o Nordeste. Originaria



Intoxicagdo experimental por Indigofera suffruticosa em caprinos e ovinos 127

das Antilhas e América Central é pouco exigente, nascendo
em qualquer tipo de solo (Alzugaray & Alzugaray 1988, Lo-
renzi 2000). Durante a época da chuva I suffruticosa brota
rapidamente, permanecendo verde durante todo o periodo
chuvoso; na época seca, permanece viva, porém visualizan-
do-se apenas os galhos e algumas vagens secas. Em anos
de boa pluviosidade aparece em quantidade suficiente para
causar surtos de intoxicacdo (Riet-Correa et al. 2009), na
forma de uma doenga hemolitica intravascular caracteri-
zada por hemoglobintria e anemia em bovinos (Barbosa
Neto et al. 2001, Salvador et al. 2010). Experimentalmente,
causa anemia hemolitica sem hemoglobinuria em cobaios
(Cavia porcellus) (Salvador et al. 2011).

No semiarido do Nordeste do Brasil produtores mencio-
nam a ocorréncia de casos de intoxicagdo em ovinos e ca-
prinos que pastejam em areas invadidas por I suffruticosa.
A suspeita tem como base a presenga de urina vermelha.
O objetivo deste trabalho foi determinar se I suffruticosa
causa anemia hemolitica e hemoglobintria em caprinos e
ovinos.

MATERIAL E METODOS

0 experimento foi realizado no Hospital Veterinario (HV) da Uni-
versidade Federal de Campina Grande (UFCG), Centro de Satude
e Tecnologia Rural (CSTR), Campus de Patos, Paraiba, utilizando
seis caprinos da raca Moxot6 e cruzas e quatro ovinos da raga
Santa Inés e cruzas, machos, com 10-20 kg, de seis meses a um
ano de idade, que permaneceram alojados em baias de alvenaria.
Os animais foram vermifugados e, antes do inicio do experimento,
passaram por um periodo de adaptacdo de uma semana. Duran-
te o experimento foram alimentados com uma mistura de capim
verde e concentrado (ragdo comercial® e farelo de milho e de tri-
go) em quantidade equivalente a 1,5% do peso vivo (pv) e agua a
vontade.

As doses das partes aéreas de Indigofera suffruticosa admi-
nistradas e o periodo de administra¢do para cada animal expe-
rimental sdo apresentados no Quadro 1. A planta foi coletada, no
Campus de Patos, CSTR/UFCG. A coleta foi realizada diariamente,
sempre pela manh3, durante todo o experimento, no periodo de
junho de 2009 a agosto de 2010. Quando na falta de chuva, a plan-
ta era irrigada para manté-la verde. Foram coletadas as partes aé-
reas da planta e administradas por via oral.

A cada dia antes da administracdo da planta era realizada ava-
liacdo clinica, coleta de sangue da veia jugular com uso de tubo
com vacuo contendo anticoagulante (4cido etilenodiaminotetra-

Quadro 1. Animais experimentais, doses de Indigofera
suffruticosa administradas e inicio da anemia
(hematécrito 220%)

Animal Espécie Peso Dose diaria Dias de Inicio da anemia

N2 (kg) (g/kg) administragdo (dias)
1 Caprino 17,0 10 24 6

2 Caprino 14,5 10 24 3

3 Caprino 14,4 20 20 3

4 Caprino 11,0 20 20 3

5 Caprino 14,5 20 13 7

6 Caprino 13,5 40 2 1

7 Ovino 17,0 10 12 3

8 Ovino 16,0 20 12 5

9 Ovino 17,0 20 5 SA?
10 Ovino 17,0 40 2 SA?

2Sem anemia.

cético [EDTA]), para avaliacdo dos parametros hematolégicos
(hematdcrito, niveis de hemoglobina e contagem de hemacias), e
coleta de urina para urindlise. O hemograma e a urinélise foram
realizados utilizando-se as técnicas descritas por Kerr (2003). No
Caprino 5 e no Ovino 9 foi realizado o teste de fragilidade osmo6-
tica (Vallada 1999) e foi determinada a presenca de hemoglobi-
na e metemoglobina no plasma sanguineo (Nauom 1997). Para
pesquisa de corpusculos de Heinz foram realizados esfregacos
sanguineos com sangue previamente incubado com azul cresil
brilhante (Nauom 1997).

A urina foi coletada com o uso de coletor de urina infantil
adaptado para pequenos ruminantes e, posteriormente, colocada
em um pote coletor universal e avaliada por meio de fitas reagen-
tes*. A coloragdo da urina do animal era observada, quando ainda
no coletor infantil e varias vezes ao dia, por no maximo 12 horas.
Para isso, o pote coletor com urina permanecia no laboratério a
temperatura ambiente.

No Caprino 5 e no Ovino 9 a coleta e andlise de sangue foi re-
alizada trés vezes ao dia, durante os dois dias de administragio
da planta (antes de administrar a planta, ao meio dia e no final da
tarde), e duas vezes ao dia (manha3 e final da tarde), nos dois dias
subsequentes a administracdo da planta.

Foram avaliados os parametros de peso do animal, compor-
tamento (apatico, normal ou agitado), grau de hidratacdo (Grau
1[0-5%]; Grau 2[5%-10%]; e Grau 3[acima de 10%]), apetite, co-
loracdo das mucosas (rosa, palida ou porcelana), temperatura re-
tal, coloragdo da urina (amarelo citrino, vermelha ou azul), frequ-
éncias cardiaca e respiratdria, motilidade ruminal, peristaltismo
intestinal e aspecto das fezes (normal ou pastoso).

RESULTADOS

Tanto os ovinos quanto os caprinos apresentaram, no inicio
do experimento, alteracdo em alguns dos parametros cli-
nicos avaliados. Foram observados apatia, desidratacdo de
Grau 1 e hiporexia (diminuicdo do consumo de volumoso)
nos primeiros dois a cinco dias apds o inicio da ingestao,
principalmente nos animais que ingeriram doses didrias
de 20 g/kg/pv. A coloragdo das mucosas variou de acordo
com os parametros hematolégicos, ficando mais palidas
quando ocorria anemia. A temperatura retal se manteve
dentro dos parametros normais (entre 38,52C e 39,22C).
Os animais apresentaram taquicardia (120 batimentos/
minuto) e taquipnéia (40 respiragdes/minuto) apenas nos
trés primeiros dias do experimento; posteriormente as fre-
quéncias cardiaca e respiratdria se mantiveram dentro dos
parametros normais. Todos os animais tiveram uma perda
de peso de 0,5 a 1 kg, entre o 502 e 1002 dias ap6s o inicio
da administragio e, posteriormente, os que permaneceram
por um perfodo maior no experimento, se recuperaram.
Os dados dos parametros hematolégicos avaliados es-
tdo descritos nos Quadros 2 e 3. A partir do primeiro dia
de administracdo da planta ja se observou variacio nesses
parametros; no entanto, o inicio da anemia (hematécrito de
21% ou menor) variou entre o 32 e 72 dia de ingestdo. O
maior grau de anemia observado foi no Caprino 3, com he-
matocrito de 11%, no 132 dia de ingestdo da planta. Nos de-
mais caprinos, o nivel menor de hematécrito variou de 17
a 18%, entre os dias 11 e 18. A maioria dos animais apre-
sentou recuperacio parcial do hematdcrito, mesmo conti-

* Uriquest® Plus, Labtest.
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Quadro 2. Parametros hematologicos avaliados dos caprinos e ovinos que ingeriram Indigofera suffruticosa em doses diarias
de 10 e 20g/kg

Animal Parametros Dias nos que foi administrada a planta
Dose avaliados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
c1 Hematdcrito (%) 27 26 24 22 23 21 19 18 8 19 19 19 19 18 18 17 17 18 21 22 22 22 22 24
10g/kg Hemoglobina (g/dl) 83 90 96 80 83 75 73 80 88 70 76 74 72 71 67 63 66 56 82 91 88 93 92 89

Eritrécitos (x 106) 12,0 120 159 143 11,4 107 105 94 105 92 87 102 96 93 49 94 73 64 79 103 95 91 108 107
C2  Hematdcrito (%) 23 23 21 22 25 22 22 21 21 23 18 20 20 20 20 19 20 19 18 20 18 18 18 19
10g/kg Hemoglobina (g/dl) 98 105 85 85 105 65 74 87 88 94 75 80 81 86 79 78 86 85 72 89 73 76 76 7.2
Eritrécitos (x 106) 11,4 132 13,0 143 167 157 168 125 141 13,9 149 149 144 116 127 123 11,5 12,7 141 140 104 13,7 13,5 13,5
C3  Hematécrito (%) 25 23 21 20 19 16 16 15 15 13 13 12 11 12 12 13 15 18 16 16
20g/kg Hemoglobina (g/dl) 108 74 85 72 69 59 59 58 58 50 53 44 43 42 44 41 54 64 62 58
Eritrécitos (x 10°) 13,8 11,8 137 91 98 91 87 79 75 69 72 66 40 70 60 70 59 88 81 81
C4  Hematdcrito (%) 23 23 21 22 25 22 22 21 21 23 18 20 20 20 20 19 20 19 18 20
20g/kg Hemoglobina (g/dl) 98 105 85 85 105 65 74 87 88 94 75 80 81 86 79 78 86 85 72 89
Eritrécitos (x 106) 11,4 13,2 13,0 143 167 157 168 125 14,1 13,9 149 149 144 116 127 123 11,5 12,7 141 14,0
C5  Hematdcrito (%) 23 26 22 24 23 25 21 24 21 21 22 23 20

20g/kg Hemoglobina(g/dl) 84 95 73 84 83 82 77 88 73 72 76 73 75
Eritrécitos (x 10°) 16,5 18,2 14,5 16,4 148 158 124 156 152 151 14,0 139 14,7
Metemoglobina (%) 64 37 73 68 38 40 51 39 77 69 60 135 63
F. Osmética (%)* 77,7 83,3 77,7 77,7 77,7 77,7 83,3 77,7 77,7 72,2 77,7 77,7 77,7

07 Hematdcrito (%) 29 26 21 25 26 26 24 21 22 20 25 25

10g/kg Hemoglobina (g/dl) 89 85 83 87 93 85 81 58 89 69 86 85

Eritrécitos (x 10°) 85 84 83 75 83 80 70 63 70 58 72 84
08 Hematdcrito (%) 30 28 25 23 21 21 21 25 21 25 24 23
20g/kg Hemoglobina (g/dl) 105 98 88 77 72 70 75 84 72 86 75 76

Eritrécitos (x 10°) 85 83 81 74 81 63 63 65 62 69 49 54
09 Hematdcrito (%) 35 34 33 33 33
20g/kg Hemoglobina (g/dl) 10,1 12,0 124 11,5 11,8

Eritrécitos (x 10°) 11,9 10,2 11,0 10,7 11,7

Metemoglobina (%) 3,1 24 42 43 43

F. Osmética (%)* 61,1 77,7 722 77,7 77,7

2C = caprino, O = ovino.

Quadro 3. Parametros hematoldgicos avaliados do caprino e ovino que ingeriram Indigofera suffruticosa na dose de 40g/kg/
pv durante dois dias

Animal Pardmetros avaliados Dias de experimento
1 1 1 2 2 2 3 3 4 4
(12 coleta)  (22coleta) (32coleta) (12coleta) (22coleta) (32coleta) (12coleta) (22coleta) (12coleta) (22 coleta)
C-6 Hematdcrito (%) 21 18 19 19 18 19 20 20 18 20
Hemoglobina (g/dl) 7,5 6,7 7,2 7,6 7,1 7,3 11,0 10,0 8,1 9,2
Eritrdcitos (x10°) 11,2 9,7 9,7 9,3 11,9 12,1 10,7 10,2 10,3 10,5
0-10 Hematdcrito (%) 36 35 36 36 35 36 36 36 36 36
Hemoglobina (g/dl) 12,3 12,1 12,2 11,8 12,4 12,6 12,3 12,4 12,1 12,3
Eritrdcitos (x10°) 12,5 10,6 10,3 13,2 11,5 12,3 11,9 12,3 12,5 12,4

2C = caprino, O = ovino.

nuando a ingerir a planta, porém até o final do experimento
todos os animais apresentaram hematdcrito abaixo da pri-
meira avaliagdo. Em relacdo a hemoglobina, o menor valor
observado foi de 4,1%, no 162 dia de ingestdo da planta,
no Caprino 3. O Ovino 7 apresentou o menor hematdcrito
(20%) no dia 9. O Ovino 8 apresentou o menor hematécrito
(21%) do dia 5 até o dia 9. Posteriormente houve recupera-
¢do total nos dois ovinos. Os Ovinos 9 e 10 ndo apresenta-
ram diminuicdo nos valores hematoldgicos.

O teste de fragilidade osmotica demonstrou uma pe-
quena oscilacdo de 77,7% para 83,3%, no Caprino 5 e de
61,1% para 77,7% no Ovino 9, no 12 e 22 dia de ingestdo
de L suffruticosa, respectivamente. Observou-se, também,
aumento dos valores de metemoglobina, sendo o maior
pico de 13,5% no Caprino 5, no 122 dia de administracdo
da planta, e 4,3 % no Ovino 9, no 52 dia de administrac3o.
Foi observada a presenca intensa de corpusculos de Heinz
nos esfregacos sanguineos.

Em nenhum momento foi observada hemoglobinuria. A
Unica anormalidade observada na urina foi uma pigmenta-
¢do azulada que aparecia entre 8 e 12 horas apos a coleta.
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Nos Caprinos 1 e 2, o pigmento foi observado a partir do
152 dia e nos Caprinos 3, 4 e 5 a partir do 62 dia. Nesses
animais, a urina voltou ao normal dentro de 24 horas ap6s
o final da ingestdo da planta. No Caprino 6, o pigmento foi
visto ja no 12 dia e voltou ao normal no 22 dia ap6s cessada
a ingestdo da planta.

Nos Ovinos 7 e 8 a presenca do pigmento foi observada
no 32 dia de ingestao de I suffruticosa, desaparecendo no 92
dia, mesmo com a continuidade da ingestdo da planta. No
Ovino 10 ndo foi observada a presenca do pigmento na urina.

DISCUSSAO

Indigofera suffruticosa causou em ovinos e caprinos ane-
mia, uma vez que se observou diminuicdo dos parametros
hematoldgicos (hematdcrito, hemoglobina e contagem de
eritrocitos). Esta anemia é hemolitica, pois se observou a
presenca de metemoglobina e corpusculos de Heinz nos
eritrdcitos. O fato de ndo haver hemoglobinuria indica que
a hemolise é extravascular. Neste caso, os eritrocitos sio
destruidos pelo sistema fagocitico monocitario, principal-
mente no figado e bago (Fighera 2001).
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A anemia causada por I suffruticosa em ovinos foi rever-
sivel, pois, mesmo com a ingestdo continuada da planta, os
animais se recuperaram espontaneamente, com niveis de
hematécrito acima de 21%. No entanto, nos caprinos a recu-
peracdo da anemia foi parcial, uma vez que, com excecdo do
Caprino 1, todos os demais, ao final do experimento, apre-
sentavam hematdcrito menor do que em seu inicio (<20%).

A semelhanca do que foi observado neste experimento,
recupera¢do espontanea também ocorre em bovinos que
ingerem I suffruticosa (Barbosa Neto et al. 2001, Salvador
et al. 2010) e Ditaxis desertorum (Tokarnia et al. 1997), e
talvez se deva a modifica¢des da flora ruminal que se adapta
para alterar a estrutura quimica do principio ativo da plan-
ta, ainda desconhecido. Recuperacdo parcial, seguida de
ciclos de anemia e recuperagao, é observada em bovinos in-
toxicados por plantas do género Brassica, que contém S-me-
tilcisteina sulféxido (SMCO), metabdlito que no rdmen, por
acdo de bactérias, sofre metabolizagdo em dimetil dissulfito,
que causa hemolise (Cheeke 1998). A recuperagio da ane-
mia ocorre, provavelmente, devido a uma adaptagio parcial
dos microorganismos do rimem produzindo menos dimetil
dissulfito. Neste trabalho, os ovinos, que apresentaram leve
anemia, tiveram recuperac¢ao mais rapida do que os capri-
nos, provavelmente por que sdo mais resistentes aos agen-
tes que causam oxidagdo de eritrdcitos quando comparados
com os caprinos (Cheeke 1998, Rae 1999, Fighera 2001).

Na intoxicac¢do por [ sufruticosa em cobaios foi observa-
da anemia hemolitica, sem hemoglobinuria, porém os va-
lores do hematécrito e da hemoglobina foram diminuindo
continuamente, ndo se observando o comportamento de
recuperacdo espontanea, visto nos ruminantes (Salvador
et al. 2011). Nos monogastricos, 0 SMCO é absorvido no
intestino, antes de chegar ao ceco, onde deveria ocorrer a
fermentacdo bacteriana, desta forma, as plantas do género
Brassica, causam anemia hemolitica em ruminantes, mas
ndo em monogastricos (Cheeke 1998). A suscetibilidade de
cobaios a intoxicag¢do por I sufruticosa sugere que o prin-
cipio ativo da planta ndo é o SMCO (Salvador et al. 2011).

Outro sinal clinico na intoxica¢do experimental por I su-
ffruticosa em caprinos e ovinos foi o pigmento azulado ob-
servado na urina, 8-12 horas ap6s a coleta. Esse pigmento
também foi observado na urina de cobaios, 8-10 horas apos
a urinagdo (Salvador et al. 2011), e em bovinos (Barbosa
Neto et al. 2001, Salvador et al. 2010) e pode ser utilizado
como parametro para diagnoéstico diferencial da intoxica-
¢do por I suffruticosa com outras causas de anemia he-
molitica. No Brasil, ha pelo menos outras trés plantas que
causam hemdlise: Brachiaria radicans em bovinos (Gava et
al. 2010); Allium cepa em bufalos (Borelli et al. 2009) e bo-
vinos (Bernardino 2010); e Ditaxis desertorum, em bovinos
(Tokarnia et al. 1997), mas em nenhuma delas foi relatada
a presenca de pigmento azulado na urina.

A presenca de pigmento azulado na urina dos animais
intoxicados por I suffruticosa sugere que o principio ati-
vo da planta seja a anilina ou algum derivado da mesma
(Salvador et al. 2011). A anilina (C;H,NH,), obtida inicial-
mente por processo de destilagdo destrutiva do Indigo (I.
suffruticosa) (Anénimo 2006), causa crise hemolitica toxica
(Williams & Challis 1933, Hughes & Treon 1954) e mete-

moglobinemia em seres humanos (Smith & Olson 1973,
Andénimo 2001) e em cdes (Pauluhn 2002).

Sabe-se que apo6s a ingestdo, a anilina é metabolizada no
figado (Smith & Olson 1973, Kiese 1974, Khan et al. 1998)
em fenilhidroxilamina (Harrison & Jollow 1987) e nitroben-
zeno (Von Jagow et al. 1966, Murayama 1960, Kiese 1966,
Khan et al. 2000) e induz alteracdes no metabolismo dos
eritrocitos, formacdo de corpusculos de Heinz e reducdo de
50% nos niveis de eritrdcitos circulantes, sequencialmente
(Pauluhn 2004). O aumento na formacao de corpusculos de
Heinz é resultante, pricipalmente, do maior ndmero de gru-
pamentos sulfidrila da hemoglobina (McLean et al. 1969).
Esta alteracdo eritréide resulta da diminui¢do no metabo-
lismo da sintese de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH). O NADH é um nucleotideo formado pela via da
pentose fosfato (Murayama 1960) que atua como coenzima
na reducdo do glutation pela glutation-redutase (Harvey
1989). Em casos de intoxicacdo por primaquina (Bolchoz et
al. 2001) e fenacetina (Jensen & Jollow 1991), os dois deri-
vados conhecidos da anilina, a diminui¢cdo da NADH é acen-
tuada, resultando na falha da atividade da glutation-redu-
tase e, consequentemente, na incapacidade de reducao do
glutation. A acdo indireta dessas drogas sobre a atividade da
glutation-redutase faz com que a maior parte do glutation
permaneca oxidado nos eritrocitos, levando a formagio de
corpusculos de Heinz (Bowman et al. 2004). Apds a forma-
¢do das inclusdes, os eritrocitos comegam a serem retirados
da circulacio pelo sistema fagocitico mononuclear (hemoli-
se extravascular) mediante exposicdo dos sitios antigénicos
previamente protegidos nas criptas (Singh et al. 2007).

CONCLUSAO

Pelos resultados deste trabalho conclui-se que Indigofera
suffruticosa causa anemia hemolitica, sem hemoglobindria,
em caprinos e ovinos. No entanto, ndo deve ser descarta-
da a possibilidade de que, ocasionalmente, a planta possa
causar hemoglobinuria nestas espécies, ja que ha produto-
res que mencionam o fato de terem observado urina de cor
vermelha em caprinos e, menos frequentemente, em ovi-
nos pastejando em areas invadidas pela planta.
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