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RESUMO

Aborto, natimortalidade e mortalidade perinatal sdo importantes causas de perdas
econbmicas na criacdo de equinos. Dessa forma, estudos sobre as causas dessas
ocorréncias e 0s principais agentes envolvidos sdo necessarios para que medidas
profilaticas eficientes sejam implantadas e que as perdas sejam reduzidas. O presente
estudo teve como objetivo investigar as causas das perdas reprodutivas em equinos e
resultou em dois artigos. O primeiro artigo descreve as principais causas de aborto,
natimortalidade e mortalidade perinatal em equinos diagnosticadas no Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul no periodo 2000-2015. Neste
periodo um total de 107 casos foram analisados e desses, 77 correspondiam a fetos
abortados, 16 eram natimortos e 14 correspondiam a morte perinatal. A causa dessas
perdas foi estabelecida em 50,46%, com a seguinte distribuicdo: causas infecciosas
corresponderam a 29,9%, enquanto as causas ndo infecciosas a 12,1% e miscelaneas a
8,41%. A maior prevaléncia das causas infecciosas foi a de origem bacteriana, em
especial relacionadas a Streptococcus spp. As causas ndo infecciosas mais encontradas
foram tor¢do do corddo umbilical e insuficiéncias placentarias. Dentre as miscelaneas, as
malformacdes congénitas foram as mais diagnosticadas. No segundo artigo descreve-se
a ocorréncia de dois casos de aborto equino associados a placentites por Pasteurella
pneumotropica, caracterizando o0s achados macroscépicos, histopatologicos e
bacterioldgicos. Esta é a primeira descricdo de placentite devido a infec¢do por

Pasteurella pneumotropica em equinos.



ABSTRACT

Abortion, stillbirth and perinatal mortality are major causes of economic losses in the
creation of horses. Thus, studies on the causes of these events and the main actors
involved are necessary for effective prophylactic measures are implemented and that the
losses are reduced. This study aimed to investigate the causes reproductive losses in
horses and resulted in two papers. The first paper describes the main causes of abortion,
stillbirth and perinatal mortality in horses diagnosed in the Setor de Patologia Veterinaria
of Universidade Federal do Rio Grande do Sul in the period 2000-2015. During this
period 107 cases analyzed by macroscopic examination, microscopic and additional test
of these, 77 corresponded aborted fetuses, 16 were stillborn and 14 corresponded to
perinatal death. The cause of these losses was set at 50.46%, with the following
distribution: infectious causes accounted for 29.9%, while non-infectious causes 12.1%
and miscellany to 8.41%. The higher prevalence of infectious causes was of bacterial
origin, in particular related to Streptococcus spp. Non-infectious causes more were found
torsion of the umbilical cord and placental insufficiencies. Among the miscellany,
congenital malformation were diagnosed. In the second paper describes the occurrence
of two equine abortion associated with placentitis by Pasteurella pneumotropica,
featuring macroscopic, histopathological and bacteriological findings. This is the first

description of placentitis due to Pasteurella pneumotropica infection in horses.
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1.0 INTRODUCAO

A equideocultura constitui importante segmento do agronegécio brasileiro. Além
de sua ligacdo com a pecudria comercial, a atividade possui uma forte inter-relacdo com
setores ligados ao lazer, a cultura, ao esporte e ao ecoturismo (DIEL et al. 2006). O Brasil
possui 0 quarto maior rebanho equino do mundo, com 5,3 milhdes de animais, atras dos
EUA, México e China (FAO, 2003). O Estado do Rio Grande do Sul (RS) contribui
expressivamente com o agronegdcio brasileiro, pois ocupa posi¢do de destaque na cria¢do
de equinos no Brasil, com o terceiro maior rebanho, o que representa 8,7% do efetivo
nacional (IBGE, 2006).

Abortos, natimortalidade e mortes perinatais sdo importante fonte de perda
econdmica para criadores de equinos (LAUGIER et al. 2011). Além disso, alguns agentes
infecciosos associados a esses casos sdo importantes do ponto de vista do comércio
internacional (BUTLER, WERNERS, NEWTON, 2011). Aborto equino é definido como
a perda gestacional entre 40 a 300 dias de gestacdo (ACLAND, 1993). Enquanto a
definicdo de natimorto € utilizada para casos de morte fetal apds 300 dias de gestacdo. Ha
essa diferenca porque ap0s 300 dias de gestacdo, 0s potros nascidos vivos tém capacidade
para sobreviver (ACLAND, 1987). J& o termo morte perinatal € adotado nos casos de
animais que nascem vivos, porém morrem em um curto periodo de tempo em decorréncia
de eventos altamente influenciados pelo periodo gestacional ou problemas em
decorréncia do parto como sindrome da asfixia perinatal e processos infecciosos (PLATT,
1973, ACLAND 1987, GILLES et al. 1993).

A etiologia do aborto, natimorto e morte perinatal em equinos pode ser divididos
em dois grupos principais: infecciosos e ndo infecciosos. Entretanto existe um terceiro
grupo, usualmente denominado de miscelaneas, que pode ser usado para classificar a
causa quando ndo ha uma clareza entre esses dois grupos principais. Os agentes
relacionados com as causas infecciosas sdo bacterias, virus, fungos e protozoarios,
enquanto as de origem ndo infecciosas sdo caracterizadas, geralmente, por torcéo
umbilical, distocia/asfixia perinatal, gestacdo gemelar, edema placentario, deficiéncias
nutricionais, separacdo prematura de placenta e insuficiéncia placentaria (SWERCZEK,
1991, GILES et al. 1993, BAZANOW et al. 2014). Enquanto o grupo miscelaneas
abrange os casos em que pode haver a confluéncia dos fatores infecciosos e néo

infecciosos no mesmo feto, isto €, muitos fatores ndo infecciosos podem predispor a égua
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e o feto a doengas (SWERCZEK, 1991). Ainda nesse grupo h& os casos de abortos
estimulados por fatores estressantes que acometem a progenitora, tais como: torgéo
uterina, casos de colicas, traumas e cirurgias (HONG et al. 1993b). Assim como 0s
defeitos congénitos, neoplasia, trauma pos-natal e doenca materna podem ser agrupados
nessa categoria (SMITH et al. 2003).

O conhecimento dos principais agentes infecciosos em uma &rea especifica é
muito Util para que os médicos veterinarios tentem identificar a causa de um aborto, assim
como possam avaliar o valor preditivo de um teste de diagnostico (MARENZONI et al.
2012). As causas de aborto podem mudar ao longo do tempo, como observados nos
estudos de Hong e colaboradores (1993b), Butler, Werners, Newton (2011) e Laugier et
al. (2011), como um reflexo da melhoria da capacidade de diagnostico ou por diferentes
motivos, como por exemplo a area geografica e a populacdo equina estudada
(MARENZONI et al. 2012).

Com o intuito de retratar com maior clareza as causas de perdas reprodutiva em
equinos, deve-se sempre buscar um diagnostico em qualquer caso de aborto, natimorto
ou morte perinatal (TIBARY, FITE 2007). O aumento da possibilidade do diagnostico
nesses casos esta relacionado de forma direta aos dados analisados. Por isso, quanto maior
for a disponibilidade e qualidade de informagdes, historico detalhado, observacao clinica
associada, ao envio correto das amostras de feto enviadas para o laborat6rio, maior sera
a possibilidade de um diagnostico (SCHLAFER 2004, BUTLER WERNERS, NEWTON
2011).

Desde 1999, estudos sobre causas de aborto em animais de producdo sao
realizados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (SPV-UFRGS). Este servico tem a participacdo efetiva de proprietarios e veterinarios
gue encaminham fetos abortados principalmente da regido de atuacdo do SPV-UFRGS,
mas também de diferentes regides do pais (ANTONIASSI et al. 2013). Como parte
integrante desse projeto o objetivo da presente tese € descrever as principais causas de
aborto, natimortalidade e morte perinatal, em equinos diagnosticadas no SPV-UFRGS no

periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2015.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

Define-se por aborto em equinos a morte e expulséo fetal entre 40 a 300 dias de
gestacdo. J& natimortalidade ocorre quando o feto nasce morto apds 300 dias de gestacao.
Essa diferenca existe porque apds 300 dias de gestacdo, os potros nascidos vivos tém
capacidade para sobreviver (ACLAND, 1987, ACLAND, 1993). A morte perinatal ocorre
quando animais nascem Vivos, porém morrem em decorréncia de eventos altamente
influenciados pelo periodo gestacional ou adversidade na hora do parto (PLATT, 1973,
GILLES et al. 1993).

As principais causas de aborto, natimortalidade e morte perinatal registradas em
equinos podem ser assim divididas: processos infecciosos (causada por bactérias, fungos,

protozoarios e virus), processos ndo infecciosos e miscelaneas.

2.1. Processos Infecciosos

Em diversos estudos sobre causa de aborto, natimorto e morte perinatal em
equinos a causa mais comum foi a infec¢do placentéria (LU, MORRESEY, 2006, HONG
et al. 1993b). Placentites podem provocar a expulsdo do feto em diferentes fases da
gestacdo, isso dependera do agente etioldgico, assim como da idade de gestacdo no
momento da infeccdo (HONG et al. 1993a). As placentites séo estabelecidas tipicamente
por via ascendente, a partir do trato reprodutivo ou ndo ascendente, por via hematdgena
(doenca materna) ou consequéncia de lesdes de endometrite (LU, MORRESEY, 2006,
LAUGIER et al. 2011). As placentites ascendentes geralmente sdo associadas com o
comprometimento de ao menos uma das trés barreiras fisicas do trato reprodutor feminino
que sdo: os labios, o esfincter do vestibulo vaginal e a cervix do utero (LU, MORRESEY,
2006).

Os patdgenos mais frequentemente associados a casos de placentites sdo de
origem bacteriana. Dentre esses, 0 género Streptococcus, sdo o de maior frequéncia
relacionados (HONG et al. 1993a, LAUGIER et al. 2011). As bactérias podem causar
placentite aguda e difusa, como nos casos de infeccdo por Leptospira spp. 0 que induz
aborto precoce. Assim como pode ocorrer também placentite focal cronica, usualmente
localizada na estrela cervical. Em aproximadamente 25% dos casos de placentite, a
origem né&o é identificada (HONG et al. 1993a).
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Em equinos recém-nascidos os agentes infecciosos tém consideravel importancia
devido a deficiéncia imunoldgica nesses animais, uma vez que quase nao possuem
imunidade humoral e a imunidade de origem celular ndo estd suficientemente
estabelecida. A transferéncia intrauterina de imunidade materna para o feto equino é
impedida devido ao tipo de placenta da espécie (epitéliocorial difusa), que atua como uma
barreira a passagem de grandes moléculas como as imunoglobulinas, desta forma, a
transferéncia passiva via colostro é fundamental para a protecdo contra infec¢bes no
periodo neonatal (LeBLANC et al.1992).

2.1.1 Bactérias

As infeccBes bacterianas representam a causa mais importante de aborto e
mortalidade neonatal na categoria dos processos infecciosos (GILES et al. 1993,
LAUGIER et al. 2011). Varias espécies ja foram associadas (isoladas) a casos de aborto
em equinos, como Streptococcus spp., Leptospira spp., Rhodococcus equi, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Corynebacterium pseudotuberculosis, Pseudomonas spp.,
Klebisiela spp, Salmonella abortusequi (ACLAND, 1987, MADIC et al. 1997).

Streptococcus spp. € 0 género mais frequentemente associado a casos de aborto
(ACLAND, 1987). Isso pode ser em decorréncia do fato dessa espéecie ser encontrada
normalmente, no trato reprodutor feminino o que facilita infec¢bes oportunistas por via
transcervical (GILES et al. 1993, HONG et al. 1993a, SMITH et al. 2003).

Ha varios relatos de Leptospira spp. associado com casos de aborto, natimorto e
morte perinatal em equinos (ELLIS et al. 1983, POONACHA et al. 1993, SHEORAN et
al. 2000). Entre a grande variedade de sorovares, se destaca 0 Pomoma descrito em varios
casos de perdas fetais em equinos (HODGIN, MILLER, LOZANO, 1989, SHEORAN et
al. 2000).

Ha relatos ocasionais de aborto por Rhodococcus equi associado a placentite e
nesses casos a rota de infeccdo é atraves da corrente sanguinea a partir de um foco
infeccdo presente na égua. Com isso, a bactéria entra no liquido amniotico e o feto contrai
a infeccdo por movimentos normais de respiragdo ou por engolir o liquido amniotico
(PATTERSON-KANE, DONAHUE, HARRISON, 2002, SZEREDI et al. 2006).

Recentemente, ha casos emergentes de actinomicetos associado a casos de
placentites em equinos, dentre desse grupo as principais sdo Crossiella equi,

Amycolatopsi spp. Esse grupo é conhecido como causador de placentites nocardiformes



15

e tal nome se deve as semelhancas das lesdes placentérias observadas na superficie
coribnica associada a micro-organismos Gram-positivos (DONAHUE et al. 2002, HONG
etal. 1993a, LABEDA et al. 2003, EROL et al. 2012).

Bactérias oportunistas como Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus equisimilis,
Enterobacter spp., Actinobacillus spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium pseudotuberculosis e Klebsiela pneumoniae, j& foram descritas em
alguns casos de infecgdo feto-placenta (GILES et al. 1993, HONG et al. 1993a). Essas
bactérias, usualmente utilizam a via ascendente para estabelecer um processo infeccioso.
Tal rota pode ser comprovada quando se observa as lesfes na placenta, que nesses casos
se concentram mais na estrela cervical, em detrimento de uma les&o difusa ou multifocal
em casos de placentites ndo ascendentes. Outro fator que contribui para o diagndstico é a
possibilidade de se isolar alguns desses agentes no trato reprodutor feminino, assim como
nos casos de endometrites (SMITH et al. 2003, LAUGIER et al. 2011, HONG et al.
1993b).

Em casos de morte neonatal os processos infecciosos podem ser caracterizados
por uma septicemia neonatal, isto €, uma infeccdo generalizada, sendo eles acometidos
ainda na vida uterina ou logo apds o parto. Os principais agentes relacionado a esse
quadro de septicemia sdo Actinobacillus spp., Escherichia coli, Streptococcus sp.,
Klebsiella sp., Salmonella sp., Pasteurella spp. Staphylococcus spp. (VAALA, HOUSE,
2006, GOMES et al. 2010).

2.1.2. Virus

Os agentes virais com maior importancia como causadores de aborto e
natimortalidade em equinos sdo herpesvirus equino, tipo 1 (HVE-1) e tipo 4 (HVE-4),
além do virus da arterite viral dos equinos (AVE) (SMITH et al. 2003, BAZANOW et al.
2014). O HVE-1, ap6s entrar no hospedeiro, via respiratoria, tende a causar uma infeccao
aguda caracterizada por uma viremia associada a leucocitos até iniciar sua replicagdo no
endotélio dos vasos sanguineos do Utero gravidico, resultando em aborto (SMITH et al.
1993). O principal modo de transmissdo entre equinos é através do contato direto com o
virus, que se encontra na secrecao nasal, descargas do trato reprodutivo, placenta e aborto.
Outra caracteristica epidemiologica importante, € que muitos casos de aborto, por esse
agente, sdo causados pela reativagdo do virus latente, em vez do efeito da exposicéo
priméria (SMITH et al. 1993, BAZANOW 2014). A transferéncia transplacentéria do
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virus muitas vezes resulta em fetos soropositivos ou lesdo vascular endometrial severa
(vasculites e tromboses multifocais), que pode resultar em abortos, mais frequente no
ultimo trimestre de gestacdo (TIBARY, FITE, 2007). As lesdes tipicas observadas nos
casos de HVE-1 sdo caracterizadas por focos de necrose no pulmdo e figado,
macroscopicamente correspondentes por pontos brancos e histologicamente por necrose
celular associada com discreto infiltrado inflamat6rio (SCHLAFER, 2004).

2.1.3. Fungos

Aspergillus fumigatus € o fungo mais frequentemente isolado em casos de
placentites micéticas tanto em equinos como em bovinos (KENNEDY, MILLER, 1993).
Casos relacionados a placentite por fungo, ocorrem com maior frequéncia no altimo
trimestre de gestacdo caracterizados por uma infeccdo cronica (SMITH et al. 2003).
Outros agentes também j& foram associados com casos de placentite mic6ticas como
Mucor spp., Histoplasma capsulatum, Absidia sp e Candida spp. (LAUGIER et al. 2011,
HONG et al. 1993a). A porta de entrada ¢ através da cérvix, pois as lesdes placentarias
se localizam na regido cervical, podendo, por vezes, estar restrita apenas a esta area
(KENNEDY, MILLER, 1993, HONG et al. 1993a). Entretanto ha agentes que induzem
alteracdes diferentes ao padrdo da lesdo, como no caso de placentite granulomatosa
multifocal induzida por Histoplasma sp. ou placentite difusa proliferativa necrosante

associada nos casos de Candida sp. (HONG et al. 1993a).

2.1.4. Protozoarios

Aborto causado por protozoario em equinos € incomum, particularmente quando
comparado com outras espécies (LU, MORRESEY 2006). Neospora caninum € o
protozoario relacionado com a maioria das causas de aborto em bovinos no mundo
(Dubey, 1999). Entretanto em equinos ha esparsos relatos de isolamentos de Neospora
sp. a partir de fetos equinos abortados (LU, MORRESEY 2006). Entretanto existe alguns
levantamentos soroldgicos que demonstram que a prevaléncia de Neospora sp em equinos
é significativa (Dubey, 1999; PITEL et al. 2003).

2.2 Causas nao infecciosas

2.2.1 Anormalidade do corddo umbilical
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Anormalidades do corddo umbilical cursam com prejuizo para a circulacao fetal.
As principais anormalidades identificadas sdo edema saculagéo e/ou torgéo excessiva e
estrangulamento do corddo (GILES et al. 1993). Essas alteragdes sdo acompanhadas por
alteracdes que comprometem a o fluxo sanguineo materno-fetal, causando hemorragia,
congestdo e por vezes obstrugdo do fluxo urinario pelo uraco com distensdo da bexiga
fetal (RICKETS, BARRELET, WHITWE, 2003). Geralmente ocorrem entre seis e nove
meses de gestacdo, com uma média de idade de gestacdo de 216,73 + 39,60 dias. Esses
casos, na maioria das vezes, apresentam o comprimento do corddo umbilical mais longo,
do que a médias dos casos normais, onde o comprimento do corddo umbilical é de 52,36
+ 14,51 centimetros (HONG et al. 1993a).

2.2.2 Gestacdo gemelar

O aborto oriundo de gestacdo gemelar pode ocorrer em qualquer idade
gestacional, entretanto, nesses casos, a idade média de gestacdo € 261,19 + 57,75 dias.
Normalmente na andlise dos fetos um deles esta maior e em melhor estado de
conservacdo, enquanto o outro € normalmente menor e com diferentes estagios de
processos autoliticos, por vezes mumificado. Eguas mais jovens representam a categoria
de maior risco de gravidez gemelar, sendo a média de idade de 10,74 + 4,78 anos (HONG
et al. 1993b). Nesses casos, se considera apenas um caso de aborto, mesmo quando se
examinam dois fetos (GILES et al. 1993).

2.2.3 Problemas placentarios

Existem diversos eventos que podem acometer a placenta e culminar com um
quadro de insuficiéncia placentaria, 0 que gera impacto direto na troca feto-materna e
consequentemente retardo desenvolvimento gestacional e pode levar a aborto ou
natimortalidade (WHITWELL 1980). Entre as patologias se destacam a atrofia das
vilosidades, separacdo prematura da placenta e hipoplasia das vilosidades (SWERCZEK,
1991, GILES et al. 1993, LAUGIER et al. 2011).

Atrofia das vilosidades da placenta é associada com fibrose e perda da vilosidade
coridnica. Entretanto a causa para atrofia das vilosidades e fibroses ndo séo, usualmente,
aparentes no exame da placenta (GILES et al. 1993). A separacdo prematura da placenta

é caracterizada pela separacdo do alantocérion do Gtero antes ou enquanto o0 potro passa
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através do canal de nascimento. Este fato parece estar relacionado a condi¢des que
causam um espessamento do alantocorion na é&rea cervical e do corpo uterino
(SWERCZEK, 1991). No caso de hipoplasia das vilosidades, as leses placentarias sao
diretamente associadas a uma reducdo em numero ou tamanho, ou mesmo auséncia, de
glandulas do endométrio devido principalmente a cicatriz fibrosa que decorre de
endometrite severa (WHITWELL 1980).

Os efeitos da insuficiéncia vascular utero-placentaria sobre o concepto dependem
da gravidade do comprometimento da placenta, assim como da gravidade e duracdo da
asfixia pré-natal e perinatal. Quando h& uma reducéo do fluxo sanguineo por um longo
periodo o crescimento do feto sofrera inibicdo concomitante. Entretanto existem alguns
Orgdos que mantém sua taxa de crescimento relativamente normal como, por exemplo, o
cérebro. No caso de uma asfixia fetal cronica hd uma reducdo no volume do liquido
amniotico, isso acontece devido a um menor débito cardiaco que resulta em menor fluxo
sanguineo para rim e pulmao. E como consequéncia haverd uma diminuicéo da producéao
de urina e liquido pulmonares, os dois principais constituintes do liquido amnidtico
(VAALA, HOUSE 2006).

2.2.4 Distocia

A incidéncia de distocia na égua é relativamente pequena, com uma variagao entre
1,5 a 4%, nas racas de cavalos leves, entretanto nas racas maiores tendem a ter uma maior
incidéncia. Equas jovens apresentam maior casuistica quando comparadas a animais mais
velhos, pois nessa categoria hd aumento do didmetro da pelve. As principais causas de
distocia sdo posigdo fetal anormal ou uma postura inadequada, que ocorre devido a
extremidades longas. Distocia sempre € uma situacdo de emergéncia, porque ha uma
potencial complicacdo com risco de vida tanto para égua quanto para o potro (LOPATE
et al. 2003).

2.3 Miscelaneas
Essa categoria inclui as anomalias congénitas, neoplasia, trauma-pds-natal,

doenga materna e disfungdo endocrina (SMITH et al. 2003).

2.3.1. Doengas maternas
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Existe uma variedade de afec¢es que ao acometer a progenitora, pode interferir
na gestacdo e ocasionar perda fetal. Como exemplo, cita-se as de origem toxica como a
intoxicacdo por Claviceps purpurea que pode causar uma proliferacdo de tecido
conjuntivo na placenta o que resulta no aumento de espessura da camada alantocérion e
membrana amniotica, e ainda areas de calcificagdo no epitélio coridnico (RIET-CORREA
et al. 1988).

Alguns fatores de manejo e maternos que, normalmente, ndo recebem a devida
atencdo, porém possuem muito valor na epidemiologia das causas de aborto. Por
exemplo, animais que tiveram um intervalo entre parto e concep¢do menor do que 42
dias, assim como animais com idade mais avangada, terdo maior taxa de aborto (PLATT,
1973).

Existem diversos horménios que regulam a gestacao, por esse motivo a perda da
homeostase necessaria para a manutencao da gestacdo pode resultar em casos de aborto,
natimorto ou morte perinatais (VAALA, HOUSE, 2006). Disfunc¢fes enddcrinas podem
ser oriundas de estresse materno, com efeito depressivo nos niveis plasmaticos de
progestagenos, o que explicaria as perdas fetais (VAN NIEKERK, MORGENTHAL,
1982). Essas situagdes podem ser decorrentes da dor severa (clica, torcdo uterina,
laminite), doencas infecciosas, além de aplicacdo de corticosteroides exdgenos. Muitos
hormonios da reprodugdo podem ser utilizados para monitorar o desenvolvimento feto-
placentario, como a relaxina. Esse hormonio é produzido pela placenta entre o quinto e 0
sexto més e se mantém constante até o parto, por isso quando ha niveis abaixo do normal
sdo indicativos de insuficiéncia placentaria associada a uma variedade de causas
(VAALA, HOUSE, 2006).

2.3.2. Anomalias congénitas

As anomalias congénitas foram classificadas na categoria miscelaneas pois podem
ser causadas tanto por causas infecciosas quanto nédo infecciosas. Numerosas anomalias
congénitas tém sido descritas em fetos abortados, afetando varios 6rgaos. Apesar de
algumas alteracbes congénitas serem incompativeis com a sobrevivéncia fetal, outras

malformacdes séo fortuitamente associadas ao aborto (WHITWELL et al. 1980).

2.3.3. Sindrome da asfixia perinatal
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A sindrome de asfixia periparto (SAP), inclui a encefalite isquemia-hipoxia (EIH),
anteriormente conhecida como sindrome desajuste neonatal ou sindrome de potro
manequim (VAALA 1994. KATZ 2006). Essa sindrome abrange diferentes graus de
efeitos multissistémicos de hipoxia, o que pode gerar disturbios renais, gastrointestinal,
cardiopulmonar e neurolégico (VAALA 1994). Potros que apresentem um quadro de SAP
sdo suscetiveis a infec¢bes secundarias, por isso recomenda-se tratamento profiléctico
com antibidticos de amplo espectro (KATZ 2006). SAP pode resultar de qualquer forma
que prejudica a perfusdo Utero-placenta no pré-parto, ou durante o parto, ou interrupgéo
do fluxo sanguineo no pos-parto. Essa condi¢do tem sido associada com partos normais,
distocia, partos induzidos, cesarianas, placentites, deslocamento prematuro de planta e
partos gemelares (VAALA 1994).

Outra situacdo sdo os episodios repetidos de hipoxia durante a gestacdo o que pode
provocar o esgotamento das reservas de glicogénio e com isso prejudicar o funcionamento
cardiaco. Essa condi¢do pode ser fatal nos casos de uma nova hipdxia, como acontece no
trabalho de parto. Além disso, esse potro com baixa glicemia pode desenvolver
hipoglicemia e hipotermia apds o parto o que pode ocasionar a morte desse animal. A
aspiracdo de meconio e a hipertensdo arterial persistente no periodo neonatal séo
secundarias a hipoxia fetal cronica. Assim como a ossificacdo imatura do esqueleto, em
particular os 0ssos do carpo e tarso, também sdo associados a restri¢do de crescimento no
potro (VAALA, HOUSE, 2006).
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3.0 Artigo 1

Neste item é apresentado o artigo “Causas de aborto, natimortalidade e mortalidade
perinatal em equinos diagnosticadas no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS

de 2000 a 2015” submetido a publicagdo na revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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Artigo 1

Causas de aborto, natimortalidade e morte perinatal em equinos diagnosticadas
no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS de 2000 a 2015.

Seré submetido ao periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira



23

Trabalho..

Causas de aborto, natimortalidade e mortalidade perinatal em equinos diagnosticadas sul do Brasil*

Gregory D. Juffo?, Nadia A. B. Antoniassi®, Daniele M. Bassuino?, Danilo C. Gomes®*, Gustavo G. M. Snel?,
Saulo P. Pavarini? & David Driemeier?

ABSTRACT.- Juffo G.D., Antoniassi N.A.B, Bassuino D.M, Gomes D.C., Snel G.G.M. Pavarini S.P & Driemeier
D.[Causes of abortion, stillbirth and perinatal mortality in horses in Southern Brazil ]. Causas de aborto,
natimortalidade e mortalidade perinatal em equinos diagnosticadas sul do Brasil. Pesquisa Veterindria
Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail:
davetpat@ufrgs.br.

The main causes of abortion, stillbirth and perinatal mortality in equine were investigated in of
Veterinary Pathology of the Federal University of Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) in southern Brazil during
the period 2000 to 2015. During this period, 107 cases analyzed by macroscopic examination, microscopic
and additional tests. The cause of abortion, stillbirth and perinatal mortality was established in 50.46 %
of cases (54/107) with the following distribution: infectious causes accounted for 29.9% (32/107), while
non-infectious causes 12.1% (13/107) and miscellany to 8.41% (9/107). The higher frequency of infectious
causes was of bacterial origin, in particular related to Streptococcus spp. Non-infectious causes more were
found torsion of the umbilical cord and placental insufficiencies. Among the miscellany, congenital
malformations were diagnosed more.

INDEX TERMS: reproductive losses, mare, infectious causes.

RESUMO: Causas de aborto, natimortalidade e mortalidade perinatal em equinos foram investigadas no
Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) durante o
periodo de 2000 a 2015. Nesse periodo, foram analisados 107 casos através de exames macroscopico,
microscépico e exames complementares. A causa dessas perdas foi estabelecida em 50,46% (54/107),
com a seguinte distribuigdo: causas infecciosas corresponderam a 29,9%(32/107), enquanto as causas ndo
infecciosas a 12,1% (13/107) e miscelaneas a 8,41% (9/107). A maior frequéncia das causas infecciosas foi
a de origem bacteriana, em especial relacionadas a Streptococcus spp. As causas ndo infecciosas mais
encontradas foram tor¢do do corddo umbilical e insuficiéncias placentdrias. Dentre as miscelaneas, as

malformagdes congénitas foram a mais diagnosticadas.

TERMOS DE INDEXACAO: Perda reprodutiva, égua, causas infecciosas
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INTRODUCAO

Causas de aborto, natimortalidade e mortalidade perinatal em equinos constituem-se como um dos
graves problemas na criagdo de equinos (Moreira et al. 1998, Butler et al. 2001). As causas associadas com
essas perdas reprodutivas sofrem alteragdes ao longo do tempo, assim como sofrem influéncia da area
geografica em que se realiza o estudo (Hong et al. 1993b). Nesse contexto existem trabalhos realizados
em paises como: Reino Unido (Whitwell 1980, Butler et al. 2001, Smith et al. 2003), EUA (Swerczek 1991,
Giles et al. 1993, Hong et al. 1993b, Tengelsen et al. 1997), Suica (Pospischil et al. 1992), Franga (Laugier
et al. 2011), Itdlia (Marenzoni et al. 2012), Hungria (Szeredi et al. 2008) e Brasil (Moreira et al. 1998,

Marcolongo-Pereira et al. 2012).

O conhecimento das principais causas que levam a essas perdas reprodutivas é muito importante
para elaborar medidas profilaticas e com isso evitar ao maximo os prejuizos que elas provocam (Schlafer
2004, Marenzoni et al. 2012). Este estudo descreve as principais causas de aborto, natimorto e morte

perinatal em equinos analisados no SPV-UFRGS no periodo 2000 a 2015.

MATERIAL E METODOS

Arquivos do SPV-UFRGS foram revisados entre os anos 2000 a 2015. O critério para a sele¢do dos
casos foi baseado em Platt (1973), Acland (1987) e Giles et al. (1993) que definiam aborto (morte antes
do 3009 dia de gestacdo), natimortalidade (fetos mortos apds o 3002 dia) e morte perinatal (nascem vivos,
porém morrem logo apds). Adotou-se como critério de classificagdo para essa definigdo mortes até duas
semanas apos o parto. O material analisado foi proveniente de equinos inteiros, refrigerados ou
congelados, por vezes, acompanhados de placenta. Em alguns casos somente fragmentos teciduais,

refrigerados, congelados ou fixados em formalina a 10%, foram encaminhados para analise.
Analise macroscopica e histopatoldgica

O exame macroscopico dos fetos se iniciava com a estimativa da idade fetal conforme
mensuragdo da distancia occipto-sacral (CR — crow-rump) (Ginther, 1992; Franciolli et al. 2011). Apds se
procedia andlise do feto, corddao umbilical e membranas fetais (quando presente). Em natimortos ou em
casos de mortes perinatais, atencdo especial foi despendida para sinais de distocia e traumatismo, além
de possiveis intervengdes veterinarias como procedimentos cirdrgicos e tentativa de reanimacdo. Durante

a necropsia, fragmentos de tecidos foram coletados e fixados em formalina tamponada a 10%,
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processadas rotineiramente para analise histopatoldgica e coradas pela técnica de hematoxilina e eosina
(Prophet et al. 1992). Coloragdes especiais, como Gram, Prata metenamina de Grocott, Warthin-Starry e
acido periddico de Schiff foram realizados quando havia suspeita de infecgdo bacteriana ou micética, com

base nas alteragdes inflamatdrias caracteristicas.
Exames complementares

Fragmentos de figado, pulmdo, conteddo estomacal e placenta (quando presente) foram
coletados durante a necropsia, com instrumentos esterilizados, acondicionados em sacos estéreis para
serem submetidos a cultivo bacteriano aerébio inespecifico em agar sangue ovino 5% (Timoney et al.
1988) e cultivo micolégico em 4&gar Sabouraud. Em todos os casos analisados se realizou
Imunofluorescéncia direta (IFD) para Leptospira spp. em de impressdes de rim com anticorpo comercial
multivalente na diluigdo de 1:20 (Miller et al. 1989). Assim como imuno-histoquimica (IHQ) para
herpesvirus em fragmentos de pulmao e figado, com anticorpo monoclonal HVE-1 (WMRD Pullman) na
diluicdo de 1:100 em PBS (phosphate buffered saline). A recuperacgdo antigénica foi feita com protease
XVI a 0,05% por 15 minutos a 37°C. O anticorpo primario foi aplicado durante 45 minutos a temperatura
de 37°C, seguido do anticorpo secundario biotinilado e solugdo streptavidina conjugada a uma molécula
de fosfatase alcalina (LSAB + System AP, Dako Cytomation) por 20 minutos cada em temperatura
ambiente. Como cromdgeno utilizou-se o Permanent Red (Permanent Red/ code 0695, Dako) e controles

positivos foram inseridos simultaneamente com as laminas testadas.

RESULTADOS

No periodo entre os anos 2000 a 2015, 107 casos foram analisados, desses 77 eram aborto, 16
natimortos e 14 mortes perinatal. Com relagdo a origem se observou que a maioria, 60%, era da regido
sul do Brasil. Em relagdo a raga 66% dos casos tinham uma raga definida, com destaque para as trés mais

enviadas, Quarto de milha (22,6%), Crioula (12,17%) e Puro Sangue Inglés (8,69%).

A idade gestacional foi estabelecida em 79% dos abortos, com maior frequéncia para o segundo
e terceiro tergo gestacional, 35% e 34% respectivamente, enquanto 9,41% pertenciam ao primeiro terco.
Nos casos de aborto se obteve diagndstico em 42,9% dos fetos com a seguinte distribuicdo 28,6% de
origem infecciosa, 9,1% de nao infecciosas e 5,1% miscelaneas. As bactérias identificadas associadas aos
casos foram Streptococcus spp., Leptospira spp., Pasteurella pneumotropica, Staphylococcus sp. e
Escherichia coli. Enquanto o Mucor sp foi o Unico agente associado a infecgdo micdtica. Em sete casos
foram observadas lesGes caracterizadas por infiltrado inflamatério supurativo em érgdos como placenta
e pulmao, porém nao foi possivel determinar os agentes associados as lesdes. Com relagdo aos processos
ndo infecciosos se observou tor¢do do corddo umbilical e insuficiéncia placentaria. Os casos classificados
como miscelaneas corresponderam a uma malformac&o caracterizada por hidronefrose e trés casos de

doenga materna, um por tétano, um por cdlica espasmaddica e outro por septicemia (Quadro 1).
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Dos 16 fetos/potros natimortos houve o diagndstico em 62,5% das andlises, desse total um
associada a agente infeccioso com isolamento de Streptococcus spp., seis casos associados a causas nao
infecciosos como distocia, insuficiéncia placentaria e asfixia. Das miscelaneas dois casos foram de lesGes
traumaticas durante o parto, com ruptura de figado e um caso de malformagao congénita caracterizada

por artrogripose (Quadro 2).

Quanto a morte perinatal dos potros em 78,57% (11/14) foi possivel obter um diagnéstico, os
agentes infecciosos associados foram, Actinobacillus equuli, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes. Em dois casos foram observadas lesdes inflamatorias,
porém o agente ndo foi determinado. Houve dois casos de malformagdo congénita, um caracterizado por

artrogripose e outro por peritonite associada a hérnia inguinal congénita (Quadro 3).

Os diagnosticos relacionados as infecgdes bacterianas foram estabelecidos com base na
observacgao de lesdes macroscoépicas e histoldgicas associadas ao crescimento puro da bactéria no exame
microbioldgico. As principais lesGes nos casos de infeccdo por Streptococcus spp. foram
macroscopicamente na placenta constituidas por d&reas multifocais avermelhadas (3/6) e
histologicamente no pulmdo com infiltrado inflamatério composto por neutréfilos, por vezes de células
mononucleares, e grumos bacterianos coco-bacilares no interior de alvéolos associados a deposicdo de
fibrina (5/6) e na placenta (4/6) se observou infiltrado inflamatério polimorfonuclear, por vezes
piogranulomatoso, com colGnias bacterianas. O diagndstico de aborto por Leptospira spp. foi baseado na
ictericia associada com dreas de hemorragia difusa na pele, mucosas e 6rgdos, correlacionada as
alteragdes de vasculite severa na placenta e nefrite intersticial mononuclear. Confirmadas pelo teste de
imunofluorescéncia direta (IFD) em impressdes de sec¢Bes de rim. Além disso, em um dos casos foi
observado no rim a presencga de espiroquetas compativel com Leptospira spp. na coloragdao de Warthin-
Starry. Os casos de Pasteurella pneumotropica, estavam associados a placentite supurativa com
agregados bacterianos basofilicos, enquanto os casos de Actinobacillus equuli foram relacionados a casos
de septicemia de potros com um dia de vida e lesdo renal caracterizada por nédulos esbranquicados de
aproximadamente 0,2cm de diametro na superficie renal e ao corte estes eram mais evidentes na regidao
cortical. Histologicamente correspondia ao infiltrado inflamatdrio multifocal a coalescente acentuado
com predominio de neutréfilos, associado a areas basofilicas de aspecto levemente granular.

As lesGes de placentite necrosupurativa acentuada contendo estruturas fungicas, impregnadas
pela prata metenamina de Grocott, além de pneumonia supurativa, foi confirmado como infec¢do por

Mucor spp. no cultivo micoldgico.

Os diagndsticos das causas nao infecciosas foram estabelecidos pela analise macroscépica, como
na insuficiéncia placentaria em que o feto apresentava baixo desenvolvimento corporal quando
comparada ao esperado para sua idade gestacional. Alteragdao no cordao umbilical foram caracterizadas
por tor¢do maior que 3602 com aumento de volume e congestdao umbilical. Partos distdcicos tiveram seu
diagndstico quando havia petéquias e sufusdes nas mucosas, bem como congestdo nos orgdos fetais

associado a auséncia de lesdes histoldgicas de agentes infecciosos.
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Os casos em que a etiologia da perda foi relacionada a doengas maternas, foram baseados na
auséncia de alteragdes macroscdpicas e histoldgicas no feto associado aos dados clinicos e anamnese da
progenitora compativel com esse desfecho. Essa condi¢do ocorreu em trés situagGes, na primeira a égua
apresentou coélica espasmddica, na segunda foi em decorréncia a um quadro clinico de tétano e na terceira
foi associado a septicemia materna. Ja as alteragGes congénitas, observadas em quatro casos se
caracterizavam por artrogripose em dois casos, hérnias inguinais e hidronefrose em um caso cada.
Traumas pds-parto em potros foram concluidos com auxilio do historico e das lesdes observadas, pois nos
dois casos havia grande quantidade de sangue na cavidade abdominal com formagdo de coagulos
aderidos ao omento, juntamente com a observagdo de laceragdo no figado e auséncia de alteragdes

histoldgicas.

DISCUSSAO

Em 50,46% dos casos examinados foi possivel estabelecer as causas envolvidas com aborto,
natimorto e mortalidade perinatal. Esse percentual é inferior quando comparado os trabalhos de Laugier
et al. (2011) com 75% ou com os 83% encontrados por Giles et al. (1993). Uma possivel explicagdo para
esse resultado seria 0 ndo envio adequado das amostras, como por exemplo o baixo envio de placenta,
enviada em apenas 35% (27/77) dos casos de aborto, e a falta de histérico detalhado na maioria dos casos
analisados. Sabe-se que o diagndstico é possivel na maioria dos casos quando o feto e principalmente a
placenta sdo enviados ao laboratério (Smith et al. 2003). Durante o periodo analisado as causas
infecciosas foram mais prevalentes do que as causas ndo infecciosas. Esse resultado é similar aos
encontrados na Franca (Laugier et al. 2011) e no Brasil (Marcolongo-Pereira et al. 2012) e diferentes dos
encontrados nos EUA (Hong et al. 1993b, Giles et al. 1993, Tengelsen et al. 1997) e Reino Unido (Rickets
et al. 2003, Smith et al. 2003). Essa variacdo esta relacionada as diferencas regionais, area geografica, e
das caracteristicas da populagdo equina estudada (Hong et al. 1993a). Apesar do exame de IHQ de HVE-1
em todos os fetos, ndo se observou resultado positivo. Esses dados corroboram com o trabalho realizado
por Marcolongo-Pereira et al. (2012) que relata a baixa importancia de agentes virais associados as causas
de aborto em equinos no Brasil. Devido a heterogeneidade das origens do envio do material é dificil fazer
uma correlagdo de cada propriedade, mas pode-se inferir que isso aconteca devido a eficientes programas
profilaticos, com uso de vacinas comerciais, como mencionado por Schlafer (2004) e Marcolongo-Pereira
et al. (2012). A maior parte dos equinos possuiam uma raca, esse fato sugere que o envio de material
estaria relacionado ao maior valor econémico desses equinos, bem como ao interesse de se evitar novos

Casos.

A mortalidade observada nesse estudo ocorreu principalmente em equinos acima de seis meses
gestacionais, resultado que estd em concordadncia com outros estudos (Hong et al. 1993b, Tengelsen et
al. 1997). Abortos que ocorrem mais cedo provavelmente estdo subestimados neste tipo de estudo, pois

existe dificuldade habitual de encontrar esses fetos menores na pastagem (Smith et al. 2003, Laugier et
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al. 2011). Assim como, possivelmente o menor interesse de proprietarios de tentar descobrir as possiveis

causas dessas perdas.

Varios trabalhos demonstram que as infecgGes bacterianas sdo predominantes nas perdas
reprodutivas, com uma participagdo entre 53,1% e 87% dos casos em equinos (Giles et al. 1993). Além
disso, destaca-se a importancia do género Streptococcus spp. como responsavel por 40% dos casos de
abortos, natimortos e morte perinatal (Laugier et al. 2011). Tal constatacgdo foi similar ao presente estudo
e cabe ressaltar que mais da metade dos casos, em que houve associagdo com Streptococcus spp,
observou-se lesdo pulmonar, além de ser o principal érgao para isolamento bacteriano. Esse fato ressalta
aimportancia do envio desse 6rgdo para exames complementares, e que ele pode contribuir para elucidar
possiveis casos de infeccdo bacteriana. Sabe-se que Streptococcus spp. sdao onipresentes em criagdo de
equinos, por isso a interpretagao de isolamento bacteriano tem de ser feita com grande cautela quando
sdo isolados no final da gestagdo. O isolamento da bactéria dos érgaos fetais, bem como as alteragbes
histoldgicas sdo os critérios que devem ser aplicados para determinar a associagdo desta bactéria (Hong
et al. 1993a). No caso de morte perinatal, em que também se isolou esse agente, se observou linfadenite
e poliartrite, relato semelhante ao descrito em suinos com esse quadro associado a infec¢do de
Streptococcus spp. (Kawata et al. 2003). E dificil estabelecer qual foi a fonte de infec¢do, porém n3o se
descarta que ela ocorreu no parto com evolugdo de uma semana para a septicemia comprometendo

articulagao e culminando com uma parada cardiorrespiratoria.

A técnica de IFD é muito util na demonstragdo de Leptospira sp. em amostras de tecidos fetais
(Ellis et al. 1983, Poonacha et al. 1993). Devido as dificuldades de cultivo, associado com os custos mais
elevados de outros métodos de diagndsticos, essa técnica apresenta praticidade e acuracia para os casos
diagnosticados. As demais bactérias associadas aos casos, ocorreram de forma pontual dentro do
rebanho, além disso elas ndo sdo frequentemente associadas a causas de perdas reprodutiva em equinos.
Essas bactérias oportunistas, comumente comensais, podem causar abortos esporadicos em animais de
producdo (Ward et al. 1998, Corbellini et al. 2006). Uma possivel rota de infecgdo seria por invasdo
transplacentdria, apds a contaminagdo do Utero, causando abortos e mortes por septicemia logo apds o

nascimento (Schlafer & Miller, 2007).

A placentite fungica causada por Mucor spp. foi confirmada pelas alteragdes histopatoldgicas e a
presenca de hifas com morfologia compativel com a do género e isolamento do agente da placenta.
Devido a grande disseminacdo de fungos na natureza, somente o isolamento do agente nos casos de
aborto ndo confirma sua etiologia. Por isso, deve ser confirmado na histologia com a morfologia habitual
do fungo (Driemeier et al. 1998). Destaca-se que esse agente ndo é o mais frequente isolado nos casos de

aborto micético, pois os casos sdo mais atribuidos a Aspergillus fumigatus (Laugier et al. 2011).

Com relagdo aos diagndsticos de causas infecciosa sem um agente etioldgico definido foi
estabelecido com base unicamente nas lesdes histoldgicas, devido ao fato da ndo possibilidade em

identificar o agente. Isso ocorreu porque nesses casos sé havia material fixado em formol, o que inviabiliza
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o isolamento microbioldgico. As lesdes observadas foram similares as descritas nos casos bacterianos,
entretanto devido a vasta gama de agentes etioldgicos torna-se invidvel economicamente, testes

complementares para tal identificagdo.

Entre as causas ndo infecciosas, o aborto por tor¢ao umbilical é atribuido ao comprometimento
vascular do cord3do umbilical decorrente da tor¢cdo excessiva, edema, hemorragia e/ou trombose dos
vasos umbilicais, desordem essa também, observada em outros estudos (Rickets et al. 2003). A
insuficiéncia placentaria resulta em caso de aborto devido a um atraso de crescimento o que
consequentemente compromete a eficiéncia placentdria em transmitir nutrientes para desenvolvimento
fetal, geralmente associada uma endometriose preexistente e fibrose (Schlafer, 2004). Esta condigdo é
vista principalmente em éguas mais velhas (Swerczek, 1991), entretanto ndo se pode estabelecer, nos
trés casos, essa correlagdo com a idade das éguas, uma vez que ndo se teve acesso aos dados das
progenitoras. Os casos de natimortos associado a distocia e asfixia perinatal foram baseados em
alteragdes macroscopica e histérico. Esta condigdo pode resultar de qualquer elemento que provoque
atraso na expulsdo do feto (Hong et al. 1993a). De maneira similar ao demonstrado por Antoniassi et al.
(2013) em causas de aborto bovinos, acredita-se que as causas ndo infecciosas sdo subestimadas. Uma
vez que ha uma grande dificuldade no diagndstico, ja que elas ndo apresentam lesGes histoldgicas e, em

sua maioria, existe a necessidade de um histérico detalhado do animal e da propriedade.

Anomalias congénitas identificadas foram responsdaveis por 4,8% dos casos, valor similar aos
registados por outros autores (Whitwell 1980, Smith et al. 2003). Devido a grande complexidade em
determinar qual a origem das malformagGes congénitas, e apesar de algumas anomalias serem
compativeis com a vida, como fenda palatina (Smith et al. 2003). Optou-se por incluir todos os casos
observados como perda reprodutiva associada a malformagao congénita. Nos trés casos em que houve a
associacdo com doencas maternas, a causa da perda fetal foi relacionada a alteragdes fisioldgicas
ocasionadas pela liberagcdo de substancias pela progenitora. Como observado por Swerczek (1991) o
estresse devido ao ambiente, doengas ou medicagdo no final da gravidez elevam o risco de perda
gestacional. Nos dois casos associados ao traumatismo decorrente do parto se observou ruptura hepatica
com hemoperiténio. Em partos ndo assistidos trauma na parede tordcica, coracdo e outros orgaos

internos podem ser fatores significativos de morte durante o parto (Swerczek, 1990).

Os resultados descrevem as principais causas de perdas reprodutivas em equinos. O diagndstico
foi estabelecido em 50,4% do material analisado, com maior parcela relacionados aos de origem
infecciosas, em especial causas bacterianas. Houve maior porcentagem de diagndstico dos casos de
natimorto e morte perinatal, corroborando com a literatura que mostra o grande desafio na relagdo das
causas de aborto. Além de evidenciar que o envio da placenta aumenta a possibilidade de um diagnéstico
conclusivo. Esse fato evidencia a necessidade do aperfeicoamento das técnicas de diagndstico, bem como
o estreitamento da relagdo com os clinicos veterindrios para melhorar a eficiéncia do diagndstico para

com isso diminuir a incidéncia das perdas reprodutivas.
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Quadro 1. Causas de aborto diagnosticadas em fetos equinos no periodo de 2000 a 2015 no sul do

Brasil.
Causas de aborto N°. de casos % do total
Infecciosas
Bactérias
Streptococcus spp 6 7,8
Leptospira spp 4 5,2
Pasteurella pneumotropica 2 2,6
Staphylococcus spp. 1 1,3
Escherichia coli 1 1,3
Fungos
Mucor spp. 1 1,3
Sem agente definido 7 9,1
N&o Infecciosas
Torcédo do corddo umbilical 4 5,2
Insuficiéncia placentéria 3 3,9
Miscelaneas
MalformagGes congénitas 1 1,3
Doengas maternas 3 3,9
Causas ndo determinadas 44 57,1
Total 77 100
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Quadro 2. Causas de natimortalidade diagnosticadas em equinos no periodo de 2000 a 2015 no sul

do Brasil
Causas de natimortalidade No. de casos % do total
Infecciosas
Bactérias
Streptococcus spp. 1 6,2
N&o Infecciosas
Distocia 3 18,8
Insuficiéncia placentaria 2 12,5
Asfixia 1 6,2
Miscelaneas
Trauma no parto 2 12,5
Malformag6es congénitas 1 6,2
Causas nao determinadas 6 375
Total 16 100
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Quadro 3. Causas de morte perinatal em equinos diagnosticadas no periodo de 2000 a 2015 no Sul

do Brasil.
Causas de morte perinatal No. de casos % do total
Infecciosas
Bactérias
Acinobacillus equlli 2 14,2
Streptococcus spp. 1 7,1
Klebsiella pneumoniae 1 71
Enterobacteraerogenes 1 7,1
Staphylococcus spp. 1 71
Sem agente definido 3 21,5
Miscelaneas
Malformag6es congénitas 2 14,2
Causas nédo determinadas 3 21,5
Total 14 100
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4.0 Artigo 2

4.1.Neste item € apresentado o artigo “Aborto equino associado a placentite por

Pasteurella pneumotropica. ” submetido a publicagdo na revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira
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Trabalho..

ABORTO EQUINO ASSOCIADO A PLACENTITE POR Pasteurela
pneumotropica

Gregory D. Juffo?, Nadia A. B. Antoniassi®, Daniele M. Bassuino?, Danilo C. Gomes?,
Saulo P. Pavarini? e David Driemeier?.

ABSTRACT .- Juffo G.D., Antoniassi N.A.B., Bassuino D.M., Gomes D.C., Pavarini S.P
& Driemeier D. [Equine Abortion in Associate Placentitis Pasteurella
Pneumotropica] Aborto equino associado a placentite por Pasteurela pneumotropica.
Pesquisa Veterinéria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterinaria, prédio
42505m Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av.
Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br.

Pasteurella pneumotropica that so far has not been described as a cause placentitis
in mares. This report describes pyogranulomatous placentites in two case of abortion from
a Quarter Horse mare. Numerous gram-negative coccobacilli were histologically noted
within macrophages in placental lesion. Pasteurella pneumotropica was isolated in pure
culture from the placenta, lung, and stomach content. This is the first description of
placentitis due to Pasteurella pneumotropica infection in mare.

INDEX TERMS: Abortion, ascending placentitis, Pasteurella.

RESUMO: Pasteurella pneumotropica é uma bactéria que até o momento ndo foi
descrita como causa placentite em éguas. Descreve-se dois casos placentites
piogranulomatosa em dois casos de aborto em éguas Quarto de milha de rebanhos
distintos. Numerosos cocobacilos Gram-negativas foram observadas histologicamente na
lesdo placentaria. P. pneumotropica foi isolada em cultura pura a partir da placenta,
pulmao, e no contetldo do estdmago. Esta é a primeira descricdo de placentite devido a
infeccdo por Pasteurella pneumotropica em equinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Aborto, placentite ascendente, Pasteurella.

INTRODUCAO

Os membros da familia Pasteurellacea sdo bactérias gram-negativas, imoveis,
cocoides, anaerdbicas facultativas e produtoras de acido a partir de hidratos de carbono
(Mannheim 1984). Sdo patdgenos oportunistas, normalmente comensais, habitantes de
mucosas do trato respiratorio e genital, capazes de causar infeccdes primarias, assim
como infeccOes secundérias (Schlater 1989a, Ward et al. 1998).

Na espécie equina o isolamento do género Pasteurella associado a casos clinicos

e morte sdo raros, assim como em bovinos, ovinos, cédes e gatos, diferente do que é
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observado em camundongos e ratos (Schlater 1989b). Esparsos casos de septicemia
neonatal, aborto e linfangites ulcerativas, associados a Pasterurella haemolytica em
equinos foram relatados (Webb, et al. 1980, Miller & Dresher 1981).

Pasteurella pneumotropica € associada a escassos casos clinicos em humanos
como agente oportunista (Minton 1990, Nimri et al. 2001). J& em equinos essa bactéria
foi a segunda mais isolada no trato respiratdrio inferior em equinos na Inglaterra, com
11,8% dos casos (Ward et al. 1998). Até o presente momento nao ha relato de associacao
dessa bactéria com problemas reprodutivos em equinos. O objetivo deste trabalho é
descrever as lesdes patologicas observadas em dois casos de aborto em equinos causados
por Pasteurella pneumotropica.

MATERIAL E METODOS

Dois fetos equinos e membranas fetais foram encaminhados ao Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) para
diagnostico da causa do aborto. Dados da procedéncia e histérico da égua e da
propriedade foram informados pelos proprietarios e médicos veterinarios responsaveis.
Fetos e placentas foram analisados macroscopicamente, fragmentos de tecidos foram
coletados e fixados em formalina tamponada 10%, processadas de maneira rotineira para
histologia, e corados com hematoxilina e eosina (HE). Amostras de pulmao, figado,
contetdo do estdmago e placenta foram coletadas assepticamente, refrigerada e enviadas
para o cultivo bacteriano no Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da UFRGS. O
material foi inoculado em &gar sangue ovino 5% e Agar MacConkey e incubados em
aerobiose e capnofilia durante 48 horas em temperaturas de 37°C. Adicionalmente foram
realizados testes bioquimicos incluindo o sistema APl 20E (BioMerieux). Amostras de
placenta e figado foram também encaminhadas ao Laborat6rio de Micologia da UFRGS
para o cultivo micologico. Teste de imunofluorescéncia direta (IFD) para Leptospira spp
foi realizado de impressOes renais utilizando-se anticorpo comercial multivalente na
diluicdo de 1:20 (Miller et al. 1989). Adicionalmente, amostras de pulmao e figado foram
submetidas ao exame de imuno-histoquimica (IHQ) para Herpesvirus equino tipo 1 com
anticorpo monoclonal HVE-1 (WMRD Pullman) na diluigdo de 1:100 em PBS
(phosphate buffered saline). A recuperagéo antigénica foi feita com protease XVIa 0,05%

por 15 minutos a 37°C. O anticorpo primario foi aplicado durante 45 minutos a
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temperatura de 37°C, seguido do anticorpo secundario biotinilado e solugéo streptavidina
conjugada a uma molécula de fosfatase alcalina (LSAB + System AP, Dako Cytomation)
por aproximadamente 20 minutos cada, a temperatura ambiente. Como cromdgeno
utilizou-se o Permanent Red (Permanent Red/ code 0695, Dako) Controles positivos

foram inseridos simultaneamente com as laminas testada.

RESULTADOS

O caso um (Feto 1) correspondia a um feto com idade gestacional de quatro meses,
proveniente de uma égua da raga Quarto de Milha de 19 anos de idade. O caso dois (Feto
2) era de um feto abortado no sexto més gestacional de uma fémea, também Quarto de
Milha com 17 anos de idade. Em ambos os casos ndo foram observados sinais clinicos
que antecederam o aborto, tdo pouco complicacBes pos-aborto. Os casos foram oriundos
de haras e cidades distintas no Estado do Rio Grande do Sul.

Na analise macroscépica, o Feto 1 media 29 cm da nuca a insercdo da cauda,
tamanho compativel com a idade gestacional informada pelo proprietario. Externamente
observou-se anasarca e petéquias distribuidas por toda a pele. A placenta apresentava
vasos sanguineos acentuadamente hiperémicos. O Feto 2 foi encaminhado ainda dentro
dos envoltérios fetais e se pode observar que o liquido amini6tico tinha coloracdo
amarronzado e aspecto viscoso. Durante a necropsia a medida da nuca a inser¢do da cauda
era de 65 cm, também compativel com a idade gestacional informada. Na pele haviam
multiplas placas brancacentas, de contornos irregulares e levemente sobrepostas a pele
distribuidas de forma aleatdria na cabeca, tronco, principalmente na regido dorsal, e
membros. Nas narinas havia moderada quantidade de secrecdo mucosa esbranquicada, e
ainda, no timo e pulmdo haviam equimoses multifocais. A placenta estava difusa e
moderadamente espessada de coloragdo avermelhada e com vasos sanguineos
hiperémicos.

O exame histopatoldgico das placentas dos Feto 1 e 2 revelou nas vilosidades
coridnicas infiltrado inflamatério piogranumolatoso com mudltiplas células gigantes
associado a multiplas miriades bacterianas distribuidas difusamente. Nos tecidos fetais
no caso 1 ndo foram observadas alteracGes significativas. Ja no Feto 2, constatou-se na
pele areas multifocais de hiperceratose ortoceratética moderada acompanhada de leve

infiltrado inflamatdrio supurativo. No figado e timo havia hemorragia multifocal
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acentuada e congestéo difusa moderada e no pulméo, pequenos fragmentos de ceratina na
luz alveolar.

No exame bacterioldgico das amostras de pulmao e conteddo do estbmago do Feto
1, assim como da placenta do Feto 2, houve crescimento de pequenas colénias puras com
coloragéo branco-acinzentadas, mucoides e ndo hemoliticas em Agar Sangue. N&o houve
crescimento em Agar MacConkey. Isolou-se cocobacilos Gram negativos, catalase e
oxidase positivos, caracteristico do género Pasteurella. Através do sistema APl 20E
(BioMerieux) e demais testes bioquimicos confirmou-se o isolamento de Pasteurella
pneumotropica. Os testes de IFD para Leptospira spp assim como a IHQ para HVE-tipol

e 0s cultivos micologicos resultaram negativos.

Figura 1. Aborto equino associado a placentite por Pasteurella pneumotropica. A. Feto 2.
Multiplas placas brancacentas de contornos irregulares e levemente sobrepostas a pele
distribuidas de forma aleatdria na cabeca e secre¢cdo mucosa esbranquicada na narina. B. Placenta
do Feto 2 espessada e acentuadamente avermelhada em especial nas areas de microvilosidades.
C. Feto 1 com anasarca e petéquias distribuidas por toda a pele e placenta moderadamente
hiperémica. D. Fotomicroscopia de placenta do Feto 1. Vilosidades coriénicas om inflamacéo
piogranumolatoso com mdltiplas células gigantes associado a grande quantidade de agregados
bacteriano. HE obj. de 40x.

DISCUSSAO
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O diagnostico de aborto equino associado a placentite por Pasteurella
pneumotropica foi estabelecido com base nas alteracdes macroscopicas e histologicas
observadas nas placentas e pelo isolamento do agente em cultivo bacterioldgico.

Varias espécies de Pasteurella sdo habitantes naturais de mucosa respiratdria e do
trato reprodutivo de mamiferos e aves (Schlater et al. 1989a). Devido a esse fato, esses
sdo os sistemas mais frequentemente afetados por esse agente. Normalmente, essas
bactérias sdo agentes oportunistas, responsaveis por infec¢bes secundarias, no entanto em
algumas vezes atuam como agentes primarios da infeccdo, com frequéncia associadas a
quadros de estresse sofridos pelo animal (Schlater 1989b). Segundo os médicos
veterinarios responsaveis pelos casos, as eguas nao apresentaram nenhuma manifestacao
clinica, tanto antes como apds o episodio de aborto, que pudessem sugerir quadro
patologico da fémea que resultasse o aborto. Assim como ndo houve o relato de perdas
reprodutivas nas demais éguas do plantel naquele periodo. Acredita-se que a
imunossupressao relativa, que existe durante a gravidez, pode ter sido o fator precedente
para que a P. pneumotropica conseguisse instalar um processo infeccioso na placenta.
Dessa forma, sugere-se que em ambos os casos, o aborto foi resultado de uma infeccéo
priméria na placenta, pois também ndo houve associacao de outro patégeno ou fator na
andlise dos fetos e placenta.

Com relacdo a fonte e a via de infec¢do bacteriana nestes casos, ao se analisar a
distribuicdo das lesdes histoldgicas, concentradas na placenta associada ao isolamento
bacteriano no feto 2, é provavel que a via de infeccdo tenha sido ascendente. Apesar de
apresentar lesdo semelhante de placentite descrita em casos de aborto por Rhodoccocus
equi, a diferenca reside na disposicdo das células inflamatorias, de modo que nos casos
de aborto por R. equi foram predominantemente observadas ao redor de vasos, assim
como no intersticio composto principalmente por macréfagos e, em menor nimero, por
linfocitos e neutrofilos, sugerindo que nesses casos a via de infecgdo seja hematdgena
(Patterson-Kane, 2002). O isolamento bacteriano de P. pneumotropica do pulméo e
contetido do estdbmago, no feto 1, pode ser explicada pela degluti¢do do liquido aminiotico
pelo feto, uma vez que ndo se observou alteracGes histoldgicas nesses orgaos em que
houve isolamento. Outra caracteristica importante a ser ressaltada, é que apesar de existir
diferenga nas alteracGes macroscopicas observadas na placenta dos casos. Ambos

apresentaram lesdes histoldgicas similares, caracterizadas por um infiltrado inflamatério



42

piogranulomatoso associado a multiplas miriades bacterianas distribuidas difusamente. O
que corrobora com Whitwell (1988) que relata a importancia de associagdo da andlise
histologica com testes complementares na avaliacdo da placenta, pois ha placentite de
diferentes graus de severidade que ndo podem ser evidentes somente na macroscopia.
Os patogenos mais frequentemente associados a casos de placentites sdo de
origem bacteriana. Dentre esses, 0 género Streptococcus, sdo o de maior frequéncia
relacionados (Hong et al. 1993, Laugier et al. 2011). Hong et al. (1993) descrevem casos
de abortos e natimortos em equinos e atribuiram o0s seguintes agentes bacterianos,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Leptospira spp.,
Enterobacter agglomerans e Nocardiforma actinomyctes como causadores desse
processo. Entretanto ha relatos, com menor frequéncia, de bactérias oportunistas
associados a aborto secundario a placentites. Casos foram relatados de placentite
necrosante por Encephalitozoon cuniculi (Patterson- Kane et al. 2003, Szeredi et al.
2007), ainda placentite e broncopneumonia fetal por Dermatophilus congolensis
(Sebastian et al. 2008), e de placentite piogranulomatosa e pneumonia fetal por
Rhodococcus equi (Patterson-Kane et al. 2002). Essa nova associacdo entre P.
pneumotropica como responsavel por placentite na espécie equina € muito relevante.
Assim como, ressalta a grande importancia que o envio da placenta tem sobre a acuracia
do diagndstico. Pois como observado no presente estudo a causa do aborto s6 foi

estabelecida pela lesdo histoldgica da placenta associada ao isolamento bacteriano.
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5.0 CONSIDERACOES FINAIS

As perdas reprodutivas em equinos sdo multifatoriais, entretanto quanto maior
conhecimento sobre o0s principais agentes associados a esses casos, maior podera ser a
acao na tentativa de diminuir essas perdas. Apesar da constante melhoria nas técnicas de
diagndstico nos altimos anos, 0 nimero de casos conclusivos permanece sem muitas
alteraces. Como observado nesse estudo em que se estabeleceu o diagndstico em 50,46%
dos casos analisados.

Os maiores indices de diagndstico, em ordem decrescente, foram de morte
perinatal (78,5%), natimorto (62,5%) e aborto (42,9%) o que pode ser relacionado com a
grande importancia que 0s anexos placentarios representam para o diagnostico das causas
de aborto. No presente estudo a frequéncia de envio das placenta foi baixa.

Dessa maneira é essencial a troca de informacdo entre médicos veterinarios
clinicos e patologistas. Pois, assim como a anamnese é imprescindivel para esclarecer
alguns casos que apresentam fatores externos a andlise laboratorial, 0s exames
complementares sdo ferramentas imprescindivel para a confirmacdo dessas perdas

reprodutivas.
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