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RESUMO

SILVA, A. A. GESTAO SANITARIA DO ABOR'[AMENTO E MORTALIDADE PERINATAL
EM EQUINOS: LEPTOSPIRA E HERPESVIRUS EQUINO - 1 COMO AGENTES
CAUSAIS. 2014. Dissertagdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental
no Agronegocio — Instituto Bioldgico)

Os inquéritos soroepidemiolégicos indicam que a Leptospira spp. e o Herpesvirus Equino
tipo 1 (HVE-1) estdo disseminados nos plantéis equinos brasileiros, sendo atribuidos a
estes patdégenos perdas econbmicas devido a abortamentos e complicacdes na eficiéncia
reprodutiva, gastos no diagnéstico e tratamento, e o risco da leptospirose como zoonose.
A maioria dos estudos epidemioldgicos de leptospirose e HVE-1 utilizam as técnicas de
sorodiagnéstico, isolamento e PCR, entretanto, a prova de imunohistoquimica (IHQ)
associa trés informacdes importantes: o tipo, localizagcdo da les&o e presenca do antigeno.
Objetivou-se realizar o diagnéstico diferencial das doencas infecciosas em fetos equinos
abortados e mortalidade perinatal pelas técnicas histolégicas de coloracéo
hematoxilina/eosina, IHQ, isolamento e PCR para pesquisa do HVE-1 e da Leptospira spp.
Foram avaliados durante o periodo de janeiro de 2010 a julho de 2013, um total de 105
fetos ou natimortos/potros de até 30 dias encaminhados ao Instituto Biologico de Séao
Paulo. Dois fetos foram positivos para HVE-1 pela PCR (1,90%) e apresentaram as
seguintes lesbes: pneumonia intersticial ndo purulenta, meningoencefalite ndo-purulenta,
hiperplasia de polpa branca esplénica e hepatite ndo purulenta, e destes, o feto 2
apresentou lesbes sugestivas de HVE-1 (sincicios e inclus@es intranucleares eosinofilicas
no epitélio bronquiolar), mas néo foi positivo no isolamento e IHQ, enquanto que o feto 1,
foi positivo no isolamento e IHQ, demonstrando a necessidade da associacdo de
diferentes técnicas para o diagnéstico de aborto por HVE-1. Nenhum dos animais foi
positivo para Leptospira spp. Dentre os animais negativos a estes agentes 32,07% (17/53)
foram positivos ao exame bacterioldgico: Escherichia coli (7,54%), Enterobacter aerogenes
(5,66%), Escherichia coli + Streptococcus spp.(3,77%), Staphylococcus spp. + Bacillus
spp. (3,77%), e 1,89% para Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp., Actinobacillus spp., Rhodococcus equi e Fungo Leveduriforme. Nos
animais negativos a todos os agentes pesquisados as lesdes predominantes foram
hiperplasia de polpa branca esplénica, hiperplasia linféide timica e meningoencefalite ndo
purulenta, sugerindo agente infeccioso a esclarecer. A baixa ocorréncia do HVE-1 e
auséncia da Leptospira spp. confirmam a endemicidade destes na populagdo estudada,
porém o0s outros patdégenos identificados indicam a necessidade de implantacdo de
medidas higiénico-sanitarias no manejo da fémea em reproducéo, a fim de prevenir perdas

fetais e natimortalidade.

Palavras-chave: HVE-1, aborto equino a virus, leptospirose, diagnostico diferencial,

imunohistoquimica.



ABSTRACT

SILVA, A. A. HEALTH MANAGEMENT OF EQUINE ABORTION AND PERINATAL
MORTALITY: LEPTOSPIRA AND EQUINE HERPESVIRUS - 1 AS CAUSAL AGENTS.
2014. Dissertation (Master in Health, Food and Environmental Safety in Agribusiness -
Biological Institute)

The seroepidemiological surveys indicate that Leptospira and Equine Herpesvirus type 1
(EHV-1) are widespread in Brazilian horses. Economic losses due to abortion, and
complications in reproductive efficiency, costs with the diagnosis and treatment are
attributed to these pathogens, besides the fact of leptospirosis be a zoonosis. Most
epidemiological studies of leptospirosis and EHV-1 are made by serological diagnosis,
isolation and PCR, however, the immunohistochemistry assay (IHC) combines three
important information: type, location of the lesion associated to the presence of antigen.
This project aimed to make the differential diagnosis of infectious diseases in aborted
equine fetuses associating histological techniques of hematoxylin/eosin and IHC, isolation
and PCR for detection of EHV-1 and Leptospira spp. from January 2010 to July 2013, a
total of 105 fetuses and stillborn/foals up to 30 days, sent to the Biological Institute of Sdo
Paulo were evaluated. Two fetuses were positive for EHV-1 by PCR (1.90%) and had the
following alterations: not purulent interstitial pneumonia, non-purulent meningoencephalitis,
hyperplasia of the splenic white pulp and not purulent hepatitis, one of these (fetus 2)
presented lesions suggestive of EHV-1 (syncytia and intranuclear eosinophilic inclusions in
bronchiolar epithelium), but it was not positive in virus isolation and IHC, while the fetus 1
was positive in virus isolation and IHC, demonstrating the necessity of the association of
different techniques for the diagnosis of EHV-1 abortion. No one animal was positive for
Leptospira spp. Among EHV-1 and Leptospira spp. negative animals 32.07% (17/53) were
positive in the bacteriological examination for Escherichia coli (7.54%), Enterobacter
aerogenes (5.66%), Escherichia coli + Streptococcus spp. (3.77%), Staphylococcus spp. +
Bacillus spp. (3.77%), and 1.89% for Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp., Actinobacillus spp., Rhodococcus equi and leveduriform fungi. The
predominant lesions in the negative animals were hyperplasia of splenic white pulp, thymic
lymphoid hyperplasia and not purulent meningoencephalitis, suggesting other causes. The
low frequency of occurrence of EHV-1 and absence of Leptospira spp. confirms the
endemicity of these agents in the population studied, but other pathogens identified indicate
the need for implementation of hygienic-sanitary management of mare in reproduction, in

order to prevent fetal loss, stillbirth, and foal mortality.

Keywords: EHV-1, equine abortion viruses (EAV), leptospirosis, differential diagnosis,

immunohistochemistry.
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a - rim de Hamster controle negativo.Sem alteracbes
histopatoldgicas. b- rim de Hamster inoculado com Leptospira
Canicola, estirpe LO4, presenca de conteddo amorfo
eosinofilico (proteindria) no espaco glomerular (seta preta).c-
rim de Hamster inoculado com Leptospira Canicola, estirpe
LOA4, presencga de conteudo amorfo eosinofilico (proteindria) e
tubulos contornados degenerados (seta preta). d - figado de
Hamster controle negativo, sem alteracdes histopatolégicas. e-
figado de Hamster inoculado com Leptospira Canicola, estirpe
LO4, tumefacdo dos hepatdcitos (seta preta). f- figado de
Hamster inoculado com Leptospira Canicola, estirpe LOA4,
congestao dos sinusoides (seta preta). Coloracdo H.E. -
AUMENTO A€ 400X.....iiiiiiiiieeiiieiieii ettt a e e e ae e aaaeaaaaaaaaa s
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Figura9 a, b,
c,d, e,f-

Figuralo a,
b,c,d e f-

Figurall a,
b,c,d,e,f-

a- rim de hamster controle negativo (somente com anticorpo
secundario) 400x. b - rim de hamster controle negativo (reacéo
completa, marcacdo de fundo devido a alta concentracdo de
anticorpo) (seta)400x. c- rim de hamster inoculado com
Leptospira Canicola, estirpe LO4, leptospiras coradas em
castanho no limen do tdbulo contornado distal (seta), 1000x
(6leo de imersé&o). d- rim de hamster inoculado com Leptospira
Canicola, estirpe LO4, leptospira corada em castanho no
limem do tubulo contornado proximal (setas) - 400x. e- rim de
hamster inoculado com Leptospira Canicola, estirpe LOA4,
leptospira no espac¢o urinario glomerular (seta preta) 1000x
(6leo de imerséo). f - rim de hamster inoculado com Leptospira
Canicola, estirpe LO4, Leptospira no espago urinério
glomerular (imagem refringente da figura 4 na ponta da seta
preta) 1000x (6leo de imersao). Coloracao de IHQ....................

a- pulmédo de hamster controle negativo inoculado com 50uL
de MEM - 3° d.p.i. (vista dorsal), mucosa nasal limpa, sem
secrecdo de muco (seta preta). b-controle positivo, cepa A9/92,
3° d.p.i. trés hamsters mortos (setas pretas) e um ainda vivo
convulsionando (seta vermelha). c- controle positivo, cepa
AR4, 3° d.p.i. ao corte da traquéia houve extravasamento de
conteddo espumoso (seta preta), caracterizando edema
pulmonar. d - controle positivo, cepa A3/97, 3° d.p.i. observa-se
secrecdo nasal serosanguinolenta (seta preta), vista ventral. e-
controle positivo, cepa ISO 72/10, 3° d.p.i. observa-se secregéo
nasal serosanguinolenta (seta preta), vista lateral. f - controle
positivo, cepa A4/72, 3° d.p.i. observa-se hamster
convulsionando (seta preta), hiperexcitabilidade frente a
estimulo externo (seta amarela)........ccccccccvvviii

a - pulméo de hamster controle negativo inoculado com 50uL
de MEM, 3° d.p.i. sem alteracdes macroscépicas (vista dorsal).
b- pulmdo de hamster controle positivo, cepa A9/92, 3° d.p.i.
intensa coloracdo avermelhada nos lobos pulmonares = &reas
de hemorragia (vista dorsal). c- pulmdo de hamster controle
positivo, cepa AR4, 3° d.p.i. observa-se alteracdo de coloracéo
dos lobos pulmonares (hemorragia pulmonar) (seta preta)
(vista dorsal). d- pulm&o de hamster controle positivo, cepa
A3/97, 3° d.p.i. alteracdo da coloracdo dos lobos pulmonares
(lobos avermelhados = areas de hemorragia pulmonar) (setas
pretas) (vista dorsal). e- pulmdo de hamster controle positivo,
cepa ISO 72/10, 3° d.p.i. alteragdo da coloracdo dos lobos
pulmonares (hemorragia pulmonar) (seta preta) e edema
pulmonar (seta amarela) (vista ventral). f- pulméo de hamster
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Figura 12 a,
b,c,d e f -

Figura 13 a,
b,c,d e f -

controle positivo, cepa A4/72, 3° d.p.i. alteracdo da coloragéo
dos lobos pulmonares (hemorragia pulmonar) (setas amarelas),
areas rosa claro= lobos pulmonares ndo hemorragicos (seta
preta) (Vista dorsal)............eeevieiiiiiiiiiiiiiiiiieirieieeeeee e

a - pulmédo de hamster controle negativo, epitélio bronquiolar
integro, ndo reacional, sem conteuddo ou debris celulares, sem
espessamento alveolar 400x. b - pulm&o de hamster controle
positivo, cepa AR4, macréfagos espumosos no lumen
bronquiolar (seta preta) 600x. c- pulm&o de hamster controle
positivo, cepa ISO 72/10, sincicio (seta preta) 400x. d-
microscopia de pulmdo de controle positivo, cepa A3/97,
hamster 1, edema pulmonar com moderado infiltrado
inflamatério (seta preta) e congestdo (seta vermelha) 200x. e -
microscopia de pulm&o de hamster controle positivo, cepa
A4/72, edema (seta preta), espessamento da parede alveolar
intenso (hamster 2) 200x. f- pulmdo de hamster controle
positivo, cepa A9/92, 3° d.p.i. espaco aéreo com conteudo
amorfo eosinofilico, heméacias livres e infiltrado inflamatério
mononuclear (seta amarela), desprendimento bonquiolar e
debris celulares no limen do bronquiolo (seta preta) 200x.
COlOragao H.E......ooviiiiiiiiiiiic e

a- SNC de hamster controle negativo, inoculado com meio de
cultivo (MEM), sem alteracdes histopatologicas 400x. b- SNC
de hamster controle positivo, inoculado com a cepa A9/92 de
HVE-1, 3° d.p.i. Inclusdo intranuclear eosinofilica em neurénio
(seta) 400x. ¢ - SNC de hamster controle positivo, inoculado
com a cepa AR4 de HVE-1, 3° d.p.i. observa-se aumento do
espaco perivascular 400x. d - SNC de hamster controle
positivo, inoculado com a cepa A3/97 de HVE-1 - 3° d.p.i., area
de necrose predominante em regido de bulbo olfatério,
degeneracédo neuronal (seta) 400x. e- SNC de hamster controle
positivo, inoculado com a cepa ISO 72/10 de HVE-1, 3° d.p.i.,
manguito perivascular mononuclear (seta preta) e focos de
infiltrado inflamatério mononuclear (seta vermelha) 400x. f -
SNC de hamster controle positivo, inoculado com a cepa A4/72
de HVE-1, 3° d.p.i., edema do neurédpilo (seta) e degeneragéo
neuronal 400X. Colorag80 H.E...........coooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee
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Figura 14 a,
b,c -

Figura 15 a,
b,c,d e f-

Figura 16 a,
b,c,de,f-

Figura 17 a,
b,c,d, e f -

a, b e ¢ - IHQ de pulmédo de hamster controle positivo — cepa
AR8. Anticorpo anti-HVE-1 marcando isolado argentino ARS8
controle positivo, marcagdo caracterizada pela coloracdo
acastanhada de células epiteliais do bronquiolo pulmonar
(setas). Aumento de 400x (a) e 200x (b e c¢). (Carolina Natalia
Zanuzzi, 2013, Universidad de La Plata, dados n&o
PUBICAdOS)......ccc oo

IHQ utilizando oanticorpo anti-HVE-1 (isolado AR8) a - pulmao
de hamster controle negativo, inoculado com meio de cultivo
(MEM), sem marcacdo. b - pulmdo de hamster controle
positivo, HVE-1 cepa A9/92, sem marcacdo. ¢ - pulméo de
hamster controle positivo, HVE-1 cepa AR4, sem marcacgéao. d -
pulmdo de hamster controle positivo, HVE-1 cepa A3/97, sem
marcacdo. e - pulmdo de hamster controle positivo, HVE-1
cepa ISO 72/10, sem marcacéo. f - pulmdo de hamster controle
positivo, HVE-1 cepa A4/72, sem marcacgdo. Aumento de 400x.

IHQ de cortes histolégicos de pulmao dos hamsters controles
de HVE-1, utilizando o anticorpo comercial anti-HVE-1 VMRD®.
a - controle negativo, inoculado com meio de cultivo (MEM),
sem marcagdo. b- controle positivo, HVE-1 cepa I1SO
72/10,sem marcacdo. c- controle positivo, cepa A4/72,sem
marcacdo. d- controle positivo, cepa A9/92, sem marcacao,
leve fundo devido a grande quantidade de hemacias. e -
controle positivo, cepa AR4, marcagao positiva caracterizada
pela coloragdo castanha de células do bronquiolo pulmonar
(seta). Aumento de 630x. f- controle positivo, cepa A3/97,
marcagao positiva caracterizada pela coloragdo castanha de
células do bronquiolo pulmonar (seta)

IHQ de cortes histol6gicos de SNC dos hamsters controle de
HVE-1, utilizando o anticorpo comercial anti-HVE-1 VMRD®. a -
controle negativo (reacdo padrédo), inoculado com meio de
cultivo (MEM), observa-se muito discreta marcacao de fundo. b
- controle positivo, cepa A9/92, sem marcacgdo, leve fundo
devido a grande quantidade de hemacias. c- controle positivo,
cepa A4/72, observa-se moderada marcagao de fundo, porém,
sem marcacgdo de neurbnios em regido de bulbo olfatério. d-
controle positivo, cepa A3/97, marcacdo positiva (neurbnios
corados em castanho em bulbo olfatério) (seta). e- controle
positivo, cepa AR4, marcacao positiva (neurdnios corados em
castanho em regido de bulbo olfatério) (seta). f - controle
positivo, cepa ISO 72/10, observa-se marcacdo positiva
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Figura 18 a,
b,c,def-

Figura 19 a, b,
c,def -

(neurdnios corados em castanho em bulbo olfatério) (seta).
AUMENTO A B30X....ciiiiiriiieiiiiiie et

a - cérebro de feto equino abortado n° 1 (LAP 56517) positivo
ao HVE-1 na PCR e isolamento, meninge e neurdpilo congesto
(seta) e edemaciado, com discreto infiltrado mononuclear
meningeo. b- SNC de feto equino abortado n° 2 (LAP 58048)
positivo para HVE-1 na PCR, congestdo e infiltrado
mononuclear meningeo (seta preta) e congestao de neuropilo.
c- pulméo de feto equino abortado n® 1 (LAP 56517), pleura
congesta, edemaciada e com infiltrado inflamatério
mononuclear moderado (seta vermelha); intersticio congesto,
com infiltrado mononuclear e edema no espaco alveolar (seta
preta). d-pulméo de feto equino abortado n° 2 (LAP 58048),
observam-se dois sincicios (seta preta) 400x. e - baco de feto
equino abortado n°® 1 (LAP 56517), hiperplasia de polpa branca
(setas) 100x. f- baco de feto equino abortado n°® 2 (LAP 58048),
hiperplasia de polpa branca (setas). Coloragdo H.E. Aumento

a -figado de feto equino abortado n°® 1 (LAP 56517), multiplos
e pequenos focos de necrose (setas pretas) com discreto
infiltrado inflamat6rio mononuclear, degeneracdo turva dos
hepatdcitos (seta amarela) 200x. b-figado de feto equino
abortado n° 2 (LAP 58048), sincicio (seta preta) 600x. ¢ - rim
de feto equino abortado n°® 1 (LAP 56517), degeneracdo
tubular (seta) e nefrose 600x. d -rim de feto equino abortado
n°® 2 (LAP 58048), corpusculos de inclusdo intranuclear em
células do tabulo renal (setas pretas) 600x. Coloracédo de H.E.
e - IHQ de pulméo de feto equino abortado n°® 1 (LAP 56517),
utilizando o anticorpo anti-HVE- 1 produzido a partir do
isolado argentino ARS8, observa-se discreta marcacao positiva
em pneumacitos (seta preta) - 400x. f - IHQ de pulmao de feto
equino abortado n° 2 (LAP 58048), utilizando o anticorpo anti-
HVE- 1 produzido a partir do isolado argentino ARS8, sem
L pE=Tor=Tor= Lo TR 100 ) G
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1. INTRODUCAO

A equideocultura constitui um importante segmento do agronegécio brasileiro, sendo
o Brasil possuidor do terceiro maior plantel equino do mundo, ficando atras apenas do
México e da China (SANTOS, 2007). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o plantel equino do Brasil, em 2010, foi estimado em 5.514.253
cabecas, sendo que grande parte desse rebanho, ou seja, 1.359.087 (24,6%) era criada ou
mantida na Regido Sudeste do pais, contando o Estado de Sdo Paulo com uma cifra
equivalente a 379.379 (6,8% do total) espécimes.

Atualmente, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(BRASIL, 2014), somando-se 0s equinos, muares e asininos, o0 Brasil possui
aproximadamente oito milhées de cabecas, movimentando, somente com a producéo de
cavalos, por volta de R$ 7,3 bilhdes e sendo responsavel pela geracao de 3,2 milhdes de
empregos diretos e indiretos no pais. A maior populacdo equina no pais encontra-se na
regido Sudeste, seguida das regides Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Norte.

Em relacdo aos indices de exportacdo, o pais apresentou elevada expansao nos
ultimos anos, sendo atualmente o oitavo maior exportador de carne equina para paises
como Bélgica, Holanda, Italia, Japdo e Franca, movimentando cerca de US$ 4,4 milhdes
em 2009 (BRASIL, 2014).

O Herpesvirus Equino tipo 1 (HVE-1), causador de sintomas respiratorios,
neuroldgicos, aborto e morte neonatal tém sido isolados de fetos equinos abortados no
pais e em outras regides do mundo (NILSSON; CORREA, 1966; HONG et al., 1993;
MOREIRA et al., 1998; LAUGIER et al., 2011). As lesBes histopatolégicas dos cortes de
figado, rins, coragéo, pulméo, baco e cérebro de fetos abortados pelo HVE-1 demonstram
infiltrado inflamatdrio mononuclear em diversos 6rgaos e inclusao intranuclear eosinofilica
em hepatdcitos e neurbnios (DEL PIERRO, 1999), sendo consideradas caracteristicas de
HVE-1 e ndo patognomoémicas, portanto, o diagnostico final devera ser apoiado por um
teste laboratorial especifico (SCHULTHEISS; COLLINS; CARMAN, 1993). Métodos
imunohistoquimicos podem facilitar a identificacdo do virus em amostras de tecidos
arquivados ou em casos clinicos em que os métodos tradicionais de deteccdo de HVE-1
ndo apresentam bons resultados (OIE, 2008).

A Leptospira spp., bactéria do tipo espiroqueta é causadora de abortamento em
diversas espécies, com atencao especial as espécies de producdo, dentre as quais equina,
bovina, ovina, caprina e suina (FAINE, 1999). Dentre os diferentes sorovares de Leptospira

spp., 0S mais prevalentes em equinos sdo: Icterohaemorrhagiae, Icterohaemorrhagiae,
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Pomona, Wolffi; Hardjo; Grippotyphosa; Canicola, Bratislava; Sentot; Castellonis;
Autumnalis e Pyogenes (SWERCZEK, 1991; LINHARES, 2005; HASHIMOTO, 2010;
CASELANI, 2012).

O sorovar Canicola é descrito como um sorovar altamente patogénico, com o0
desenvolvimento de sindrome hemolitica grave e morte do hospedeiro (TERCILLA et al.,
2006), além de sua capacidade de produzir o efeito prozona, em que os titulos de
anticorpos gerados sdo tdo altos que acabam ndo sendo dectados pela técnica de
soroaglutinacdo microscoépica, sendo necessario o emprego de outros testes diagndsticos
em sua pesquisa, como a PCR, que é sensivel e especifica (GENOVEZ et al., 2006b).

A principal fonte de infec¢@o € a urina de animais infectados de varias espécies uma
vez que a leptospiruria pode prolongar-se por varios meses ap0s a exposicao e posterior
infeccdo do animal, entretanto, materiais oriundos de abortamento (o feto abortado,
placenta e envoltérios fetais) também atuam como importantes fontes de transmissdo da
doenca entre os animais de produgcdo (MOREIRA, 1992).

O diagnostico baseia-se no histérico, contexto epidemiolégico e exame fisico do
animal aliado a provas sorologicas como ELISA ou soroaglutinagdo microscopica (SAM),
moleculares (PCR) e/ou bacterioldgicas (isolamento) (MORIKAWA, 2010). Outras técnicas
como a imunofluorescéncia direta e a imunohistoquimica também vém sendo empregadas
em casos em que o material enviado se mostra impréprio as técnicas convencionais
(PESCADOR et al.,2004; HAANWINCKEL et al.,2007; MARCOLONGO- PEREIRA et
al.,2012).

A equideocultura vem crescendo no pais, movimentando milhdes de reais todos os
anos, mostrando-se um importante setor do agronegdcio brasileiro. Considerando que o
tempo gestacional destes animais € longo, e que alguns deles séo de alto valor econémico,
assim como seus conceptos, é de grande importancia o estudo das principais patologias
causadoras de abortamento nesta espécie, bem como o estudo de técnicas laboratoriais
que possibilitem a identificagdo do agente no menor espaco de tempo possivel.

Tendo em vista a importancia destes agentes como causadores de problemas
reprodutivos em equinos e a necessidade de se realizar o diagndstico diferencial de

enfermidades infecciosas em fetos abortados, objetivou-se:

» Padronizar a técnica de Imunohistoquimica (IHQ) em cortes de tecidos fixados em
formol e incluidos em parafina para deteccdo de diferentes cepas de HVE-1 e
Leptospira spp. LO4 Canicola em fetos equinos abortados, utilizando hamsters sirios

(Mesocricetus auratus) inoculados experimentalmente como controles positivos.
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» Avaliar a frequéncia de ocorréncia do HVE-1 e da Leptospira spp. em fetos equinos
abortados por meio da IHQ, PCR e isolamento, correlacionando as técnicas
empregadas com idade do aborto e local de procedéncia.

» Verificar as lesbes histopatoldgicas causadas pelo HVE-1 e pela Leptospira spp. em
cortes de tecido equino incluidos em parafina e corados pela hematoxilina/eosina com a
finalidade de enriquecer o conhecimento do estudo de lesdes histoldgicas causadas por
estes agentes, tendo em vista que a literatura possui poucas descricbes

especificamente em fetos equinos abortados.

» Verificar as lesGes histopatolégicas causadas pelas diferentes cepas de HVE-1 e pela
Leptospira spp. em hamsters sirios (Mesocricetus auratus) inoculados

experimentalmente como controles positivos.

> Realizar diagnéstico diferencial de causas infecciosas e ndo infecciosas em casos de

abortamento e natimortalidade equina.

» Recomendar o0 manejo sanitario reprodutivo em plantéis equideos baseado nos achados

microbiol6gicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A LEPTOSPIRA SPP. COMO AGENTE CAUSADOR DE ABORTAMENTOS EM
EQUINOS E ZOONOSE

2.1.1 O agente etiolégico

A leptospirose é uma zoonose de grande importancia social e econémica, por
apresentar elevada incidéncia em determinadas areas, custo hospitalar elevado, e alta taxa
de letalidade em humanos, que pode chegar a 40%, nos casos mais graves (BRASIL,
2010). A doenca foi descrita pela primeira vez por Weil em 1886, porém o agente
infeccioso somente foi observado em 1907, por Stimson e posteriormente cultivado por
Inada em 1915 (FARRAR, 1991 apud REZENDE et al., 1997).

Em animais infectados por um sorovar ao qual a populagdo esteja adaptada, de
forma endémica, a doenca se manifesta de forma discreta ou instala-se o estado de
portador renal, sendo capaz de eliminar as leptospiras na urina por longo periodo de
tempo; ja os hospedeiros acidentais (animais ndo adaptados ao sorovar) podem
desenvolver as formas graves da doenca (VANASCO et al., 2003).

A Leptospira spp., bactéria helicoidal (espiroqueta), aerdbica obrigatéria,
pertencente a ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae e compreeende dois géneros:
Leptospira e Leptonema (LEVETT, 2004). Morfologicamente a Leptospira pode apresentar
uma ou suas duas extremidades em forma de gancho, sua medida é de aproximadamente
10 a 20 pum de comprimento; apresenta dois filamentos axiais, denominados flagelos
periplasmicos no envelope externo que permitem a sua movimentagdo (ELLIS, et al., 1983;
FAINE et al., 2000; BRASIL, 2010) (Figura 1).

Figura 1 — Foto de microscopia eletronica de varredura de Leptospira spp. Fonte: ADLER,;
MOCTEZUMA (2010).
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Mais de 200 sorovares ja foram identificados, e cada um tem o seu hospedeiro
preferencial, podendo acometer diversas espécies de mamiferos e mesmo animais de
sangue frio podem ser hospedeiros naturais da Leptospira spp., disseminando a infeccao
entre outros animais e no homem (BRASIL, 2010; ROMERO et al., 1994).

Com o advento e avangco da biologia molecular foi possivel classificar as
Leptospiras ndo apenas por suas caracteristicas sorolégicas (fenotipicas) e de viruléncia,
mas também por meio de seu material genético, utilizando técnicas de hibridizacdo do
DNA, subdividiu o género em 17 genomoespécies; atualmente registra-se a existéncia de
20 espécies do género Leptospira, dentre as quais se subdividem em sete espécies nao
patogénicas, cinco espécies intermediarias e oito espécies patogénicas (YASUDA et al.,
1987; AHMED et al., 2006; CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009; SMYTHE et al., 2012).

2.1.2 Vias de transmisséao e patogenia da Leptospira spp.

Os roedores sinantropicos das espécies Rattus norvegicus (ratazana ou rato de
esgoto), Rattus rattus (rato de telhado ou rato preto) e Mus musculus (camundongo ou
catita) constituem os reservatorios essenciais para a persisténcia de focos da infec¢éo por
Leptospira spp., sendo que o R. norvegicus é o portador principal do sorovar
Icterohaemorraghiae, um dos mais patogénicos para o homem (BRASIL, 2010). Animais
domésticos das espécies canina, suina, bovina, equina, ovina e caprina também podem
atuar como reservatorios de importancia, uma vez que a semelhanca dos roedores passam
a eliminar as leptospiras vivas no ambiente através da urina durante meses, anos ou até
mesmo durante toda a vida (dependendo da espécie animal e do sorovar envolvido)
(BRASIL, 2010).

A permanéncia da Leptospira spp. em um determinado ambiente depende
diretamente dos fatores ambientais que favorecam a sobrevivéncia e multiplicagdo das
mesmas, alguns fatores como clima, solo, animais susceptiveis que atuaram como
hospedeiros e reservatorios do agente em questéo (FAINE et al., 1999).

A infeccdo humana é resultante principalmente da exposi¢do direta ou indireta a
urina de animais infectados. As leptospiras penetram ativamente no organismo através de
lesbes cutaneas (escoriagdes, abrasdes e feridas), ou mesmo pele integra quando imersa
por longos periodos em agua contaminada; ou ainda, através da mucosa oral,
nasofaringea, conjuntival, esofagica e, possivelmente, também a vaginal (REZENDE et al.,

1997; BRASIL, 2010). A exposicdo a tecidos e sangue de animais infectados, a
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transmissdo acidental em laboratérios e a ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados
séo formas de contagio de menor frequéncia; e a transmissédo entre humanos € muito rara
(BRASIL, 2010). Nos animais de producdo, as principais fontes de contaminacdo sdo o
contato com o solo ou 4gua contaminados, ou contato direto com a urina ou liquidos e

tecidos provenientes de abortamentos ocasionados pelo agente (FAINE et al., 1999)

(Figura 2).

- <= Agua e solo

Figura 2 — Ciclo epidemioldgico simplificado da leptospirose em seres humanos e animais.
Fonte: ADLER; MOCTEZUMA (2010).

Em seres humanos, ao atingir a corrente sanguinea, a Leptospira spp. replica e se
instala em diferentes 6rgdos ou sistemas, representando o primeiro estagio da doenca, ou
fase precoce que dura em torno de sete dias. A doenga se manifesta com inicio subito de

febre, cefaléia, mialgia, anorexia, nauseas e vomitos. Esta fase tende a ser autolimitada e
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regride em trés a sete dias, sem deixar sequelas. ApGs a primeira semana da doenca, em
aproximadamente 15% dos pacientes com leptospirose ocorre a evolugdo para
manifestacdes clinicas graves, cuja manifestagcdo classica é conhecida como sindrome de
Weil, caracterizada pela triade de ictericia rubinica, insuficiéncia renal aguda e
hemorragias, mais comumente pulmonar (REZENDE et al., 1997; BRASIL, 2010).

Monaham et al. (2009) classificam a doenca em duas fases: fase aguda em que ha
leptospiremia (com duracdo de aproximadamente dez dias) e sintomas classicos de
leptospirose (descritos anteriormente), e fase crénica em que ocorre colonizacdo dos
tdbulos renais pelas leptospiras levando a leptospirlria e consequente eliminacdo das
leptospiras para o ambiente pela micgdo. O desenvolvimento da fase crénica € decorrente
da acdo da resposta imune do hospedeiro sobre o agente, ndo sendo capaz de elimina-lo
totalmente, mas mantendo-o em um sitio que permita a sobrevivéncia do agente e do
hospedeiro simultaneamente (BHARTI et al., 2003).

As lesbes encontradas em fetos equinos em decorréncia de infeccdo por
Leptospira spp. descritas na literatura sdo, na andlise macroscopica: ictericia e
hemorragias (petéquias, equimoses e sufusdes) distribuidas difusamente sobre a pele,
mucosa oral, tecido subcuténeo, serosas estomacais e também nos cascos do feto; figado
aumentado de tamanho, friavel e de coloracdo amarelada a intensamente alaranjada;
serosa e mucosa intestinal intensamente avermelhadas além de hemorragias puntiformes
na serosa do ceco; nos rins, as regides cortical e medular podem apresentar-se palidas e
hemorragias petequiais podem estar presentes na superficie capsular; esplenomegalia,
hidrotérax, hemorragias petequeais e equimoticas na superficie epicardica, bem como
edema pulmonar e sufusdes na pleura visceral (HODGIN et al., 1989; POONACHA et al.,
1993; PESCADOR et al., 2004; MARCOLONGO-PEREIRA et al.,2012).

Microscopicamente, sdo descritas as seguintes lesfes: dissociacdo difusa de
hepatdcitos, hepatite linfoplasmaocitaria e pericolangite mononuclear difusa subaguda
discreta, nefrite intersticial com moderada dilatacdo, hemorragias nas mucosas intestinais
e edema discreto nos alvéolos pulmonares. Também séo descritas lesdes na placenta (em
maior grau no corion), com infiltrado inflamatério perivascular com predominancia de
células mononucleares no alantocérion e areas de degeneracéo celular (HODGIN et al.,
1989; SWERCZEK, 1991; MACRUZ, 1991; POONACHA et al., 1993; PESCADOR et al.,
2004; MARCOLONGO- PEREIRA et al., 2012).



2.1.3 Epidemiologia da Leptospira spp.

A distribuicdo das leptospiras € universal, endémica no Brasil, e apresenta maior
prevaléncia nas zonas tropicais e subtropicais, devido aos fatores ecolégicos e climaticos
dessas regifes (longos periodos chuvosos), que favorecem a sua sobrevivéncia,
particularmente nas capitais metropolitanas de baixa renda, onde as enchentes,
associadas as condicfes de higiene e saneamento basico precdrio e a alta infestacdo de
roedores infectados levam ao aumento do numero de casos em seres humanos
(REZENDE et al., 1997; BRASIL, 2010).

No Brasil, o primeiro caso de aborto equino por leptospirose foi notificado por
Freitas, Gomes e Lacerda (1958). Nos equinos, a leptospirose pode se apresentar de duas
formas: assintomatica, ou com sintomatologia aguda bem marcante, sendo uma das
principais causas da uveite recorrente equina, que ao longo dos ultimos anos tem sido
apontada como causa frequente de abortos em éguas (PIRES NETO; HESSE; OLIVEIRA,
2005). A uveite recorrente equina causa grandes perdas econdmicas decorrentes da
interrupcdo no treinamento, queda de performance e desqualificacdo dos animais de
competicdo devido a sequelas geradas pela doenca, bem como pela medicacéo utilizada
(GILGER, 2003). De acordo com Sellnow (1999), apés a entrada da bactéria no Utero
prenhe ocorre a infeccdo fetal que pode resultar no aborto, natimorto ou neonato fraco,
dependendo da fase de gestacéo.

A importancia econdmica e epidemiolégica da leptospirose em animais domésticos,
incluindo a intima relacéo ecolégica com o homem, tem sido relatada em diversos paises.
Na equinocultura, sua importancia esta ligada as perdas decorrentes da infeccao, da falta
de uma vacina especifica para a espécie no mercado e pelo fato de se tratar de uma
zoonose (BRASIL, 2010; ROMERO et al., 1994; PIRES NETO; HESSE; OLIVEIRA, 2005).

Embora a imunizacdo possa minimizar o surgimento de sinais clinicos, como
abortamentos e nascimentos prematuros, uma vez instalado o quadro de portador renal
cronico, ndo é capaz de elimina-lo, atuando este animal como um importante reservatorio,
se mantido no plantel. Outra caracteristica que deve ser levada em consideragdo em
relacdo a leptospira é que as vacinas existentes no mercado sdo sorovar-especificas, ndo
conferindo protecdo frente a sorovares diferentes dos utilizados na fabricagdo da mesma,
sendo fundamental o conhecimento do sorovar circulante na regido, para que o esquema
de vacinacao seja efetivo (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

No Brasil, foram confirmados 17.416 casos de leptospirose em humanos (média
anual de 3.483 casos) no periodo de 2004 a 2008, variando entre 3.084 (2008) a 4.390
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casos (2006). Nesse mesmo periodo foram informados 1.856 ébitos, com média de 371
Obitos/ano (BRASIL, 2010).

Giorgi et al. (1981) relataram o primeiro isolamento de Leptospira spp. em feto
equino no Brasil, realizado nos rins de um feto abortado de seis meses de idade da raca
Quarto-de-Milha, por meio da técnica de cultura em meio Fletcher e a bactéria foi
classificada como L. icterohaemorrhagiae. Posteriormente, exames histolégicos nos rins,
utilizando a técnica de Levaditti confirmaram a presenca das leptospiras nestes 6rgaos.

Pires Neto, Hesse e Oliveira (2005) realizaram um levantamento sorologico
envolvendo 1.169 amostras de soro equino encaminhadas ao Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (RS) no periodo de 2000 a 2003. Destas, 871 (74,51%)
foram reagentes, sendo L. Bratislava o sorovar predominante (19,92%) e apenas 298
(25,49%) nao reagiram com 0s sorovares testados.

Em um estudo utilizando a técnica de SAM para diagnéstico de leptospirose em
éguas de seis fazendas no Rio de Janeiro, obteve-se resultado de 42,96% (235/547) de
positividade para diluicdo minima 1:100 contra um ou mais sorovares; sendo que o0 sorovar
predominante foi L. icterohaemorrhagiae - 43,40% (102), seguido por L. Bratislava —
27,23% (64) (LILENBAUM, 1998). Varios outros estudos também apontam o sorovar L.
icterohaemorrhagiae como sendo o de maior frequéncia em equinos no Brasil (ROMERO
et al., 1994; FAVERO et al., 2002; LINHARES et al., 2005).

Em um trabalho realizado na regido de Nhecolandia, Corumba, Estado de Mato
Grosso do Sul, foram examinadas pela técnica de SAM para leptospirose 315 amostras de
soros sanguineos de diversas espécies de animais em estado feral e silvestres, obtendo o
resultado de 20,3% (64/315) amostras reagentes para pelo menos um sorovar de
leptospira patogénica. Neste mesmo trabalho, em 12 animais que vieram a 6bito durante a
captura, foram realizadas analises histopatolégicas e imunohistoquimicas: o figado de um
porco-monteiro foi positivo na IHQ e foram observadas altera¢des histopatolégicas nos rins

deste mesmo animal (GIRIO et al., 2003).
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2.1.4 Diagnostico da Leptospira spp.

O diagndstico é realizado de acordo com a fase da doengca em que o paciente se
encontra: na fase precoce, técnicas de visualizagcdo das leptospiras no sangue, cultura em
meios apropriados e inoculagdo em hamsters e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
podem ser utilizadas; na fase tardia, as leptospiras podem ser encontradas na urina,
cultivadas ou inoculadas (BRASIL, 2010).

Embora os métodos acima citados apresentem maior sensibilidade e especificidade
ao agente, devido as dificuldades em realiza-los ou a lentiddo para a obtencdo dos
resultados (como no caso da cultura em que o resultado s6 é obtido apds algumas
semanas), sdo mais comumente utilizados no pais os métodos sorologicos ELISA-IgM e
SAM (BRASIL, 2010).

Exames complementares de maior complexidade como a IHQ, técnicas baseadas
em PCR e tipagem de isolados clinicos também podem ser realizados (BRASIL, 2010).

A coloracdo de Warthin-Starry, técnica que cora as leptospiras por meio da
impregnacao pela prata em cortes histolégicos de tecidos incluidos em parafina, também é
frequentemente utilizada no diagndstico de Leptospira apresentando bons resultados
(HAANWINCKEL; MEGID; SOUZA, 2004; LIMA et al., 2009; MARCHIORI FILHO, 2007).

Em um trabalho mais recente, também realizado por Haanwinckel, Cavalheiro e
Oliveira (2007) para a deteccdo de Leptospira spp. em tecido renal de camundongos
experimentalmente infectados, a técnica de imunoperoxidase mostrou-se pouco mais

sensivel em relacdo ao cultivo, embora ambas tenham apresentado bons resultados.

2.2.5 Tratamento e profilaxia — Leptospira spp.

O tratamento é sintomético, com utilizacdo de fluidoterapia controlada e a
antibioticoterapira (dihidro-estreptomicina) dos animais portadores da infeccdo. O sucesso
no tratamento depende do estdgio de evolucdo da doencga, sendo importante inicia-lo
frente a primeira suspeita da doenca, uma vez que, no tratamento tardio, em geral ndo se
obtém bons resultados devido ao alto grau de comprometimento dos tecidos hepatico e
renal e as complicacdes causadas pelo mal funcionamento destes 6rgdos (MARTINS;
PENNA; LILENBAUM, 2010).
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O controle da doenca envolve cuidados na aquisicdo dos animais, sempre
atentando a procedéncia dos mesmos e manejo adequado do ambiente, uma vez que a
sobrevivéncia das Leptospiras spp. esta direta e fortemente ligada as condicbes
ambientais. Deve-se ter atencdo na identificacdo e eliminacdo de possiveis fontes de
infeccdo dentro da propriedade, e atencéo a fatores de atragdo e proliferacdo de roedores
no local, tais como: local e condicbes de armazenamento incorretos dos alimentos dos
animais (HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011).

A vacinacéo sistemética de animais domésticos (caes, bovinos e suinos) ndao impede
que os mesmos se infectem, apenas evita que eles adoecam pelos sorovares
componentes da vacina. Sendo assim, estes animais mesmo vacinados ainda podem
apresentar leptospiraria, tornando-se fontes de infec¢cdo, porém em um grau mais leve e
por um periodo menor que o observado na infecgdo por animais ndo vacinados. Ainda néo

existe vacina contra leptospirose para humanos (BRASIL, 2010).

2.2 ABORTO EQUINO A VIRUS (HERPESVIRUS EQUINO - 1)

2.2.1 O agente etiolégico

O Herpesvirus Equino tipo 1 (HVE-1) é classificado pelo Comité Internacional de
Taxonomia Viral (ICTV, 2014) como DNA-virus envelopado, com capsideo de simetria
icosaédrica (Figura 3), pertencente a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae
e género Varicellovirus. Trata-se de um virus cosmopolita, endémico e com elevado
potencial de disseminacdo sendo considerado importante patdgeno nas populacdes de
cavalos em todo o mundo (CRABB; STUDDERT, 1995; CARVALHO et al., 2000a).
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Figura 3: Herpesvirus equino -1. (A) Microscopia de transmissao eletrénica (Animal Health
Trust). (B) Esquema da estrutura do HVE-1. Fonte: PAILLOT et al. (2008).

Existem cinco diferentes espécies de herpesvirus para as quais o cavalo doméstico
€ o0 hospedeiro natural: dentre estas cinco espécies 0s subtipos 2 e 5 sdo classificados na
subfamilia Gamaherpesvirinae, enquanto que os subtipos 1, 4 e 3 pertencem a subfamilia
Alfaherpesvirinae, que se compde de espécies cujo ciclo replicativo é relativamente curto e
apresentam rapida disseminacdo em cultivos celulares (Quadro 1).

O HVE é um agente de facil inativacao, por se tratar de um virus envelopado, sendo
sensivel a éter, altas temperaturas, pH acido e desinfetantes comuns que contém
surfactantes, iodo e fenois (CARVALHO, 2005; ROIZMANN et al., 1992; WEIBLEN et al.,
1994).
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Quadro 1 - Principais herpesvirus de alguns membros da familia Equidae (S&o Paulo —

2012).
Virus Sinénimos Subfamilia Género Hospedeiro Doenca
natural
EHV-1 Virus do abortamento o Varicellovirus | Equuscaballus | Respiratoria,
equino (antigo EHV-1 abortamento,
subtipo 1) neurolégica
EHV-2 Antigo v Percavirus Equuscaballus Rinite e
citomegalovirus conjuntivite
equino
EHV-3 Virus do exantema o Varicellovirus Equuscaballus Exantema
coital equino coital
EHV-4 Virus da o Varicellovirus | Equuscaballus | Respiratoria
rinopneumonite
equina (antigo EHV-1
subtipo 2)
EHV-5 Antigo ¥ Percavirus Equuscaballus NA
citomegalovirus
equino
EHV-6 Herpesvirus asinino o Varicellovirus(?) | Equusasinus Exantema
tipo 1 (AHV-1 ou coital
AsHV-1)
EHV-7 Herpesvirus asinino v NC Equusasinus NA
tipo 2 (AHV-2 ou
AsHV-2)
EHV-8 Herpesvirus asinino o Varicellovirus Equusasinus Rinite
tipo 3 (AHV-3 ou
AsHV-3)
EHV-9 Herpesvirus de o Varicellovirus Equusgrevyi Neuroldgica
gazela (GHV)
Herpesvirus de zebra
AHV-4 Herpesvirus asinino Y NC Equusasinus Pneumonia
tipo 4 (AHV-4 ou
AsHV-4)
AHV-5 Herpesvirus asinino Y NC Equusasinus Pneumonia
tipo 5 (AHV-5 ou
AsHV-5)
AHV-6 Herpesvirus asinino v NC Equusasinus Pneumonia

tipo 6 (AHV-6 ou
AsHV-6)
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ZHV ou | Herpesvirus de zebra v NC Equus zebra NA
EzebGHV- tipo 1 ou Equus .zebra
gammaherpesvirus 1
1 (antigo Equus zebra
rhadinovirus 1)

WAHV Herpesvirus de ¥ NC Equussomalicus NA
jumento selvagem

o: Alphaherpesvirinae; y:Gammabherpesvirinae; NC: ndo classificado; NA: ndo associado.

Fonte: dados brutos - King et al. (2011) apud Mori, 2012b.

O processo de replicacdo viral (Figura 4) ocorre por meio da ligagdo do virus a
membrana citoplasmatica e sua posterior entrada no citoplasma por meio de glicoproteinas
de membrana do virus que se ligam aos receptores da membrana citoplasmatica da célula
hospedeira, iniciando a fusdo das duas membranas. Nucleocapsideos desencapsulados,
contendo o genoma viral (hexagonos vermelhos) sdo liberados para o citoplasma e
transportados para os poros da membrana nuclear. Em seguida, o DNA viral é liberado
no nucleo.

Na transcrigéo, trés classes de genes virais sdo transcritos e traduzidos em
proteinas imediatas, mediatas e tardias; as proteinas imediatas-primarias (amarelo)
participam na transcricao adicional. A replicacdo ocorre por meio das proteinas mediatas
(verde), que sintetizam novas moléculas de DNA virais utilizando o DNA de entrada
circulante como modelo. A montagem e aquisicao de capsideos, e saida nuclear ocorrem
por meio das proteinas tardias (azul), que montam o capsideo, e incorporam o DNA viral
recém-replicado. Apés esta etapa, nucleocapsideos deixam o ndcleo por brotamento
através da membrana nuclear interna (em um processo denominado envelopamento)
para 0 espaco perinuclear. Finalmente, por meio de um complexo processo de perda e
reaquisicdo do envelope, as particulas do virus maduro alcangam as vesiculas exociticas,
gue se fundem com a membrana plasmética e particulas de novos virus sdo liberadas

no espaco extracelular.
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Figura 4 — Desenho esquematico da replicacdo viral do Herpesvirus Equino. Fonte:
COEN; SCHAFFER (2003).

2.2.2 Vias de transmisséo e patogenia do HVE-1

A principal porta de entrada do HVE-1 € o epitélio da mucosa do trato respiratorio
superior, na qual a infecgdo primaria se instala pela multiplicagéo viral local (ALLEN, 2002;
KOTAIT, 1991; OSTLUND, 1994). Em seguida ocorre viremia primaria de células
mononucleares do sangue periférico (CMNSP), principalmente linfécitos B e T, que permite
gue o virus atinja outros sistemas organicos, sendo transportado pelos leucocitos até o utero
por via hematogena (Figura 5) (SAENZ; GOEZ; HERRERA, 2008).
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As alteracdes causadas pela atividade viral nos vasos sanguineos do endométrio
produzem um quadro de vasculite severa e trombose multifocal, causando abortos no
altimo terco da gestacéo (entre o 7° e o 11° meses), morte perinatal e mieloencefalopatia
herpética, caracterizada por sindromes neurolégicas. Estes diferentes tipos de
enfermidades podem ocorrer associados ou ndo (ALLEN; BRYANS, 1986; BRYANS;
ALLEN, 1989; CRABB; STUDDERT, 1995). O aborto normalmente ocorre apds infeccéo
respiratdria leve; o feto e a placenta sdo expulsos ndo autolisados, e ndo ha retencao de
placenta nem leséo no trato reprodutivo da fémea (SILVEIRA, 2005). O feto morre no inicio
da expulsdo, devido a repentina separacdo placentaria do endométrio e ao edema
pulmonar (MILLER; TURK, 1993; ALLEN, 2002).

Na necropsia de fetos abortados, normalmente sdo observadas a presenca de
edema e congestao dos pulmdes, com acumulo de fluido pleural e ascite, além de focos
necroéticos de coloracdo cinza no figado, pulmdes, baco e nos centros germinativos dos
linfonodos, com tamanho variando entre dois e quatro milimetros. Estes fetos equinos sao
capazes de produzir anticorpos para HVE-1 por volta dos 200 dias de gestacdo, permitindo
o diagnéstico laboratorial (MCKINNON; VOSS, 1993).

Em potros recém-nascidos acometidos pela doenca perinatal, a necropsia
frequentemente revela um quadro severo de pneumonia intersticial, lesdes no figado, no
tecido linforreticular e glandulas adrenais (TIMONEY, 1992).

O virus aloja-se nos linfonodos e no nervo trigémeo, no qual permanece em estado
de laténcia; a reexposicdo ao virus ou fatores estressantes pode levar a novos quadros da
infecgdo durante toda a vida do animal (EDINGTON; WELCH; GRIFFITHS, 1994; WELCH
et al., 1992).
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2- Replicacaoviral

no 1rato respiratono

4 —Replicag3o viral
no sistema nernvoso

1 - Infecgao

Respiratons

Figura 5 - Representagcdo esquemadtica dos eventos que ocorrem em uma infecgéo
priméaria por HVE-1 ou HVE-4 em um animal suscetivel. Os nimeros indicam a ordem em
que os eventos ocorrem. Fonte: SAENZ; GOEZ; HERRERA, (2008).

Embora mais raramente, ha registros de que algumas espécies ndo equideas —
como bovinos, lhamas, alpacas, gazelas e antilopes — foram infectados pelo HVE-1,
desenvolvendo enfermidades como o abortamento e encefalite (CRANDELL et al., 1979;
FUKUSHI et al., 1997).

A literatura destaca trés principais fontes de infeccdo natural do HVE-1: animais
ativamente infectados, que eliminam o virus nas secrec¢des respiratorias da nasofaringe
e/ou fébmites contaminados (ALLEN; BRYANS, 1986; KOTAIT, 1991); fetos abortados e
seus envoltérios, ou secre¢des provenientes do trato reprodutivo de éguas imediatamente
apés o abortamento (NORDENGRAHN, 2000), e a infeccdo por meio da reativagédo
endogena do virus, em individuos portadores de infeccao latente (CRABB; STUDDERT,
1995; KOTAIT, 1991). Segundo Carvalho et al. (2000b), o sémen de garanhfes
persistentemente infectados € um potencial transmissor do HVE-1, durante a copula ou

pela inseminagéo artificial.
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2.2.3 Epidemiologia do HVE-1

Alguns fatores interferem e complicam a epidemiologia do HVE-1, como por
exemplo, a reatividade antigénica cruzada entre o HVE-1 e o HVE-4 através do diagnostico
sorolégico convencional (técnica de virusneutralizacao) e a possibilidade do virus latente estar
presente em animais sorologicamente negativos (ALLEN; BRYANS, 1986).

No Brasil, a primeira descricdo do HVE-1 relacionada ao abortamento, ocorreu em
1964 por Corréa e Nilsson, porém somente em 1966 € que o virus foi isolado e identificado
(CORREA:; NILSSON 1964; NILSSON; CORREA, 1966).

Cunha et al. (2009) realizaram um estudo sobre a prevaléncia de agentes virais em
equideos do Vale do Ribeira - Estado de Sao Paulo, em que 26% (42/163) dos animais
testados apresentaram anticorpos contra o HVE-1 pela técnica de virusneutralizacao.

Ainda utilizando esta mesma técnica, outros estudos obtiveram o0s seguintes
resultados: Weiblen et al. (1994) relataram que o diagndéstico sorologico para deteccao do
HVE-1 realizado no Rio Grande do Sul revelou uma prevaléncia de 84,7% (295/348) das
amostras testadas, enquanto Aguiar et al. (2008), num estudo realizado no municipio de
Monte Negro em Rondbnia, Amazonia Ocidental, observaram que entre as 47,7% (32/67) das
propriedades que possuiam equideos, um total de 22,7% (40/176) dos animais eram
soropositivos para HVE-1. No Estado do Para, a soroprevaléncia observada foi 17,71 % e no
Parana 14,3 % utilizando a técnica de virusneutralizagado em cultivo viral (LARA et al., 2003).

No Estado de Minas Gerais, Lara et al. (2010) num estudo de equideos criados
em dez Delegacias Regionais do Estado de Minas Gerais: Almenara, Bambui, Curvelo,
Governador Valadares, Montes Claros, Oliveira, Sdo Gongalo do Sapucai, Tedfilo Otoni,
Unai e Vigosa, os autores encontram frequéncia de 18,7% (140/749) de equinos
positivos ao HVE-1, por meio da técnica de virusneutralizacdo, demonstrando que o
encontra-se amplamente disseminado no Estado uma vez que todas as regibes

estudadas apresentaram animais sororreagentes.

Lara et al. (2006), em estudo sobre a detec¢cdo de HVE em cavalos carroceiros de
Curitiba e regido metropolitana do Parand constataram que apesar destes animais
realizarem trafego diario em centros urbanos e terem pouco acesso a assisténcia
veterinaria, 0s mesmos apresentavam taxas de infec¢do por HVE-1, menores 5,1% (5/97)
quando comparados a estudos sorolégicos realizados em cavalos de alto valor utilizados
para esportes, exposicdes e reproducdo, provavelmente devido ao manejo destes animais
(proximidade uns dos outros em virtude de leildes, torneios e exposi¢des), que seria um

facilitador para a transmissdo do virus por aerossois. Além disso, os proprietarios destes
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animais geralmente possuem apenas um animal, e o0 mesmo transita sempre em &reas
urbanas, o que também diminui a probabilidade de contato deste animal com outros
possivelmente infectados.

No seu conjunto, as informacgdes disponiveis indicam que o HVE-1 esta circulando
de forma endémica nas populacdes equinas do Sul e do Sudeste brasileiros (CARVALHO,
2005).

2.2.4 Diagnostico do HVE-1

O diagndstico post-mortem pode ser realizado por meio das técnicas de
imunofluorescéncia, imunoperoxidase, isolamento do agente, testes sorolégicos
(virusneutralizagdo e ELISA) e PCR (THOMSON et al., 1976; DUTTA; TALBOT; MYRUP,
1983; BALLAGI-PORDANY et al., 1990).

Existem diversos fatores que complicam o diagnéstico da ocorréncia do EHV-1
ou 4, incluindo-se a sobreposicao de certos sinais clinicos aqueles induzidos por outros
patégenos equinos (WEIBLEN, 1998). Sdo exemplos o virus da influenza equina (subtipos
1 e 2) para as infec¢Bes respiratérias, o virus da arterite equina (doenca respiratoria e
abortos), o protozoario da mieloencefalopatia Sarcocystis neurona causador de
alteracdes neurolégicas (FERNANDES, 1999; SILVEIRA, 2005), e o Toxoplasma gondii,
agente causal de abortamento e encefalite (VILLALOBOS, 2012).

Atualmente, as técnicas de PCR e imunoperoxidase estdo sendo largamente
utilizadas, visando uma melhoria na deteccao do herpesvirus equino. Ainda, de acordo
com Mackie et al. (1996), a técnica de PCR pode comprovar a presenca viral avaliando a
presenca do DNA do herpes virus. Varios loci tém sido descritos para a amplificacéo pela
PCR a partir de fontes distintas de material biolégico, como amostras clinicas, cultivos
celulares e cortes histologicos parafinados (RIMSTAD; EVENSEN, 1993; MACKIE et al.,
1996). Este método diagndstico apresenta alta sensibilidade e especificidade, rapidez na
obtenc&do dos resultados (um a dois dias), possibilidade de deteccdo da expressédo de
proteinas ou acido nucléico em amostras nas quais 0 virus ndo permanece viavel e
capacidade de diferenciar os tipos de herpes virus (SMITH, 1993; STUDDERT et al., 2003;
MORI, 2005; MORI et al. 2009).

A IHQ utiliza enzimas conjugadas a um anticorpo secundério para deteccdo do
anticorpo primario. A enzima reage com um substrato colorimétrico formando um

precipitado que pode ser visto com luz de microscopio padrao (OAKS, 2007). Por meio das
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técnicas imunoenziméticas, pode-se realizar conjuntamente a identificacdo do agente

infeccioso (IHQ) e a avaliacao das lesfes histopatolégicas (OIE, 2008) (Figura 6).

Figura 6 - Desenho esquematico da reacdo de Imunohistoquimica pelo método LSAB.
Fonte: RAMOS-VARA (2005).

Segundo Schultheiss, Collins e Carman (1993), a imunoperoxidase em cortes de
tecidos emblocados em parafina é um teste especifico e sensivel para o HVE-1, entretanto,
observou-se que nem sempre a correlacdo foi 100% entre a imunoperoxidase e o
isolamento viral. Os autores avaliaram 20 casos de aborto equino, onde 7 (35%) foram
positivos na imunoperoxidase, isolamento viral e imunofluorescéncia, bem como
apresentavam lesdes histopatoldgicas tipicas. Um total de 6 (30%) casos foram negativos
em todos os testes. O caso numero 20 foi considerado negativo a despeito de marcagéo
positiva para imunoperoxidase no timo, porque todos o0s outros testes foram negativos. Dos
seis casos restantes, trés foram positivos no isolamento viral e apresentaram lesdes tipicas
histologicas, e dois foram positivos na imunoperoxidase e tinham lesdes histolégicas no
pulmao, figado ou placenta. O caso ndmero 17 foi positivo para imunoperoxidase e as
outras analises ndo foram feitas devido autdlise.

Tecidos fixados em formol e posteriormente emblocados em parafina sdo mais
facilmente processados e apresentam melhor morfologia, em relagéo a cortes de tecidos
congelados para imunofluorescéncia direta (IFD), além disso, as reacfes cromogénicas

sdo tecnicamente mais faceis de interpretar que as reacdes de imunofluorescéncia, cuja
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maioria dos ensaios tem demonstrado sensibilidade e especificidade limitadas quando
comparadas as técnicas atuais de IHQ (OAKS, 2007).

Segundo a OIE (2008), métodos imuno-enzimaticos ou métodos de coloragdo (por
exemplo, imunoperoxidase) podem facilitar a identificagdo do virus em amostras de tecido
de arquivamento, ou em casos clinicos em que os métodos tradicionais de isolamento,
PCR, virusneutralizacdo para deteccdo de HVE ndo apresentam bons resultados em
funcdo do envio inadequado dos materiais para as referidas andlises (por exemplo,
materiais fixados em formol). Como tecidos processados (tecidos de arguivamento)
apresentam boa durabilidade, estudos retrospectivos também podem ser realizados por
meio da IHQ (SCHULTEISS; COLLINS; CARMAN, 1993).

Estudo realizado por Easton et al. (2009), no Uruguai, utilizando a IHQ, revelou que
o HVE-1 estava associado a lesfes teciduais em um feto equino abortado. Em um trabalho
realizado por Szeredi, Aupperle e Steiger (2003), de 11 casos positivos para HVE-1, em
cinco amostras de membranas fetais (45% das amostras), o antigeno pdde ser detectado
pela IHQ. Em casos em que ndo ha ocorréncia de alteracdes histopatoldgicas especificas
nas membranas fetais, esta técnica pode ser de grande valor diagndstico.

As lesdes histopatoldgicas do HVE-1 em cortes de figado, rins, coracdo, pulmao,
baco e cérebro tém sido descritas por alguns autores, causando infiltrado inflamatério
mononuclear em diversos 6rgdos e inclusdo intranuclear eosinofilica em hepatdécitos e
neurénios (OSTLUND, 1994; DEL PIERRO, 1999).

Segundo Schultheiss, Collins e Carman (1993), em geral as lesdes
histopatologicas sé@o consideradas caracteristicas de HVE-1 e nao patognomémicas,
portanto, o diagndstico final devera ser apoiado por um teste laboratorial especifico, como
a IHQ.

2.2.5 Tratamento e profilaxia do Herpesvirus Equino - tipo 1

A vacinacao é recomendada na profilaxia do HVE-1, h& duas vacinas fabricadas a
partir de virus vivo (ndo disponivel no Brasil), ou agentes virais inativados, entretanto, a
imunidade induzida pela vacina € de curta duracdo e nenhuma das vacinas € capaz de
propiciar total prote¢do contra todas as formas de HVE devido & variabilidade antigénica,
sendo recomendada a revacinacdo anual para cavalos jovens e no 5° 7° e 9° més de

prenhez para éguas prenhes. A imunidade passiva (anticorpos colostrais) € capaz de
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oferecer prote¢do por um periodo muito curto, sendo necesséria também a vacinagdo dos
potros paridos por éguas vacinadas aos trés meses de idade (SMITH, 1993).

A profilaxia consiste no isolamento dos animais suspeitos da doenca ou com
sintomatologia caracteristica de infeccdo herpética. Em casos de abortamento, deve-se
isolar o feto e as membranas fetais em recipiente adequado, ndo deixando nenhum
material contaminante no chdo e desinfetar o local imediatamente. A revacinacdo €
recomendada a fim de prevenir novos surtos da doenca (OSTLUND, 1994).

Os animais com sintomas respiratorios ou de abortamento devem ficar isolados em
baias distantes dos demais, aquecidas e sem corrente de ar. A oferta de 4gua deve ser
constante e em casos febris (40,5°C), faz-se necessaria fluidoterapia com a associagéo de
antipiréticos e anti-inflamatérios nao-esteroidais, por exemplo, fenilbutazona 3mg/Kg VO a
cada 12 ou 24 horas ou flunixim meglumine 1,1 mg/Kg IM a cada 12 ou 24 horas, o animal
deve ficar em repouso até seu completo restabelecimento (WEIBLEN, 1998; ALLEN,
2002). Drogas antivirais, como por exemplo, analogos aciclicos de nucleosideos (10-15
mg/Kg VO a cada 8 horas) também podem ser utilizados (DEL PIERO; 1999).

2.3 OUTRAS CAUSAS DE ABORTAMENTO EQUINO

Segundo Grunert, Birgel e Vale (2005), a etiologia e patogenia do abortamento e
parto prematuro em equinos pode ser causada por inimeros agentes ndo infecciosos
(Quadro 2) e infecciosos (Quadro 3).

Quadro 2 — Agentes etioldgicos de origem nédo-infecciosa causadores de abortamentos ou
partos prematuros em equinos (Adaptado de MOREIRA, 1992; GRUNERT; BIRGEL;
VALE, 2005).

Agentes T6xicos Medicamentos Fatores Mecéanicos
-Endotoxemia -Estrogenos -latrogénicos (exame vaginal)
-Prostaglandinas -Gestacéo gemelar
-Corticosteroides -Enfermidades (tor¢&o uterina)
-Ocitocina -Traumas

-Caréncias (progesterona; idade)
-Malformag@es congénitas
-Anormalidades do cord@o umbilical
-Asfixia perinatal

-Prenhez de corpo uterino
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Quadro 3 - Agentes etiologicos causadores de abortamentos ou partos prematuros de
origem infecciosa em equinos (Adaptado de MOREIRA, 1992; GRUNERT; BIRGEL; VALE,

2005).

Frequentes

-Salmonella abortus equi

-Streptococcus zooepidemicus
-Leptospira interrogans, sorovar Pomona
-Taylorella equigenitalis

AGENTES

BACTERIANOS | Esporadicos

-Staphylococcus spp.
-Rhodococcus equi
-Streptococcus spp.
-Streptococcus equi
-Escherichia coli
-Pseudomonas aeruginosa
-Corynebacterium equi
-Corynebacterium pseudotuberculosis
-Actinobacillus equii
-Klebsiella spp.

-Pasteurella hemolytica
-Brucella abortus

-Listeria monocytogenes
-Acinetobacter calcoaceticus
-Sarcina spp.

-Taylorella equigenitalis
-Campylobacter spp.
-Mycoplasma spp.

FUNGOS E LEVEDURAS

-Aspergillus fumigatus
-Mucorales sp.
-Allescheria boydii
-Coccidioides immitis
-Cryptococcus spp.

VIRUS

-Herpesvirus tipo 1
-Virus da arterite dos equinos
-Virus da anemia infecciosa

PROTOZOARIOS

-Trypanosoma equiperdum
-Babesia equi

-Babesia caballi

-Bedsonia spp.
-Sarcocystis spp.
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Em diversos estudos, as principais causas de abortamento foram infec¢bes de
origem bacteriana. Laugier et al. (2011) relataram um total de 38,1% (695/1.822) fetos
abortados por infeccbes bacterianas e 35,0% (638/1822) casos de abortamento por
placentite e septicemia fetal; o Streptococcus sp., representado principalmente pelo tipo
Beta hemolitico, foi causador de 40,1% dos abortamentos de origem bacteriana, seguido
de agentes como S. zooepidemicus 27,3%; Staphylococcus sp. 15,0% (sendo
Staphylococcus aureus causador de 9,6% dos casos de estafilococose), Escherichia coli
(11,7%); Klebsiella pneumoniae (11,2%).

Moreira et al. (1998) encontraram em 38 amostras de fetos equinos 44,7% (17)
Streptococcus Beta hemolitico (17,6%), Klebsiella spp. (11,8%), Escherichia coli (11,8%),
Pseudomonas spp. (11,8%) e Staphylococcus spp. (11,8%).

Genovez et al. (1995) relataram taxa de abortamento por agentes bacterianos de
19,8% (21/106), com maior frequencia de isolamento dos seguintes agentes:
Streptococcus Beta hemolitico (14,3%), Leptospira spp. (9,5%), Rodococcus equi (9,5%),
Salmonella spp. (4,8%), Listeria monocytogenes (4,8%), Klebisiela oxytoca (4,8%),
Escherichia coli (4,8%).
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3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos realizados no presente projeto foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Biologico (CETEA-IB), registrado sob o
namero do protocolo CETEA 106/10, aprovado em 26 de outubro de 2010 (ANEXO 1). O
projeto também foi registrado no Sistema de Informac¢des Gerenciais do Agronegdécio
(SIGA) recebendo o Numero de Registro de Projeto (NRP) 3773. Este projeto recebeu o
Auxilio & Pesquisa Fapesp 2012/00277-0.

Foram avaliados no periodo de janeiro/2010 a julho de 2013 pelas técnicas
histologicas de coloracdo H.E. e IHQ, e pelas técnicas virologicas de isolamento viral e
identificacdo pela PCR e bacteriol6gicas de isolamento bacteriano e PCR, um total de 105
fetos ou natimortos/potros até 30 dias encaminhados ao Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento em Sanidade Animal do Instituto Biolégico de S&o Paulo para diagnéstico
diferencial de causas infecciosas de abortamento.

Foram coletados fragmentos de cérebro, figado, coragdo, rim, pulmao, linfonodos,
baco, placenta e corddo umbilical (quando enviados) e aliquotados para analise
histopatoldgica e viroldgica para pesquisa de HVE-1. Para pesquisa de Leptospira foram
coletados figado e rim para analise histopatolégica e bacteriol6gica. Para a pesquisa de
outras bactérias ou fungos foram coletados fragmentos de cérebro, figado, coracéo, rim,
pulmdo, baco e aliquotados para analise histopatologica e bacteriolégica. O conteudo
estomacal também foi colhido para a pesquisa de agentes bacterianos (técnicas
bacteriolégicas). As analises foram realizadas em diferentes Laboratérios do Centro de
Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Animal do Instituto Biol6gico de Sao Paulo
(Quadro 4) e as amostras foram distribuidas para os diferentes laboratdrios de acordo com

o Fluxograma abaixo (Figura 7):

Quadro 4 — Numero de animais analisados em diferentes Laboratérios do Instituto

Bioldgico — SP, para diagnéstico de causas de abortamento e mortalidade perinatal equina.

Laboratorio — Instituto Biologico Tipo de técnica N° de animais
de S&o Paulo laboratorial analisados

Laboratorio de Raiva e Encefalites | Técnicas viroldgicas 105

Laboratério de Doencgas Técnicas 53

Bacterianas da Reproducéo bacteriologicas

Laboratério de Anatomia Técnicas 105

Patologica histopatoldgicas
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Feto equino abortado

!

Laboratorio de Anatomia
Patolégica — IB (necropsia)

S |

Orgéos, Anexos fetais Figado e Rim Orgaos e Anexos
e Conteudo Estomacal (Leptospira) fetais (HVE-1)
Laboratorio de Doencas Laboratorio de Laboratorio de
Bacterianas de Anatomia Raiva e
Reproducéo - 1B Patolégica — IB Encefalites - IB
Isolamento e PCR Coloragbes Isolamento viral
(Leptospira) IHQ e H.E. PCR
Isolamento de outras
—>

bactérias

Figura 7: Fluxograma da distribuicdo e processamento das amostras.

3.1 TECNICAS HISTOLOGICAS:

3.1.1 Inclusdo em parafina e coloracado H.E.

Os diversos orgaos foram fixados em solugéo de formol tamponado a 10%, por um
periodo de 48 horas. Posteriormente foi realizada a bateria de desidratacdo onde o
material passou por solucfes de crescentes concentracdes de alcool etilico, diafanizacéo
pelo xilol, impregnacao em parafina liquida e inclusdo em parafina (PROPHET, 1995).



27

O tecido incluido em parafina foi cortado em micr6tomo (3 um de espessura),
estendido em banho-maria (60°C) e colocado em lamina de vidro tratada previamente com
albumina, para facilitar a adesdo do corte histologico na lamina. Em seguida, a lamina ficou
em estufa 65°C com ventilagdo forcada para inicio da desparafinizagdo e posterior
coloracéo pela hematoxilina/eosina (ALLEN, 1995).

3.1.2 Preparo do material para a IHQ

A producéo do anticorpo primario utilizado na IHQ para Leptospira spp. foi realizada
segundo protocolo de Faine (1994), onde a fragdo globulinica utilizada como anticorpo
primario foi separada dos outros componentes séricos por meio de sulfato de amdnio, titulo
12.400 para Leptospira sorovar Canicola, estirpe LO4. O bloco controle positivo para IHQ
utilizou a mesma estirpe de Leptospira. Este anticorpo primario, bem como o bloco controle
positivo para IHQ foram produzidos com verba do Auxilio Pesquisa Fapesp 2009/13864-8.

Para a IHQ de HVE-1 foi utilizado anticorpo primario comercial, fabricado pela
empresa VMRD® Inc. catalogo 210-70-VER. Um desafio de IHQ adicional foi realizado nos
controles para HVE-1 e nos fetos positivos na PCR, utilizando o anticorpo primério anti-
HVE-1 policlonal produzido em coelhos a partir da inoculacdo do isolado ARS8 da
Universidade de La Plata (GALOSI et al., 1998; OCAMPOS; BARBEITO, GALOSI, 2011) a
fim de verificar a sensibilidade deste anticorpo primario frente aos isolados brasileiros.

A reacdo de IHQ para utilizacdo em cortes de parafina pela técnica histologica
descrita anteriormente seguiu o protocolo de Haanwinckel, Megid e Souza (2004). A IHQ
tanto para Leptospira quanto HVE-1 empregaram o kit de anticorpos secundéarios LSAB da
DAKO® e o kit cromdgeno revelador DAB da DAKO®, segundo protocolo do fabricante.
Cortes de sistema nervoso central (SNC) e pulmdes incluidos em parafina foram
processados para IHQ de HVE-1 e cortes de figado e rim incluidos em parafina foram
processados para IHQ de Leptospira. Cada bateria de laminas processadas pela IHQ

conteve um controle positivo e dois controles negativos.
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3.1.3 Preparo dos controles negativos para Leptospira spp.

Para o grupo controle negativo de Leptospira spp. dois hamsters (Mesocricetus
auratus), fémeas, com trés semanas de idade, pesando entre 40 e 50 g (gramas), nao

inoculados serviu de controle negativo para o estudo da Leptospira spp.

Controle negativo Leptospira _spp. — fragmentos de rins e figado de hamsters nao
inoculados. Para o estudo da Leptospira spp. optou-se por focar somente nos érgaos de

predilecéo da bactéria (figado e rim).

3.1.4 Preparo dos controles positivos para Leptospira spp.

Um grupo de quatro hamsters (Mesocricetus auratus), fémeas, com trés semanas
de idade, pesando entre 40 e 50 g, sob anestesia inalatéria com sevofluorano foram
inoculados via intraperitoneal com 50 pL de meio de cultivo com cepa patogénica de
Leptospira interrogans sorovar Canicola, estirpe LO4. Foram efetuadas passagens
sucessivas para ativar a viruléncia da cepa, o que pode ser verificado com o 6bito do

hamster em trés dias.

Controle positivo Leptospira - fragmentos de rins e figado de hamsters inoculados com

Leptospira interrogans sorovar Canicola estirpe LO4, virulenta. Estes controles foram
produzidos com o Auxilio Fapesp 2009/13864-8 pelo Laboratério de Doencas Bacterianas

da Reproducéo do Instituto Biolégico de S&o Paulo.

Os animais controles de Leptospira spp. foram distribuidos de acordo com o quadro
abaixo (Quadro 5).

Quadro 5 — Distribuigcdo dos animais para efetuagéo dos controles de Leptospira spp.

Espécie Grupo N° de In6culo Volume Via de
animais inoculacao
Hamster | Controle 2 N&o inoculado NA NA
Hamster | Infectado 4 Leptospira interrogans sorovar 50 pL Intraperitoneal
Canicola, estirpe LO4
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3.1.5 Preparo dos controles negativos de HVE-1

Para o grupo controle de HVE-1, quatro hamsters (Mesocricetus auratus), fémeas,
com trés semanas de idade, pesando entre 40 e 50 g (gramas), sob anestesia inalatéria
com sevofluorano foram inoculados por via intranasal com um volume de 50uL de meio

Eagle (meio essencial minimmo — MEM) néo infectado.

Controle negativo HVE-1 — fragmento de pulméo e SNC de hamsters inoculados com meio
de cultivo (MEM).

3.1.6 Preparo dos controles positivos de HVE-1

Grupos de quatro hamsters (Mesocricetus auratus), machos, com trés semanas de
idade, pesando entre 40 e 50 gramas, sob anestesia inalatéria com sevofluorano, foram
inoculados por via intra-nasal com um volume de 50uL de meio Eagle MEM contendo
suspensdo do EHV-1 estirpes brasileiras A4/72, A9/92, A3/97, ISO/72 (Laboratério de
Raiva, do Instituto Biol6gico, SP/Brasil) e estirpe argentina AR4 (cedido pela Dra. Cecilia
Ménica Galosi, Catedra de Virologia da Universidade de La Plata, Argentina) (Quadro 6). O
titulo de desafio viral foi de 10* DICT50/25uL (dose infectante 50% em cultura de tecidos).

Controle positivo HVE-1 — fragmentos de pulmdo e SNC de hamsters inoculados com
HVE-1 (isolados brasileiros A3/97; A9/92; A4/72; ISO 72/10 e isolado argentino AR4).

Quadro 6 — Cepas virais de HVE-1 utilizadas na producdo de controles positivos para a

IHQ.

ESTIRPE VIRAL/MATERIAL N° DE PASSAGENS/
DO ISOLAMENTO AUTOR MEIO DE CULTIVO
A4/72 (feto abortado) Reiner et al. (1972) 212 - VERO
A9/92 (potro 10 dias idade) Cunha et al. (1993) 62 — VERO
A3/97 (feto abortado) Carvalho et al. (2000) 52 —ED
ISO 72/10 (feto abortado) Dados néo publicados, Laboratério de 12— ED
Raiva e Encefalites, IB, 2010.
ARA4 (feto abortado) Galosi et al. (1998); Ocampus, 2a _ RK13
Barbeito e Galosi (2011)

(ED) células de fibroblasto equino derivado da derme; (VERO) células de rim de macaco;

(RK 13) células de rim de coelho.
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Os animais controles de HVE-1 foram distribuidos de acordo com o quadro abaixo

(Quadro 7).

Quadro 7 — Distribuicdo dos animais para efetuacdo dos controles negativos e positivos de
HVE-1.

- N° de . Viade
Espécie Grupo . In6culo Volume | . ~
animais inoculacao
Hamster | Controle 4 Meio Eagle (MEM) néo infectado 50 pL Intranasal
Hamster | Grupo 1 4 Meio Eagle + suspensédo I1ISO 72/10 50 pL Intranasal
Hamster | Grupo 2 4 Meio Eagle + suspenséo A3/97 50 pL Intranasal
Hamster | Grupo 3 4 Meio Eagle + suspensédo AR4 50 pL Intranasal
Hamster | Grupo 4 4 Meio Eagle + suspensdo A9/92 50 pL Intranasal
Hamster | Grupo 5 4 Meio Eagle + suspenséo A4/72 50 pL Intranasal

Os animais foram colocados em micro-isolador conectado a um sistema com
ventilagdo individual para cada gaiola e filtros HEPA na entrada e saida do ar. Os hamsters
foram pesados e avaliados duas vezes ao dia até o aparecimento dos primeiros sintomas
graves, quando foram entdo, submetidos a eutanasia e posteriormente necropsiados para

coleta dos 6rgédos, juntamente com seus respectivos controles negativos.

3.1.7 Protocolo de IHQ

e Desparafinizacdo das laminas em xilol na estufa a 65°C por 30 minutos;

e Diafanizagdo e desidratagdo das laminas:

Solugéo Tempo Temperatura
Xilol | 15 minutos Ambiente
Xilol 11 15 minutos Ambiente
Xilol + Alcool Etilico Absoluto 10 minutos Ambiente
Alcool Etilico Absoluto | 5 minutos Ambiente
Alcool Etilico Absoluto Il 5 minutos Ambiente
Alcool Etilico 95% 5 minutos Ambiente
Alcool Etilico 70% 5 minutos Ambiente
PBS 5 minutos Ambiente

e Fazer o bloqueio da peroxidase em solucdo de H,O, (peréxido de hidrogénio) 5%,

diluido em metanol, durante 30 minutos;
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Desmascaramento em Tampao Citrato 1x (pH 6,0) em PBS, durante 15 minutos ou
em Tampé&o Boérico 0,2 M (pH 7,2), durante 12 minutos, no forno microondas.
Deixar resfriar em temperatura ambiente;

3 lavagens com PBS por 5 minutos cada;

Blogueio de reacfes inespecificas com solucéo de leite desnatado 5%, diluido em
PBS por 1 hora em temperatura ambiente;

3 lavagens com PBS (5 minutos cada), com suave agitacao;

Incubacdo das laminas com o Anticorpo Primario diluido em solucdo de leite
desnatado (1:1000 para o anticorpo anti-HVE-1 VMRD e 1:40 para o anticorpo anti-
Leptospira), em camera Umida a 37°C por 30 minutos. Utilizar 100-200uL/lamina.

3 lavagens com PBS (5 minutos cada), com suave agitacao;

Incubacéo com Anticorpo Secundario Biotinilado (amarelo), durante 45 minutos, em
camera Umida e temperatura ambiente;

3 lavagens com PBS (5 minutos cada), com suave agitacao;

Incubagéo com o complexo Estreptavidina-Biotina (vermelho), durante 45 minutos,
em camera Umida e temperatura ambiente;

Revelagdo pela Diaminobenzidina (DAB), observando-se a coloracdo; ao atingir
uma coloracdo amarronzada (aproximadamente 14 segundos) pausar a reacdo
mergulhando a lamina em solucdo de PBS (manté-la imersa até a etapa de
lavagem). Utilizar 100 yL/lamina e fazé-las individualmente;

3 lavagens com PBS (5 minutos), com suave agitacao;

Coloracédo de fundo com Hematoxilina de Harrys, por 8 segundos e lavagem em
agua corrente durante 6 a 8 minutos;

Desidratacédo, diafanizacgéo.

Solugéo Tempo Temperatura
Alcool Etilico 70% 5 minutos Ambiente
Alcool Etilico 95% 5 minutos Ambiente
Alcool Etilico Absoluto 5 minutos Ambiente
Alcool Etilico Absoluto 5 minutos Ambiente
Xilol + Alcool Etilico Absoluto 10 minutos Ambiente
Xilol | 10 minutos Ambiente
Xilol 11 10 minutos Ambiente

Montagem com laminula e Entellan.
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3.1.8 Validacao da reacado para HVE-1 e Leptospira spp.

A validacdo da reacéo foi efetuada da seguinte forma:

e Omissédo do anticorpo primario em laminas do controle positivo e negativo, sendo
considerada satisfatoria a auséncia de marcacao de qualquer estrutura;

e Reacdo completa (padrdo) em ambos os controles (positivo e negativo), sendo

considerada satisfatoria a auséncia de marca¢ao no controle negativo.

3.1.9 Preparo da amostra para isolamento e identificacdo do HVE-1.:

Suspensbes a 20% (2 gramas de cada 6rgdo foram macerados com 8 mL de
solugdo EAGLE MEM) de fragmentos de orgdos fetais foram inoculadas em cultivo de
células VERO, bem como para extragédo de acidos nucléicos. O isolamento viral em cultivo
celular foi realizado segundo o protocolo da OIE (2008). Foram feitas trés passagens
cegas com intervalo de sete dias. As amostras que causaram efeito citopéatico
(arredondamento, refringéncia, formagédo de sincicios), foram colhidas e submetidas a
reacdo de PCR para identificagdo viral, com a utlizacdo de primers especificos
selecionados para a regido do gene que codifica a glicoproteina B (gB) (regido
conservada), descritos por Kirisawa et al. (1993). As analises de isolamento viral e PCR

foram realizadas pelo Laboratério de Raiva e Encefalites do CPDSA do Instituto Bioldgico.

3.1.10 Preparo da amostra para isolamento e identificagcdo da Leptospira spp.

3.1.10.1 Meios de cultivo para o isolamento de Leptospira spp.:

Foram utilizados meios de cultivo especificos para Leptospira spp.:
EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris ~ medium  /Difco®-USA) e Fletcher
suplementados com 15% de soro estéril de coelho e inativado a 56°C por 30 minutos,
enriqguecido com 1% de piruvato de sddio, 1% de cloreto de calcio, 1% de cloreto de
magnésio e 3% de L-asparagina com e sem adi¢do de antibiético (5- Fluoruracil, 400mg/L
Sigma®-USA) (ALVES et al., 1996).
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3.1.10.2 Isolamento de Leptospira spp.:

O procedimento empregado para o cultivo dos materiais recebidos foi:

A) Flambar a superficie do 6rgéo, e macerar um fragmento do tecido (figado e rim) em
solugdo salina estéril; centrifugar a 2000 rotag6es/minuto. O exame direto foi realizado
em microscopico 6ptico Jena Zeiss com condensador de campo escuro seco, com lente
objetiva Epiplan 10x/0,20 e de ocular 20 (200X) e inocular a amostra (1 mL) nos tubos com
meios EMJH e Fletcher com adicdo de antibidticos (meios A e B), fazendo diluicdes
seriadas em mais 3 tubos de cada meio.

B) Os in6culos em meio de cultura acrescidos de antibiéticos foram repicados apos 48h
em meio EMJH e Fletcher sem adigé&o dos antibiéticos (meios C e D).

C) As leituras dos cultivos foram feitas a cada sete dias por um periodo de 60 dias. As
amostras suspeitas foram novamente repicadas para eliminacdo de contaminagtes

secundarias, até a obtencdo de cultura pura de Leptospira spp.

3.1.10.3 Técnica da PCR para Leptospira spp.

Preparo das amostras para a PCR: Fragmentos dos érgdos (aproximadamente 2 gramas

de cada) foram macerados no homogeneizador (Stomacher 80%) de forma a obter-se um
“pool” e este ressuspendido em tampao TE (10% p/v) e armazenados a —20°C até o
momento da extracdo do DNA.

Protocolo de extracdo do DNA com o reagente comercial DNAzol (Invitrogen®) adaptado
de CHOMCZYNSKI (1993): as amostras (1 mL de cada) foram centrifugadas a 2.000 x g

por 10 minutos para precipitar debris celulares; foram adicionados 100 uL da amostra a 1
mL do reagente DNAzol (GIBCO BRL®). As amostras foram homogeneizadas por inverséo
e centrifugadas a 10.000 x g /10 minutos & temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e ao “pellet” adicionar 500 pL de etanol absoluto e deixado a temperatura
ambiente por 1 a 3 minutos para precipitar o DNA do lisado; centrifugado a 4000 x g/ 2min
e descartado o sobrenadante. Foram realizadas duas lavagens do “pellet” de DNA com
850 pL de etanol absoluto, aguardando-se 1 minuto para sua precipitacdo; Centrifugado a
4000 x g/ 2min. Retirado todo o etanol com a pipeta e aguardar aproximadamente 20

segundos para secar o DNA Dissolvido o DNA em 100 pL de NaOH (8 mM), passando o
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“pellet” através de uma pipeta. Adicionar 40 ulL de solu¢do Hepes 0,1 M para ajustar a

solucdo de DNA para pH neutro.

Metodologia para emprego da técnica de PCR para diagnostico da Leptospirose (MERIEN

et al., 1992): Primers empregados: género especifico Leptospira spp - fragmento de 331 bp
(Lep 1: 5 GGC GGC GCG TCT TAAACATG 3’ eLep 2: 3 TTC CCC CCATTG AGC AAG
ATT 5)

Amplificacdo do DNA: Para uma reacao final de 50uL, foram adicionados 17,2 uL de agua,
5 ulL de tampao 10 X (500 mM de KCI, 15 mM de MgCl,, 100 mM de TRIS-HCI, pH 9,0),
1,5 uL de MgCl, 50 mM, 8 pL da mistura de dNTPs (200 n M de cada nucleotideo [ dCTP,
dATP, dGTP, dTTP ]), 5 uL dos primers a 10 pM (Lep 1 e Lep 2), 0,4 uL de Taq DNA

polimerase e 10 uL da amostra de DNA extraido.

Ciclo _empregado (Termociclador): Inicialmente as amostras foram submetidas a

desnaturacdo de 95°C por 5 minutos e a seguir empregados 29 ciclos de amplificacdo
divididos em quatro fases: desnaturacdo (94°C /60s), hibridizacdo (63°C /90s), extensdo
(72°C /120s), extenséo final (72°C/ 10min ).

Como controle da extracdo foram contaminadas experimentalmente amostras de 6rgaos
com 100 pL de cultura pura 10° de Leptospira sorovar Canicola. Como controle positivo
para a leptospirose foi utilizado o sorovar Canicola. Como controle negativo da PCR foi

utilizado a mistura da reacao da PCR sem DNA, contendo 10 uL de agua ultrapura.

Analise do produto amplificado: foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 2,0%
com tampao de corrida TBE 0,5 X (0,045M TRIS-Borato e 1 mM de EDTA, pH 8,0) e o gel

submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm. O padrédo de peso molecular empregado foi

de 100 bp. O gel foi corado com brometo de etideo 0,5 ug/mL e posteriormente fotografado
sob luz ultravioleta (300-320 nm) pelo sistema de foto-documentacdo (Camera Kodak
Digital DC/120 Zoom®) e analisado com o software 1D Image Analysis (Kodak Digital

Science®).
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3.1.10.4 Bacteriolégico diferencial

No exame bacterioldgico diferencial foram processados contetdo estomacal e
orgédos de fetos equinos abortados, que foram submetidos as técnicas bacteriol6gicas para
isolamento e identificagcdo de bactérias aerdbias (Enterobactérias e cocos gram-positivos)
e microaerdfilas (Campylobacter spp., Brucella spp., Listeria monocytogenes), segundo
Kirkbride (1990), Genovez et al. (1995) e OIE (2012). Foram considerados como possiveis
causas de abortamento os microrganismos isolados em cultura pura ou preponderantes
(KIRKBRIDE, 1990).

3.1.11 Forma de andlise dos resultados

Dados relacionados a frequéncia de ocorréncia (F) de fetos equinos infectados,

bem como a idade dos fetos e Estado de origem foram tabulados e calculada a frequéncia

de ocorréncia para cada técnica, segundo Cortes (1993):

F = Numero de casos de uma doenca existentes num dado momento e local
Populacao existente naquele momento e local

Foi tabulada a frequéncia do padrao de lesfes histolégicas e 6rgaos acometidos

em cortes de tecidos corados por H.E. para fetos positivos para leptospirose e HVE-1.



36

4. RESULTADOS

4.1 CONTROLES DE LEPTOSPIRA SPP.

4.1.2 Descricao da andlise histopatolégica dos controles positivos e negativos para
Leptospira sorovar Canicola estirpe LO4

Os animais inoculados com Leptospira sorovar Canicola, estirpe LO4,
apresentaram na analise de histopatologia de laminas com coloracdo H.E. as seguintes
alteragdes: no rim intensa congestdo no intersticio e conteudo amorfo eosinofilico no
espaco glomerular (proteinuria) (Figuras 8 b, c); o figado apresentou intensa congestao
dos sinuséides, degeneracdo vacuolar e tumefacdo dos hepatécitos, bem como areas
multifocais de necrose de coagulacdo (Figuras 8 e, f). Os hamsters controle negativo
(inoculados somente com meio de cultivo - MEM), ndo apresentaram les6es em figado e
rim (Figuras 8 a, d).

Na andlise de IHQ o controle positivo do rim de hamster inoculado com Leptospira
Canicola, estirpe LO4, marcou em castanho espirilos enovelados no limen dos tdbulos
contornados distais (Figura 9 c), proximais (Figura 9 d) e espago urinario (Figura 9 e). O
controle negativo utilizando somente o anticorpo secundario ndo apresentou nenhuma
marcacado de fundo (Figura 9 a), ja o controle negativo utilizando o teste padrdo (com
anticorpo primario na diluicdo de 1:40) apresentou marcacdo de fundo em algumas
estruturas (tubulos contornados) provavelmente devido a alta concentracdo do anticorpo
(Figura 9 b).

Ha necessidade de efetuar micrometragem durante a leitura de laminas de
Leptospira em aumento de 1000x (com 6leo de imersdo) para melhor visualizacdo das
mesmas (Figura 9 f), sendo importante atentar para o formato do agente em questdo

(espirilo), que apresenta refringéncia.
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Figura 8. a - rim de Hamster controle negativo.Sem alteracdes histopatolégicas. b - rim de
Hamster inoculado com Leptospira Canicola, estirpe LO4, presenca de conteddo amorfo
eosinofilico (proteindria) no espaco glomerular (seta preta). ¢ - rim de Hamster inoculado
com Leptospira Canicola, estirpe LO4, presenca de conteudo amorfo eosinofilico
(proteindria) e tubulos contornados degenerados (seta preta). d - figado de Hamster controle
negativo, sem alteracées histopatoldgicas. e - figado de Hamster inoculado com Leptospira
Canicola, estirpe LO4, tumefagdo dos hepatécitos (seta preta). f - figado de Hamster
inoculado com Leptospira Canicola, estirpe LO4, congestao dos sinusdides (seta preta).
Coloragéo H.E. - aumento de 400x.



Figura 9. a - rim de hamster controle negativo (somente com anticorpo secundario) 400x. b -
rim de hamster controle negativo (reagdo completa, marcacdo de fundo devido a alta
concentracdo de anticorpo) (seta) 400x. ¢ - rim de hamster inoculado com Leptospira
Canicola, estirpe LO4, leptospiras coradas em castanho no limen do tdbulo contornado
distal (seta), 1000x (6leo de imerséao). d - rim de hamster inoculado com Leptospira Canicola,
estirpe LO4, leptospira corada em castanho no limem do tlbulo contornado proximal (setas)
- 400x. e - rim de hamster inoculado com Leptospira Canicola, estirpe LO4, leptospira no
espaco urinario glomerular (seta preta) 1000x (6leo de imerséo). f - rim de hamster inoculado
com Leptospira Canicola, estirpe LO4, Leptospira no espacgo urinario glomerular (imagem
refringente da figura 4 na ponta da seta preta) 1000x (6leo de imersdo). Coloracao de IHQ.
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4.2 CONTROLES DE HVE-1

4.2.1 Descricdo da andlise clinica e anatomopatolégica e histopatolégica dos
controles negativos para HVE-1

Os animais do controle negativo ndo apresentaram quaisquer alteracbes de
comportamento, nem tampouco sintomatologia respiratéria e/ou neurolégica. Mucosa nasal
limpa, sem secre¢Bes (Figura 10 a). Observou-se também boa quantidade de gordura
corpérea e intestino repleto, o que demonstra que 0s animais estavam se alimentando
normalmente; ndo foram encontradas lesbes macroscépicas nos 0Orgdos da cavidade
abdominal e nenhuma alteracdo nos sistemas respiratorio e nervoso.

Ao exame macroscopico do pulmao (Figura 11 a) e SNC ndo observou-se nenhuma
alteracéo de coloracéo ou morfologia.

Na analise histopatoldgica (coloragéo H.E.), observou-se no pulméao, pleura normal,
sem edema, congestao, fibrina ou infiltrado; espaco aéreo livre, sem contetdo ou infiltrado
inflamatorio; epitélio bronquiolar integro, ndo reacional, sem contetdo ou debris celulares;
parénquima pulmonar normal, sem focos hemorragicos, edema ou enfisema. Ndo foram
observados sincicios no parénquima. Nao foram visualizados sincicios ou corpusculos de
inclusédo intranuclear em nenhuma das laminas analisadas (Figura 12 a).

Em SNC (Figura 13 a), coragéo, figado e rins ndo foram observadas alteracdes
histopatologicas. Em baco e timo foi observada discreta reacdo de polpa branca e

hiperplasia linfoide timica.

4.2.2 Descricdo da andlise clinica e anatomopatoldgica e histopatolégica dos

controles positivos para HVE-1

Nos hamsters inoculados, observou-se evolucdo aguda da doenca com perda de
peso no 2° d.p.i dos animais inoculados com a estirpe A9/92 e no 3° d.p.i. has demais
estirpes e com 0 surgimento de sintomas neuroldgicos como perda da propriocepcéo,
andar em circulos, paralisia espéstica e convulsdes no 2° d.p.i. para os animais inoculados
com a cepa A9/92 e no 3°d.p.i, para as cepas ISO 72/10, A4/72 indicando alto grau de
neuroinvasividade e neurotropismo destes agentes. As cepas A3/97 e AR4 apresentaram
sintomatologia predominantemente respiratéria: apatia, dispnéia e descarga nasal

serosanguinolenta, enquanto as demais cepas apresentaram sintomatologia
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predominantemente neurolégica com sinais de apatia, tremores, convulsdes e morte no 3°

d.p.i.

4.2.2.1 Controle positivo inoculado com a cepa viral de HVE-1 A9/92

Os animais inoculados com a cepa A9/92 apresentaram ganho de peso somente
até o 1° d.p.i.; jA no 2° d.p.i apresentavam sinais de apatia e anorexia; no 3° d.p.i, houve
evolucdo aguda da doenca com sinais de ataxia, paralisia, e convulsées em um dos
animais e Obito de trés (Figura 10 b). O exame macroscopico revelou hepatomegalia,
alteracdo na coloracdo dos lobos pulmonares (coloracdo avermelhada representando
areas de hemorragia pulmonar) (Figura 11 b) e moderada a intensa congestao das
meninges no SNC.

No exame histopatolégico (H.E.) observou-se no pulmdo intenso infiltrado
inflamatério difuso misto com predominio de mononucleares, intensa congestédo, focos
hemorrégicos (Figura 12 f), parede alveolar espessada, intensa infiltracdo de macréfagos
espumosos no lumen alveolar, presenca de hemaéacias livres e edema alveolar, pleura
discretamente edemaciada, debris celulares e hemécias livres no limen bronquiolar,
desprendimento do epitélio bronquiolar, enfisema moderado. Nao foram observados
sincicios no parénquima. Nao foram visualizados corpusculos de inclusao intranuclear.

No SNC observou-se meninge congesta com infiltrado mononuclear, no neurépilo,
areas focais hemorragicas, necrose com infiltrado mononuclear, degeneracdo neuronal e
inclusdes intranucleares eosinofilicas em neurdnios e células da glia (Figura 13 b).

No coracdo e rins ndo foram observadas alteracdes histopatoldgicas. Em figado
observou-se discreta congestao dos sinuzoéides hepaticos no Hamster 1 e tumefacéo dos
hepatdcitos no Hamster 4.

Em baco foi observada moderada a intensa reacdo de polpa branca esplénica,

congestao e edema e em timo observou-se hiperplasia linfoide timica.
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4.2.2.2 Controle positivo inoculado com a cepa viral de HVE-1 AR4

Os animais inoculados com a cepa AR4 apresentaram ganho de peso até o 3°
d.p.i., entretanto, jA se apresentavam quietos, amontoados e sonolentos, no 4° d.p.i.
apresentavam sinais clinicos de hiperexcitabilidade frente a estimulos externos, dispneia
intensa e descarga nasal serosanguinolenta.

O exame macroscépico revelou edema pulmonar (Figura 10 c) e alteracBes na
coloracdo dos lobos pulmonares (coloracdo avermelhada representando areas de
hemorragia pulmonar) (Figura 11 c¢) e moderada a intensa congestdo das meninges no
SNC.

Na analise histopatologica (coloracdo H.E.) observou-se nos pulmdes, éareas
pneumadnicas restritas; pleura normal a discretamente espessada; infiltrado inflamatério
misto, discreto e difuso, com predominio de células mononucleares; discreta congestéo e
focos hemorragicos; parede alveolar espessada com a presenca de macrofagos
espumosos (Figura 12 b), células inflamatdrias (mononucleares e polimorfonucleares) e
hemacias livres; discreto edema no limen alveolar; epitélio bronquiolar integro, com
discreta producdo de muco e discreta presenca de debris celulares no I[imen bronquiolar;
parénquima pulmonar apresentando moderado enfisema e edema pulmonar, sem a
presenca de fibrina. Foram observados sincicios e corpusculos de inclusdo intranuclear
acidofilica em algumas laminas.

Nas laminas dos hamsters inoculados com a cepa AR4, observou-se que havia
areas normais do pulmao e areas pneumaonicas restritas.

A analise histopatolégica de SNC revelou focos de infiltrado inflamatério em
neurépilo, meninges e bulbo olfatério, areas de necrose e edema perivascular (Figura 13
c).

Em coracdo, figado e rins ndo foram observadas alteragBes histopatolégicas. Em
timo e baco foi observada moderada reacdo de polpa branca esplénica e hiperplasia

linféide timica.
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4.2.2.3 Controle positivo inoculado com a cepa viral de HVE-1 A3/97

Os animais inoculados com a cepa A3/97 apresentaram-se normais e ganhando
peso até o 3° d.p.i.,, no 4° d.p.i. pela manh& os animais apresentavam sinais clinicos de
tremores, apatia, anorexia, salivacao intensa e dispnéia, além de convulsées (em um grau
aparentemente mais leve que os demais grupos), e descarga nasal serosanguinolenta em
dois animais (Figura 10 d).

O exame macroscoépico revelou alteracdes na coloracdo do figado de um dos
animais analisados (discretas manchas brancas em alguns lobos), alteracdes na coloracéo
dos lobos pulmonares (manchas vermelhas representando areas de hemorragia pulmonar)
(Figura 11 d) e no SNC discreta a moderada congestdo meningea.

Ao exame microscépico observou-se no pulmdo: areas pneumdnicas restritas;
pleura normal; infiltrado inflamatério misto, discreto e difuso, com predominio de células
mononucleares e discreta congestdo em areas restritas; parede alveolar normal a
discretamente espessada com presenca discreta de macréfagos espumosos e células
inflamatorias (mononucleares e polimorfonucleares); discreto edema no limen alveolar;
epitélio bronquiolar integro, com discretissima producdo de muco, sem a presenca de
debris celulares no limen bronquiolar; parénquima pulmonar apresentando discreto a
moderado enfisema e edema pulmonar, sem a presenca de fibrina. Nao foram observados
sincicios em nenhuma das laminas analisadas. Foram observados corpusculos de incluséo
intranuclear acidofilica em células do epitélio bronquiolar em uma das laminas dos pulmdes
analisados.

Nas laminas dos hamsters inoculados com a cepa A3/97, observou-se que havia
areas praticamente normais do pulméao e areas pneuménicas focais restritas (Figura 12 d).
Laminas com padrao lesional mais leve, lembrando o padréo observado nas laminas dos
controles negativos.

A andlise histopatologica de SNC revelou discreta congestdo e infiltrado
inflamatoério mononuclear meningeo, focos de edema e degeneracdo neuronal (Figura 13
d), principalmente em regido de bulbo olfatério e discreto manguito perivascular
mononuclear.

Em coracdo e rins ndo foram observadas alteracdes histopatologicas. Em timo e
baco foi observada moderada reacdo de polpa branca esplénica e hiperplasia linféide

timica. Em figado foi observada discreta tumefacéo difusa de hepatécitos (Hamster 2).



43

4.2.2.4 Controle positivo inoculado com a cepa viral de HVE-1 ISO72/10

Os animais inoculados com a cepa ISO 72/10 apresentaram-se normais e
ganhando peso até o 3° d.p.i.; no 4° d.p.i. pela manh&, os animais apresentavam sinais
clinicos de salivagdo intensa, dispnéia, tremores e convulsdes frente a estimulos externos,
e descarga nasal serosanguinolenta (Figura 10 e).

O exame macroscopico revelou alteracbes na coloracdo dos lobos pulmonares
(manchas vermelhas representando areas de hemorragia pulmonar) (Figura 11 e) e edema
pulmonar; no SNC observou-se moderada a intensa congestao meningea.

Na analise histopatolégica (coloragdo H.E.) observaram-se no pulm&o, é&reas
pneumadnicas restritas; pleura normal a discretamente espessada; infiltrado inflamatério
misto, moderado a discreto, difuso, com predominio de células mononucleares; discreta a
moderada congestdo, com raros focos hemorragicos; parede alveolar discretamente
espessada, com presenca discreta de macr6fagos espumosos e células inflamatorias
(mononucleares e polimorfonucleares); discreto edema no limen alveolar; epitélio
bronquiolar integro, alguns bronquiolos limpos - sem conteddo e outros com discreta
producdo de muco, sem a presenca de debris celulares no limen bronquiolar; parénquima
pulmonar moderado enfisema e discreto edema pulmonar, sem a presenca de fibrina.
Foram observados vérios sincicios em uma das laminas de pulmé&o analisadas (Figura 12
c). Foram observados corpusculos de incluséo intranuclear acidofilica em uma das laminas
analisadas.

Nas laminas dos hamsters inoculados com a cepa ISO 72/10, observou-se que
havia areas normais do pulmédo e areas pneuménicas restritas. Em coracdo e rins ndo
foram observadas alteracdes histopatoldgicas.

A analise histopatolégica de SNC revelou necrose de liquefacdo, edema de
neuropilo, degeneracdo neuronal e congestdo dos vasos, multiplos focos de infiltrado
inflamatorio mononuclear e manguito perivascular mononuclear (Figura 13 e).

Em figado ndo foram observadas alteragfes histopatoldgicas. Em timo e baco foi

observada moderada reagéo de polpa branca esplénica e hiperplasia linfoide timica.
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4.2.2.5 Controle positivo inoculado com a cepa viral de HVE-1 A4/72

Os animais inoculados com a cepa A4/72 apresentaram-se normais e ganhando
peso até o 3° d.p.i. No 4° d.p.i. pela manh&, os animais apresentavam sinais clinicos
predominantemente neurol6gicos com tremores e convulsdes frente a estimulos externos
(Figura 10 f).

O exame macroscoépico revelou alteracBes na coloracdo dos lobos pulmonares
(4reas de coloracdo avermelhada representando hemorragia pulmonar) (Figura 11 f) e
moderada a intensa congestao meningea em SNC.

A analise histopatoldgica (coloragéo H.E.) revelou nos pulmdes, areas pneuménicas
restritas; pleura normal a moderadamente espessada; infiltrado inflamatério misto, discreto
a moderado, difuso, com predominio de células mononucleares; discreta congestao;
parede alveolar discreta a moderadamente espessada, presenca moderada de macréfagos
espumosos e células inflamatérias (mononucleares e polimorfonucleares); discreto edema
no lumen alveolar; epitélio bronquiolar integro com discreta a moderada producdo de
muco, sem a presenca de debris celulares no limen bronquiolar; parénquima pulmonar
apresentando moderado enfisema e edema pulmonar, sem a presenca de fibrina. Nao
foram observados sincicios em nenhuma das laminas analisadas. Foram observados
corpusculos de incluséo intranuclear acidofilica em células do epitélio bronquiolar em uma
das laminas de pulmé&o analisadas.

Em uma das laminas dos hamsters inoculados com a cepa A4/72 (Hamster 2),
observou-se padrédo de lesdo severo — pneumonia grave (semelhante ao padrao lesional
observado nos hamsters inoculados com a cepa A9/92) (Figura 12 e); as demais laminas
apresentaram padrdo de lesdes discreto a moderado. A analise histopatol6gica de SNC
revelou infiltrado inflamat6rio mononuclear edema de neuropilo (Figura 13 f), degeneragéo
neuronal e congestao dos vasos.

Em coracdo, figado e rins ndo foram observadas alteragBes histopatolégicas. Em
timo e baco foi observada moderada reacdo de polpa branca esplénica e hiperplasia

linféide timica.
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Figura 10. a - pulmdo de hamster controle negativo inoculado com 50uL de MEM - 3°
d.p.i. (vista dorsal), mucosa nasal limpa, sem secrecdo de muco (seta preta). b -controle
positivo, cepa A9/92, 3° d.p.i. trés hamsters mortos (setas pretas) e um ainda vivo
convulsionando (seta vermelha). ¢ - controle positivo, cepa AR4, 3° d.p.i. ao corte da
traquéia houve extravasamento de conteldo espumoso (seta preta), caracterizando
edema pulmonar. d - controle positivo, cepa A3/97, 3° d.p.i. observa-se secrecdo nasal
serosanguinolenta (seta preta), vista ventral. e - controle positivo, cepa ISO 72/10, 3°
d.p.i. obseva-se secrecdo nasal serosanguinolenta (seta preta), vista lateral. f - controle
positivo, cepa A4/72, 3° d.p.i. observa-se hamster convulsionando (seta preta),
hiperexcitabilidade frente a estimulo externo (seta amarela).
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Figura 11. a - pulmdo de hamster controle negativo inoculado com 50uL de MEM, 3° d.p.i.
sem alteracdes macroscopicas (vista dorsal). b - pulmédo de hamster controle positivo, cepa
A9/92, 3° d.p.i. intensa coloracéo avermelhada nos lobos pulmonares = areas de hemorragia
(vista dorsal). ¢ - pulmdo de hamster controle positivo, cepa AR4, 3° d.p.i. observa-se
alteracdo de coloracdo dos lobos pulmonares (hemorragia pulmonar) (seta preta) (vista
dorsal). d - pulméo de hamster controle positivo, cepa A3/97, 3° d.p.i. alteracdo da coloracao
dos lobos pulmonares (lobos avermelhados = &reas de hemorragia pulmonar) (setas pretas)
(vista dorsal). e - pulméo de hamster controle positivo, cepa ISO 72/10, 3° d.p.i. alteracéo da
coloracao dos lobos pulmonares (hemorragia pulmonar) (seta preta) e edema pulmonar (seta
amarela) (vista ventral). f - pulmdo de hamster controle positivo, cepa A4/72, 3° d.p.i.
alteracdo da coloracdo dos lobos pulmonares (hemorragia pulmonar) (setas amarelas),
areas rosa claro = lobos pulmonares ndo hemorragicos (seta preta) (vista dorsal).
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Figura 12. a - pulmdo de hamster controle negativo, epitélio bronquiolar integro, nao
reacional, sem conteudo ou debris celulares, sem espessamento alveolar 400x. b - pulméo
de hamster controle positivo, cepa AR4, macréfagos espumosos no lumen bronquiolar (seta
preta) 600x. ¢ - pulmédo de hamster controle positivo, cepa ISO 72/10, sincicio (seta preta)
400x. d - microscopia de pulm&o de controle positivo, cepa A3/97, hamster 1, edema
pulmonar com moderado infiltrado inflamatorio (seta preta) e congestédo (seta vermelha)
200x. e - microscopia de pulmdo de hamster controle positivo, cepa A4/72, edema (seta
preta), espessamento da parede alveolar intenso (hamster 2) 200x. f - pulm&o de hamster
controle positivo, cepa A9/92, 3° d.p.i. espaco aéreo com conteido amorfo eosinofilico,
hemacias livres e infiltrado inflamatorio mononuclear (seta amarela), desprendimento
bonquiolar e debris celulares no limen do bronquiolo (seta preta) 200x. Coloragéo H.E.
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Figura 13. a - SNC de hamster controle negativo, inoculado com meio de cultivo (MEM),
sem alteracdes histopatoldgicas 400x. b - SNC de hamster controle positivo, inoculado com
a cepa A9/92 de HVE-1, 3° d.p.i. Incluséo intranuclear eosinofilica em neurdnio (seta) 400x.
c - SNC de hamster controle positivo, inoculado com a cepa AR4 de HVE-1, 3° d.p.i.
observa-se aumento do espaco perivascular 400x. d - SNC de hamster controle positivo,
inoculado com a cepa A3/97 de HVE-1 - 3° d.p.i., area de necrose predominante em regido
de bulbo olfatério, degeneragdo neuronal (seta) 400x. e - SNC de hamster controle
positivo, inoculado com a cepa ISO 72/10 de HVE-1, 3° d.p.i., manguito perivascular
mononuclear (seta preta) e focos de infiltrado inflamatério mononuclear (seta vermelha)
400x. f - SNC de hamster controle positivo, inoculado com a cepa A4/72 de HVE-1, 3°

d.p.i., edema do neuropilo (seta) e degeneracdo neuronal 400x. Coloragéo H.E.
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4.3 RESULTADO DAS ANALISES DE IMUNOHISTOQUIMICA

4.3.1 Teste comparativo de IHQ de controle positivo inoculado com a cepa viral de
HVE-1 ARS8 frente ao anticorpo anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8)

Foi realizado um desafio de IHQ para teste do anticorpo argentino anti-HVE-1
produzido pela Universidade de La Plata — Argentina, a partir do isolado de HVE-1 — ARS,
Galosi (1996) apud Ocampus, Barbeito e Galosi (2011); protocolo de IHQ realizado
segundo Zanuzzi et al. (2013), em amostra de pulmao de hamster inoculado com o isolado
argentino AR8. Houve marcagéo positiva caracterizada pela coloragdo acastanhada de

varias células do epitélio bronquiolar (Figuras 14 a, b e c).
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Figura 14 a, b e ¢ - IHQ de pulméo de hamster controle positivo — cepa AR8. Anticorpo anti-
HVE-1 marcando isolado argentino ARS8 controle positivo, marcacdo caracterizada pela
coloracdo acastanhada de células epiteliais do bronquiolo pulmonar (setas). Aumento de 400x
(a) e 200x (b e c) (Carolina Natalia Zanuzzi, 2013, Universidad de La Plata).



50

4.3.2 Teste comparativo de IHQ de controle positivo inoculado com as diferentes

cepas de HVE-1 estudadas

Foram efetuados testes a fim de se verificar a sensibilidade dos anticorpos
utilizados frente as diferentes estirpes virais estudadas. Para o anticorpo VMRD® foram
efetuadas analises em pulméo e SNC, enquanto com o anticorpo anti-AR8 foram efetuados

testes somente em tecido pulmonar.

4.3.2.1 IHQ de Controle negativo frente ao anticorpo VMRD® e anticorpo anti-HVE-1
(produzido a partir do isolado ARS8)

A IHQ em cortes de tecido parafinado de pulmdo de controle negativo (animal
inoculado somente com meio de cultivo), ndo apresentou marcagdo frente a ambos os
anticorpos testados utilizando-se hamsters como controle (Figuras 15 a, 16 a). Em SNC
com o anticorpo VMRD® observou-se discreta marcacéo de fundo, que n&o alterou a leitura
dos resultados por ser facilmente distinguivel de uma marcacédo positiva (Figura 17a).
Foram realizados anteriormente testes com controles de camundongo que apresentaram
marcacao de fundo em células do epitélio bronquiolar (mesmo quando efetuada a reagéo
somente com anticorpo secundario), demonstrando que para o protocolo efetuado, a

utilizagdo de hamsters mostrou-se mais satisfatéria.

4.3.2.2 IHQ de Controle positivo — Cepa A9/92 frente ao anticorpo VMRD® e anticorpo
anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8)

A IHQ em cortes de tecido parafinado de pulmdo e SNC de controle positivo
inoculado com a cepa A9/92 de HVE-1 apresentou resultado falso negativo na andlise de
IHQ, ndo havendo marcacdo com nenhum dos anticorpos testados (Figuras 15 b, 16 d, 17
b).

4.3.2.3 IHQ de Controle positivo — Cepa AR4 frente ao anticorpo VMRD® e anticorpo
anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8)

A IHQ em cortes de tecido parafinado de pulmdo e SNC de controle positivo
inoculado com a cepa AR4 de HVE-1 apresentou resultado positivo na analise de IHQ,

utilizando o anticorpo VMRD®, havendo marcacdo em células do epitélio bronquiolar
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(Figura 16 e) e em células do bulbo olfatério (neurénios e células da glia) (Figura 17 b).
Também foi observada marcacdo em alguns neurbnios muito proximos a area do bulbo
olfatério, porém, em outras areas do SNC néo foi observada marcac¢édo. Quando efetuado o
teste utilizando o anticorpo anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8), néo foi
observada nenhuma marcagéo em células do epitélio bronquiolar (Figura 15 c).

4.3.2.4 IHQ de Controle positivo — Cepa A3/97 frente ao anticorpo VMRD® e anticorpo
anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8)

A IHQ em cortes de tecido parafinado de pulmdo e SNC de controle positivo
inoculado com a cepa A3/97 de HVE-1 apresentou resultado positivo na analise de IHQ,
utilizando o anticorpo VMRD®, havendo marcagdo em células do epitélio bronquiolar
(Figura 16 f). Semelhante ao observado no teste utilizando a cepa AR4, também foi
observada marcagdo em neurdnios e células da glia restritas a regido de bulbo olfatério
(Figura 17 d) e areas muito proximas (regiao de polo frontal), porém, em outras areas do
SNC néo foi observada marcagdo. Quando efetuado o teste utilizando o anticorpo anti-
HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8), n&o foi observada nenhuma marcagéo em

células pulmonares (Figura 15 d).

4.3.2.5 IHQ de Controle positivo — Cepa ISO 72/10 frente ao anticorpo VMRD e
anticorpo anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8)

A IHQ em cortes de tecido parafinado de pulmdo e SNC de controle positivo
inoculado com a cepa ISO 72/10 de HVE-1 apresentou resultado positivo na analise de
IHQ, utilizando o anticorpo VMRD, havendo marcacdo em células do bulbo olfatorio
(neurdnios e células da glia) (Figura 17 f), e em grupos de células de regides distantes do
bulbo olfatério, a saber, regiao de septo estriado e diencéfalo caudal, entretanto, nao foi
observada marcacéo em células do epitélio bronquiolar (Figura 16 b). Quando efetuado o
teste utilizando o anticorpo anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8), nao foi

observada nenhuma marcagdo em células SNC e pulméo (Figura 15 e).

4.3.2.6 IHQ de Controle positivo — Cepa A4/72 frente ao anticorpo VMRD e anticorpo
anti-HVE-1 (produzido a partir do isolado ARS8)
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A IHQ em cortes de tecido parafinado de pulm&o e SNC de controle positivo

inoculado com a cepa A4/72 de HVE-1 apresentou resultado falso negativo na andlise de

IHQ, ndo havendo marcacdo com nenhum dos anticorpos testados (Figuras 15f, 16 c e 17

C).
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Figura 15. IHQ utilizando o anticorpo anti-HVE-1 (isolado AR8) a - pulmdo de hamster
controle negativo, inoculado com meio de cultivo (MEM), sem marcac&o. b - pulmé&o de
hamster controle positivo, HVE-1 cepa A9/92, sem marcacgdo. ¢ - pulmdo de hamster
controle positivo, HVE-1 cepa AR4, sem marcacdo. d - pulmdo de hamster controle
positivo, HVE-1 cepa A3/97, sem marcacdo. e - pulmdo de hamster controle positivo,
HVE-1 cepa ISO 72/10, sem marcacao. f - pulmdo de hamster controle positivo, HVE-1
cepna A4/72. sem marcacdo. Aumento de 400x.
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Figura 16. IHQ de cortes histologicos de pulmdo dos hamsters controles de HVE-1,
utilizando o anticorpo comercial anti-HVE-1 VMRD®. a - controle negativo, inoculado com
meio de cultivo (MEM), sem marcacéao. b - controle positivo, HVE-1 cepa ISO 72/10, sem
marcacdo. ¢ - controle positivo, cepa A4/72, sem marcacdo. d - controle positivo, cepa
A9/92, sem marcacdao, leve fundo devido a grande quantidade de hemacias. e - controle
positivo, cepa AR4, marcagdo positiva caracterizada pela coloracdo castanha de células
do bronquiolo pulmonar (seta). Aumento de 630x. f - controle positivo, cepa A3/97,
marcagao positiva caracterizada pela coloracdo castanha de células do bronquiolo
pulmonar (seta) 400x.
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Figura 17. IHQ de cortes histolégicos de SNC dos hamsters controle de HVE-1, utilizando
o anticorpo comercial anti-HVE-1 VMRD®. a - controle negativo (reac&o padréo), inoculado
com meio de cultivo (MEM), observa-se muito discreta marcacao de fundo. b - controle
positivo, cepa A9/92, sem marcacao, leve fundo devido a grande quantidade de hemacias.
¢ - controle positivo, cepa A4/72, observa-se moderada marcacao de fundo, porém, sem
marcagdo de neurdnios em regido de bulbo olfatério. d - controle positivo, cepa A3/97,
marcacao positiva (neurdnios corados em castanho em bulbo olfatério) (seta). e - controle
positivo, cepa AR4, marcagdo positiva (neurdnios corados em castanho em regido de
bulbo olfatério) (seta). f - controle positivo, cepa ISO 72/10, observa-se marcagao positiva
(neurbnios corados em castanho em bulbo olfatério) (seta). Aumento de 630x.

4.4 FETOS EQUINOS ABORTADOS
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Considerando a associacdo de diferentes técnicas (isolamento, PCR,
imunohistoquimica e histopatologia pela coloracdo H.E.), dois dos 105 equinos analisados
foram considerados positivos para o HVE-1 (1,90%).

Os principais achados histopatolégicos (H.E.) do feto 1 (LAP 56517), positivo na
PCR e isolamento foram meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica, epicardite nao-
purulenta discreta, pleuropneumonia intersticial ndo purulenta, hepatite multifocal nao-
purulenta, ndo tendo sido encontrados corpusculos de inclusdo intranucleares.

No feto 2 (LAP 58048), positivo nha PCR e negativo no isolamento foram
observadas as mesmas lesdes do feto 1, acrescentando-se a estas lesdes tipicas de
infeccdo herpética caracterizadas por sincicios pulmonares e inclusfes intranucleares no
pulméo, figado, bago e cérebro.

Nenhum dos fetos analisados foi positivo na IHQ utilizando o anticorpo primario
VMRD, porém o feto 1 (LAP 56517) foi considerado positivo utilizando o anticorpo primario

produzido a partir do isolado AR8 da Universidade de La Plata, Argentina.

4.4.1 Andlise microscodpica (histopatolégica), IHQ e PCR do Feto 1 (LAP 56517)

As lesdes histopatolégicas do feto abortado n° 1 (positivo na PCR e isolamento viral
para HVE-1) observadas nos diversos 6rgaos foram: sistema nervoso central apresentando
meninge congesta, infiltrado inflamatério mononuclear, marginalizagdo linfocitéria,
neurépilo congesto, edemaciado, com manguito perivascular mononuclear, focos de
mononucleares e gliose (Figura 18 a). No coracdo observou-se discreto infiltrado
inflamatério mononuclear no epicardio. No pulmao pleura congesta, edemaciada e com
infiltrado inflamatério mononuclear moderado, intersticio congesto, com mononucleares e
edema no espaco alveolar (Figura 18 c). O baco apresentou hiperplasia de polpa branca
(Figura 18 e). Em figado foram observados multiplos e pequenos focos de necrose com
discreto infiltrado inflamat6rio mononuclear, degeneracéo turva dos hepatdcitos (Figura 19
a). Nos rins ndo foram observadas alteracdes dignas de nota (Figura 19 c).

Na analise de IHQ houve marcacgédo positiva em amostra do pulméao utilizando-se o
anticorpo anti-HVE-1 produzido pela Universidade de La Plata — Argentina (Figura 19 e).
Em SNC n&o houve marcacdo com o anticorpo VMRD®, ndo sendo o anticorpo anti-HVE-1
produzido a partir do isolado ARS8 testado para SNC. A analise de IHQ utilizando o

anticorpo comercial anti-HVE-1 (VMRD®) mostrou resultado falso negativo, uma vez que
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ndo houve marcacdo em nenhum dos 6rgdos analisado do feto sabidamente positivo,
confirmado pela anéalise de PCR (apresentando bandas especificas com peso molecular de
226 pb) e isolamento viral.

4.4.2 Andlise microscopica (histopatolégica), IHQ e PCR do Feto 2 (LAP 58048)

As lesdes histopatolégicas no feto abortado 2 (positivo na PCR para HVE-1 e negativo
no isolamento viral) observadas nos diversos érgdos foram: pulmao apresentando intenso
infiltrado inflamatério mononuclear intersticial com varios sincicios (Figura 18 d) e
corpusculos de inclusédo intra-nuclear eosinofilica e intenso edema e congestdo pleurais
com infiltrado mononuclear; incluséo intra-nuclear eosinofilica no epitélio bronquiolar e
alveolar. Figado apresentando intensa congestéo dos sinusoides hepaticos com tumefagéo
dos hepatécitos; fibrose periportal com moderado infiltrado mononuclear e proliferacédo de
ductos biliferos; discreto infiltrado mononuclear capsular; inclusao eosinofilica intra-nuclear
em sincicios (Figura 19 b). No rim observou-se nefrose, discreto infiltrado mononuclear
intersticial e incluséo intra-nuclear eosinofilica no epitélio tubular (Figura 19 d). No baco foi
observada moderada reag&o de polpa branca esplénica (Figura 18 f).

No Sistema Nervoso Central foi observada intensa congestdo meningea e do
neurdpilo, neurdnios alongados no cortex, inclusdo intra-nuclear eosinofilica nos astrocitos,
discreto infiltrado inflamatério mononuclear meningeo, edema perineuronal, edema
perivascular (Figura 18 b).

A analise de IHQ apresentou reacdo falso negativa, uma vez que nao houve
marcacdo em nenhuma das amostras, tanto de pulmao (Figura 19 f) (anticorpo VMRD® e
anticorpo anti-HVE-1 produzido a partir do isolado AR8) como de SNC (anticorpo VMRD®).

Na PCR este feto foi considerado positivo segundo o protocolo realizado.



Figura 18. a - cérebro de feto equino abortado n® 1 (LAP 56517) positivo ao HVE-1 na
PCR e isolamento, meninge e neurépilo congesto (seta) e edemaciado, com discreto
infiltrado mononuclear meningeo. b - SNC de feto equino abortado n° 2 (LAP 58048)
positivo para HVE-1 na PCR, congestao e infiltrado mononuclear meningeo (seta preta)
e congestdo de neurdpilo. ¢ - pulméo de feto equino abortado n°® 1 (LAP 56517), pleura
congesta, edemaciada e com infiltrado inflamatério mononuclear moderado (seta
vermelha); intersticio congesto, com infiltrado mononuclear e edema no espaco alveolar
(seta preta). d - pulmdo de feto equino abortado n® 2 (LAP 58048), observam-se dois
sincicios (seta preta) 400x. e - baco de feto equino abortado n° 1 (LAP 56517),
hiperplasia de polpa branca (setas) 100x. f - baco de feto equino abortado n° 2 (LAP
58048), hiperplasia de polpa branca (setas). Coloragédo H.E. Aumento de 100x.
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focos de necrose (setas pretas) com discreto infiltrado inflamatério mononuclear,
degeneracdo turva dos hepatocitos (seta amarela) 200x. b - figado de feto equino
abortado n° 2 (LAP 58048), sincicio (seta preta) 600x. ¢ - rim de feto equino abortado n° 1
(LAP 56517), degeneracéao tubular (seta) e nefrose 600x. d - rim de feto equino abortado
n°® 2 (LAP 58048), corpusculos de incluséo intranuclear em células do tabulo renal (setas
pretas) 600x. Coloracdo de H.E. e - IHQ de pulméo de feto equino abortado n°® 1 (LAP
56517), utilizando o anticorpo anti-HVE-1 produzido a partir do isolado argentino ARS8,
observa-se discreta marcacdo positiva em pneumdcitos (seta preta) - 400x. f - IHQ de
pulméo de feto equino abortado n° 2 (LAP 58048), utilizando o anticorpo anti-HVE-1
produzido a partir do isolado argentino AR8, sem marcacao, 400x.
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4.5 ANALISE DOS DADOS OBTIDOS

4.5.1 Andlise dos resultados gerais

Neste trabalho, dos 105 fetos abortados, natimortos e potros até um més de vida
analisados, dois vieram a 6bito devido a causas nao infecciosas (isoeritrolise neonatal),
representando 1,90% do total. Dentre os animais cujo diagndstico estabelecido foram
agentes infecciosos, dois de origem viral (HVE-1), representando 1,90%, 16 devido a
agentes bacterianos (15,25%) e um devido a agente fangico (levedura) (0,95%) e 84
(80,00%) amostras foram negativos para todos os agentes pesquisados (Tabela 1), destes,
82 (97,61%) apresentaram lesBes histoldgicas predominantemente ndo-supurativas em
pelo menos um dos 6rgdos avaliados e dois representando 2,39% do total, ndo

apresentaram lesoes.

Tabela 1 — Divisdo do nimero de casos de abortamento e mortalidade perinatal equina,

segundo grupo de classificacdo da causa ou do agente causal (S&o Paulo, 2014).

NUmero de casos

Causas de abortamento Namero de Animai % sobre o nimero
e mortalidade perinatal casos nimais de casos
analisados
Causas nao infecciosas 2 105 1,90
Causas virais 2 105 1,90
Causas bacterianas 16 53 30,18
Causas fuangicas 1 53 1,88
Causa nao estabelecida 84 105 80,00

4.5.2 Andlise dos resultados obtidos pelas técnicas virolégicas

Comparando-se os resultados das diferentes técnicas virolégicas empregadas
neste trabalho, observou-se que a técnica de PCR para HVE-1 apresentou maior
sensibilidade na pesquisa de HVE-1 em materiais de fetos abortados em comparagédo com

as demais técnicas empregadas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Positividade dos fetos abortados/natimortos/potros frente ao isolamento viral,
PCR, IHQ e histopatologia (H.E.) para diagnéstico do HVE-1 (S&o Paulo, 2014).

Técnica % Positivo (total)
Isolamento 0,95 % (1/105)
PCR 1,90 % (2/105)
IHQ (Ac VMRD) 0,00 % (0/105)
IHQ (Ac anti HVE-1, ARS8) 0,95 % (1/105)
H.E. 0,95 % (1/105)

(Ac) Anticorpo

Frente as diferentes cepas analisadas o anticorpo policlonal anti-HVE-1 — VMRD®
apresentou maior sensibilidade em relagdo ao anticorpo anti-AR8 frente as diferentes

estirpes testadas (Quadro 8).

Quadro 8 - Positividade dos anticorpos (Ac) primarios testados frente aos diferentes
isolados de HVE-1 analisadas (Séao Paulo, 2014).

Espécie Isolados Anticorpo VMRD | Ac. Anti-HVE-1 (ARS8)
Hamster A9/92 - -
Hamster AR4 + (SNC e Pulméo) | -
Hamster A3/97 + (SNC e Pulméo) | -
Hamster ISO 72/10 + (SNC) -
Hamster A4l (2 - -
Feto n° 01 (56517) ISO 72/10 - + (Pulmao)
Feto n° 02 (58048) ISO 36/13* - -

(-) negativo; (+) positivo; * ISO 36/13 — negativo no isolamento em trés passagens de
cultura de células, mas positivo a analise de PCR.

Observou-se que no hamster inoculado com a cepa ISO 72/10 houve o surgimento
de lesdes caracteristicas em pelo menos um dos animais estudados, entretanto, no feto
positivo n° 1 (LAP 56517) do qual foi realizado o referido isolamento, ndo foram
observadas lesdes sugestivas de infeccdo herpética (corpusculos de incluséo e sincicios),

porém, havia a presenca de infiltrado inflamatério linfoplasmocitico em todos os érgaos
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(infiltrado associado a infeccdo viral), além de edema pulmonar (Quadro 9). Também
observou-se a presenca de macrofagos espumosos em todas as laminas dos hamsters
inoculados, entretanto, estas células nao foram observadas no pulméo dos fetos equinos

positivos analisados.

Quadro 9 — Avaliagdo da presenca de lesdes sugestivas de HVE-1 frente aos diferentes
isolados estudados nos hamsters inoculados e nos fetos abortados positivos ao HVE-1
(Sao Paulo, 2014).

SEfREEE Cepas HVE- Macrofagos o Corpusculos de g Inflltraqlo_
1 Espumosos Sl incluséo viral . |nflamator|,o.
linfoplasmocitico
Hamster A9/92 + - + (SNC) +
Hamster AR4 + + (dois hamsters) + (dois hamsters) | +
Hamster A3/97 + - + +
Hamster ISO 72/10 + + (um hamster) + (um hamster) +
Hamster A4/72 + - + (um hamster) +
Feto 1-56517 ISO 72/10 - - - +
Feto 2-58048 ISO 36/13* | - + (pulméo e figado) | + (6rgéos) +

(-) negativo; (+) positivo;
* |SO 36/13 — negativo no isolamento em trés passagens de cultura de células, mas

positivo a analise de PCR.

Dentre os dois fetos equinos positivos, um era proveniente do Estado de Sao Paulo
e outro ndo teve o Estado de origem informado em sua ficha de cadastro; dentre os fetos
negativos a maioria das amostras foram provenientes do Estado de S&o Paulo (Tabela 3),
entretanto, este resultado ndo representa valor estatistico significativo por se tratarem de

amostras de conveniéncia.
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Tabela 3 — Positividade dos fetos abortados/natimortos/potros frente ao isolamento viral,
PCR e IHQ para pesquisa de HVE-1, classificados por Estados de origem (S&o Paulo,
2014).

Estado de origem Total Positivo (%) Total Negativo (%)
Minas Gerais 0 8 (7,62%)
Distrito Federal 0 1 (0,95%)
Mato Grosso do Sul 0 2 (1,90%)
Paréa 0 1 (0,95%)
Sergipe 0 1 (0,95%)
Tocantins 0 1 (0,95%)
Parana 0 17 (16,20%)
Rio Grande do Sul 0 3 (2,85%)
Santa Catarina 0 1 (0,95%)
Rio de Janeiro 0 9 (8,58%)

|  S&o Paulo 1 (0,95%) 50 (47,62 %)
N&o Informado 1 (0,95%) 9 (8,58%)
Sub-Total 2 (1,90%) 103 (98,10%)
Total geral 105 (100%)

Quanto a idade dos animais analisados, os dois fetos positivos ndo tiveram a idade
informada em suas fichas cadastrais, bem como a maioria das amostras analisadas,
entretanto, entre os demais fetos, cuja idade de abortamento/morte foi informada, a maior

frequéncia foi entre zero a um més de vida (Tabela 4).
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Tabela 4 — Positividade dos fetos abortados/natimortos/potros frente ao isolamento viral,

PCR e IHQ para pesquisa de HVE-1, classificados por idade (S&o Paulo, 2014).

Idade Total Positivo (%) Total Negativo (%)

Feto 1-3 meses de gestacéao 0 6 (5,71%)
Feto 3- 6 meses de gestacao 0 10 (9,52%)
Feto 7- 9 meses de gestagéo 0 14 (13,34%)
Feto > 9 meses de gestagao 0 7 (6,67%)
Natimorto 0 3 (2,85%)
Potro até 1 més de vida 0 21 (20,0%)
Nao informado 2 (1,90%) 42 (40,1%)
Sub-Total 2 (1,90%) 103 (98,10%)
Total geral 105 (100,0%)

4.5.3 Anédlise dos resultados obtidos pelas técnicas bacterioldgicas

Todos os fetos abortados/natimortos/potros analisados para Leptospira spp. pelas

técnicas de isolamento, PCR e IHQ foram negativos (Tabela 5).

Tabela 5 — Positividade dos fetos abortados/natimortos/potros frente ao isolamento, PCR e

IHQ para diagndstico da Leptospira spp. (S&o Paulo, 2014).

Técnica % Positivo (total)
Isolamento 0,0 % (0/105)
PCR 0,0 % (0/105)
IHQ 0,0 % (0/105)

Com relagdo a outros patdgenos bacterianos isolados a partir das amostras de
fetos/natimortos/potros equinos em cultura pura ou preponderante dos 0Orgdos e ou
conteddo estomacal, obteve-se um total de 32,07% (17/53) de isolamentos, sendo o
agente mais frequentemente isolado a Escherichia coli (7,54%), seguida por Enterobacter
aerogenes (5,66%), associacao de Escherichia coli + Streptococcus spp. e Staphylococcus
spp. + Bacillus spp. (3,77%), e 1,89% igualmente para Arcanobacterium pyogenes,
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Actinobacillus spp., Rhodococcus equi e Fungo

Leveduriforme (Tabela 6).
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Com relacdo aos 17 materiais positivos a analise bacterioldégica, nos quais
patdégenos bacterianos foram isolados em cultura pura ou preponderante dos 6rgaos e ou
contetdo estomacal, obteve-se como agente mais frequentemente isolado a Escherichia
coli 4/17 (23,53%), seguida por Enterobacter aerogenes 3/17 (17,65%), associagdo de
Escherichia coli + Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. + Bacillus spp. 2 casos de 17
cada (11,76%), e 5,88% igualmente para Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp., Actinobacillus spp., Rhodococcus equi e Fungo Leveduriforme,
representando 1 caso de 17 cada (Tabela 6).

Nao foi solicitado diferencial bacteriolégico pelo cliente, para outros agentes
diferentes da Leptospira spp. em 52 das 105 amostras encaminhados para analise,

representando 49,52% do total.

Tabela 6 - Positividade dos fetos, natimortos, potros até um més de vida frente ao

isolamento para diagnostico de bactérias e fungos patogénicos (Sao Paulo, 2014).

Agente isolado % sobre as 53 % sobre os 17

(exame bacteriolégico) SUlEEiE amostras isolamentos
avaliadas pEElies

*Negativo para bactérias patogénicas 36 67,92 _
Escherichia coli 4 7,54 23,53
Enterobacter aerogenes 3 5,66 17,65

E. coli + Streptococcus spp. 2 3,77 11,76
Staphylococcus spp. + Bacillus spp. 2 3,77 11,76
Arcanobacterium pyogenes 1 1,89 5,88
Streptococcus spp. 1 1,89 5,88
Corynebacterium spp. 1 1,89 5,88
Actinobacillus spp. 1 1,89 5,88
Rhodococcus equi 1 1,89 5,88

Fungo leveduriforme 1 1,89 5,88

TOTAL GERAL 53 100% 100%

*Negativo para bactérias patogénicas: no diagnéstico diferencial, ndo foram isoladas
bactérias patogénicas, inclusive a Leptospira spp.

Nos fetos, natimortos, potros positivos ao exame bacterioldgico, as principais lesées
encontradas foram a hiperplasia de polpa branca esplénica 12/12 (100%), hiperplasia
linféide timica 6/7 (85,72%), e meningoencefalite ndo purulenta 6/7 (85,72) (Tabela 7),
(Gréfico 1).
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Tabela 7 — LesBes histopatolégicas em 6rgaos de fetos equinos, natimortos ou potros com

até um més de vida positivos a analise bacterioldgica, técnica H.E. (S&o Paulo, 2014).

Ne° Orgdos com | % Orgdos com
A N° de 6rgdos - lesdes lesbes
Oz examinados = Positivo no Positivo
Bacteriologico | Bacterioldgico
Glomerulonefrite néo 7 58.33%
purulenta
RIm 12 Infarto Renal 0 0,0%
Nefrose 3 25,00%
Glomerulite bacteriana 0 0,0%
*SAP 2 16,70%
Hepatite ndo purulenta 7 46,66%
Degenerac¢éo hepatica 4 26,66%
Figado 15 Necrose hepética 2 13,33%
Hepatite purulenta 1 6,66%
*SAP 1 6,66%
Miocardite ndo 3 23.77%
purulenta
Epicardite ndo 1 7.70%
purulenta
Coracéo 13 i ite na
¢ Pericardite ndo 0 0.0%
purulenta
Infarto do miocardio 0 0,0%
*SAP 9 69,23%
H!pe,rpla5|a foIAlcglar 12 100%
Baco 12 (linféide) esplénica
*SAP 0 0,0%
Pneumonia purulenta 0 0,0%
Pneumonia ndo 1 7.14%
purulenta
Pneumonia Fibrinosa 0 0,0%
Pulméo 14 5
CongestaAo (pl_eural e 1 7.14%
do parénquima)
Pleuropneumonia nao 9 64.28%
purulenta
*SAP 3 21,42%
Timo 7 Hiperplasia linfoide 6 85,72%
*SAP 1 14,28%
Meningoencefalite ndo 6 85,72%
purulenta
SNC 7 Congestéo e edema 1 14,28%
*SAP 0 0,0%

*SAP - sem alteracdes histopatoldgica
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Principais lestes - animais positivos na analise bacteriologica
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Gréfico 1 — Principais lesbes encontradas nos fetos abortados, natimortos e potros até um
més de vida positivos as andlises bacteriolégicas em destaque as cores azul e rosa

representando os Orgéos que apresentaram maior ocorréncia de lesbes (Séo Paulo, 2014).

4.5.4 Andlise dos animais negativos as técnicas bacterioldgicas

Num total de 84 fetos abortados/natimortos/potros analisados, negativos em todas
as andlises (PCR, isolamento e IHQ) tanto para HVE-1 como para Leptospira spp. e outros
agentes bacterianos pesquisados foram observadas diversas lesdes em diferentes 6rgéos
em cortes histologicos corados pela H.E., sendo as mais frequentemente encontradas:
nefrose — 55,40% (41/74); hepatite ndo purulenta — 43,28% (29/67); miocardite nao
purulenta — 9,25% (5/54); hiperplasia de polpa branca esplénica — 90,62% (58/64);
pneumonia ndo purulenta — 32,14% (27/84) e pleuropneumonia nao purulenta — 35,71%
(25/70); hiperplasia linféide timica — 78,94% (15/19) e meningoencefalite ndo purulenta —
62,16% (23/37) (Tabela 8), (Grafico 2). Em dois casos, 2,39% (2/84) nao foram

encontradas lesdes histopatol6gicas em nenhum dos 6rgédos analisados.
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Tabela 8 — LesBes histopatolégicas em érgaos de fetos equinos, natimortos ou potros com

até um més de vida negativos as técnicas bacterioldgicas, técnica H.E. (S&o Paulo, 2014).

N° Orgaos % Orgdos | N° Orgdos % Orgé&os
E N° de 6rgaos - com lesbes |com lesbes | com lesdes | com lesBes
Slideo examinados Lesdo Negativo Negativo | Positivo HVE Positivo
HVE-1 HVE - 1 -1 HVE - 1
Glomerulonefrite n&o 12 16.22% 0 0.0%
purulenta
Rim 74 Infarto Renal 3 4,05% 0 0,0%
Nefrose 41 55,40% 2 2,70%
Glomerulite bacteriana 5 6,76% 0 0,0%
*SAP 11 14,87% 0 0,0%
Hepatite ndo purulenta 29 43,28% 2 2,98%
Degeneracao hepatica 18 26,90% 0 0,0%
Necrose hepética 6 8,96% 0 0,0%
Figado 67 Congestéo de
9 ngest, 5 7,46% 0 0,0%
sinusdides
Hepatite purulenta 0 0,0% 0 0,0%
*SAP 7 10,44% 0 0,0%
Miocardite ndo 5 9,25% 0 0.0%
purulenta
Epicardite ndo 3 5.55% 1 1,85%
B 54 purulenta
Coracao i i 5
G Pericardite ndo 0 0,0% 0 0.0%
purulenta
Infarto do miocéardio 0 0,0% 0 0,0%
*SAP 44 81,48% 1 1,85%
64 H|perpIaS|Aa follcular 58 90,62% 5 3.12%
Baco esplénica
*SAP 2 3,12% 0 0,0%
Pneumonia purulenta 12 17,14% 0 0,0%
Pneumonia nao o5 35,71% 2 2 850
purulenta
70 Pneumonia Fibrinosa 3 4,28% 0 0,0%
Pulméo 3
CongestaAo (pl_eural e 7 10,00% 0 0.0%
do parénquima)
Pleuropneumonia nao 12 17,14% 0 0.0%
purulenta
*SAP 8 11,42% 0 0,0%
Timo 19 Hiperplasia linfide 15 78,94% 0 0,0%
timica
*SAP 4 21,05% 0 0,0%
Meningoencefalite ndo 23 62.16% > 5.40%
purulenta
SNC 37
Congestéo e edema 2 5,40% 0 0,0%
*SAP 10 27,02% 0,0%

* SAP - sem alterac@es histopatologica
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Principais lesbes - animais negativos as analises efetuadas
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Gréfico 2 — Principais lesbes encontradas nos fetos abortados, natimortos e potros até um
més de vida negativos as analises efetuadas, em destaque as cores amarelo e laranja,

representando o0s 6rgdos que apresentaram maior ocorréncia de lesdes (Séo Paulo, 2014).

Nos fetos, natimortos, potros negativos as analises empregadas as principais
lesBes encontradas foram a hiperplasia de polpa branca esplénica 58/64 (90,62%),
hiperplasia linféide timica 15/19 (78,94%) e meningoencefalite ndo purulenta 23/37
(62,16%), semelhante ao observado nos animais positivos as analises bacterioldgicas.
Entretanto, houve variacdo, em relacdo as lesbes renais, sendo a mais frequente nos
animais positivos para bactérias a glomerulonefrite ndo purulenta 7/12 (58,44%), enquanto
gue nos animais negativos as andlises bacteriolégicas e somados aos dois casos positivos

a analise viroldgica, a lesao renal mais frequente foi nefrose 43/74 (58,10%).
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5. DISCUSSAO

5.1 LEPTOSPIRA spp.

A Leptospira spp. é reconhecida como uma importante enfermidade de carater
zoonotico e de grande impacto econdbmico em diversas espécies de produgcdo animal
devido a alteracbes reprodutivas e abortamentos (COSTA et al.,, 1998; BRASIL, 2010;
MORIKAWA, 2010; MARCOLONGO- PEREIRA et al., 2012;).

As leptospiras podem sobreviver durante varios dias em aguas de superficie com
pH neutro e no solo, principalmente em zonas tropicais devido aos longos periodos de
chuva, que deixam areas Umidas onde estas bactérias conseguem se manter por um
determinado tempo (semanas ou meses), estas caracteristicas sao importantes na
continuidade da disseminacdo da doenga entre as diversas espécies, principalmente em
animais que vivem em areas sombreadas de pastejo (como em diversas propriedades de
bovinos e equinos no pais). Uma vez que a propriedade tenha um animal contaminado, a
possibilidade de transmissdo de um animal para outro € elevada nas condi¢cdes acima
descritas, visto que este animal atuara como um reservatério da doenga, podendo eliminar
as leptospiras vivas no ambiente por longos periodos de tempo ou até mesmo durante toda
a vida do animal (dependendo da espécie e sorovar envolvido). Em animais de
confinamento intensivo, este risco pode ser ainda maior se o manejo da cama dos animais
n&o for adequado (GUIMARAES et al., 1982/83; REZENDE, 1997; BRASIL, 2010).

Em muitos estabelecimentos rurais, as condicfes de estocagem de alimentos para
0s animais de criacdo (racdo, milho, feno, entre outros) sdo inadequadas, permitindo o
acesso e abrigo de animais sinantropicos, dentre 0s quais 0s roedores, principais
reservatorios das leptospiras. H4A também propriedades que associadas a criacdo de
animais sao produtoras de culturas de subsisténcia, onde as plantacées também podem
atrair os roedores, principalmente no caso de plantacdes de cereais. Uma vez instalados
num local onde ha facil acesso, abrigo e alimentos, a populacdo de roedores rapidamente
aumenta e a presenca destes reservatorios naturais de Leptospiras spp. nhuma propriedade
torna o risco de leptospirose iminente (BRASIL, 2010).

Segundo Loureiro (2013), a falha na prevencdo da leptospirose por meio da
implementacdo de medidas de manejo (inclusdo de novos animais no plantel sem um
controle sanitario prévio) e ambientais (a&reas alagadicas e presenca de outros
reservatorios) foi a causa de uma provavel reinfec¢do de éguas receptoras de embrides,

sendo as mesmas detectadas positivas a PCR mesmo apds tratamento (antibioticoterapia
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e vacinagao), inferindo-se que a vacinacdo com bacterinas ndo foi capaz de impedir a
reinfeccdo destes animais, uma vez que 0 agente, principalmente os sorovares incidentais
Icterohaemorrhagiae e Pomona encontravam-se presentes no ambiente.

Quanto ao manejo sanitario da leptospirose, podemos inferir que, embora a
vacinacdo com bacterinas antileptospirose confira protecdo ao animal imunizado, a mesma
€ sorovar especifica, ou seja, é somente capaz de proteger o animal das leptospiras cujo
sorovar seja componente da vacina. Além disto, uma vez que o animal ja apresente a
infeccdo, ndo é capaz de eliminar o estado de portador renal e a consequente leptospiruria.
Seu poder imunogéncio também pode ser restrito em alguns casos, ou seja, baixos niveis
de anticorpos pés-vacinais gerados, sendo este um fator importante a ser analisado
durante o planejamento sanitario, sabendo-se que somente a vacinagcdo ndo confere a
protecdo necesséria ao plantel, sendo fundamental a associagéo de técnicas adequadas
de manejo dos animais e do ambiente para se evitar surtos ou mesmo a permanéncia da
Leptospira spp. em uma propriedade em niveis endémicos (BOLIN et al., 1991; TABATA et
al., 2002; MARCHIORI FILHO, 2007).

Em relacdo as técnicas diagndsticas para pesquisa de Leptospira spp. podemos
citar o isolamento, a PCR e a SAM como as mais utilizadas. O isolamento da Leptospira
spp. € lento e alguns materiais ndo sao adequados a técnica, como, tecidos refrigerados
de animais que morreram dentro de um periodo superior a 24 horas ou tecidos que foram
submetidos a congelamento (BRASIL, 2010; DONAHUE et al., 1991). Em outros trabalhos,
como de Pescador et al. (2004), o alto grau de contaminacdo tornou as amostras
analisadas (cultivadas em meio EMJH) inviaveis para o isolamento bacteriano.

Nos ultimos anos trabalhos tém demonstrado que as técnicas histolégicas tém se
mostrado de grande valor para o diagnéstico da Leptospira spp. em tecidos impréprios a
outras provas diagnésticas (PESCADOR et al., 2004; LIMA et al., 2009). De acordo com
Diniz et al. (2008), a técnica de IHQ utilizando anticorpos monoclonais especificos,
mostrou-se eficiente na pesquisa de proteinas de membrana (a saber, adesinas LigA e
LigB), de leptospiras patogénicas dentre as quais o sorovar Canicola.

Haanwinckel, Megid e Souza (2004), utilizando as técnicas de imunoperoxidase
indireta em comparacdo a impregnacdo pela prata (Warthin-Starry) e isolamento
bacteriano, em tecido renal de hamsters infectados obtiveram 100% de especificidade e
sensibilidade com a IHQ, enquanto a técnica de cultivo mostrou-se inferior (77,5% de
amostras positivas). As técnicas histolégicas empregadas no referido experimento

forneceram resultados satisfatorios na visualizacao das les6es e do agente em questao,
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embora tenha havido algumas diferencas na intensidade de coloragdo de algumas laminas
na prova de imunoperoxidase devido a distribuicdo ao acaso das leptospiras ha amostra.

Marchiori Filho (2007) observou que a técnica de Warthin-Starry também mostrou
elevada sensibilidade ao agente em diversos 6rgdos de hamsters inoculados, inclusive em
tecidos do sistema reprodutor como testiculos e Utero e que dependendo da via de
inoculacdo, os sinais podem variar em intensidade, sendo as vias intraperitoneal e
conjuntiva-nasal mais letais quando comparadas a via cérvico-vaginal, mas o estado de
portador renal se instalou em todos os animais inoculados independentemente da via
escolhida.

No presente trabalho, nenhum dos fetos avaliados foi positivo para Leptospira spp.
segundo as técnicas empregadas (IHQ, isolamento e PCR) (Tabela 5). Este resultado pode
ser atribuido a dificuldades diagnodsticas e/ou endemicidade da doengca associada a
imunidade materna e a fatores ambientais de disseminag&o. Foi observado que para a
pesquisa de Leptospira spp. a prova de IHQ apresentou sensibilidade frente ao sorovar e
estirpe testados (sorovar Canicola, estirpe LO4), entretanto, fazem-se necessarios outros
estudos que avaliem se existe ou ndo reacdo cruzada entre os diferentes sorovares de
Leptospira spp., para melhor se estabelecer a utilizacdo desta técnica como possivel
método diagnostico de rotina.

Por meio da coloracao H.E. utilizada no presente trabalho foi possivel avaliar que
as lesGes causadas pela Leptospira sorovar Canicola no controle positivo demonstraram
um padrao de lesbes compativeis com as descricdes da literatura de outros trabalhos
utilizando hamsters como controles: areas de hemorragia pulmonar multifocais, ictericia,
congestdo hepética, renal e esplénica e areas de hemorragia no intestino.
Microscopicamente, observou-se degeneracdo e necrose de coagulacéo do epitélio tubular
renal, dissociacdo dos hepatécitos, areas de hemorragia e edema em pulmdes, e
hemorragia em figado e rins (OLIVA et al., 1998; HAANINCKEL et al., 2004; MARCHIORI
FILHO, 2007) (Figuras 8 a, b, c, d, e, f) . Quanto as lesbes em fetos equinos, nao foi
possivel compara-las uma vez que ndo foram encontrados fetos positivos nas andlises
efetuadas na amostragem estudada, entretanto, em fetos as lesdes sdo semelhantes as
observadas em hamsters (HODGIN et al., 1989; POONACHA et al., 1993; PESCADOR et
al., 2004; MARCOLONGO- PEREIRA et al.,2012).

Em relagcdo aos fatores ambientais e de endemicidade ligados a doenca, temos
diversos fatores envolvidos, como a armazenagem dos alimentos, manejo dos animais,
tipo de criacdo, presenca de outros animais (qualquer espécie) portadores da doenca na
propriedade (BRASIL, 2010).
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Estudos soroepidemiolégicos revelaram altos indices de Leptospira spp.
disseminados em populacbes bovinas e equinas em diversos Estados brasileiros.
Vasconcellos et al. (1997), em um estudo utilizando a técnica de SAM, realizado em seis
Estados (MG, RJ, SP, MS, PR e RS) encontraram elevada soropositividade - 60,4%
(1.480/2.449) animais sororeagentes a pelo menos um sorovar dos 24 analisados, sendo
L. Hardjo o mais frequente em rebanhos bovinos brasileiros — representando 76,78% do
total de sorovares pesquisados.

Pires Neto, Hesse e Oliveira (2005), em um estudo realizado na cidade de
Desidério Finamor (RS), utilizando amostras de soro equino, obtiveram um total de 74,51%
(871/1169) animais sororeagentes. Lilenbaum (1998), utilizando amostras de soro de
éguas, obteve um resultado de 42,96% (235/547) de soroprevaléncia em um estudo
realizado em seis propriedades do Rio de Janeiro por meio da técnica de SAM.

No presente estudo a Leptospira spp. ndo se mostrou relevante como causadora de
abortamento na espécie equina, apresentando taxa de 0,0% (0/105) (Tabela 5),
semelhante ao encontrado nos estudos de Laugier et al. (2011), em que registraram-se
somente sete isolamentos de um total de 1.822 fetos abortados, representado 0,38%;
Moreira et al. (1998) 0,0% de isolamento; j4 no estudo de Genovez et al. (1995), obteve-se
frequéncia de 1,88% (2/106).

Semelhantemente, estudos realizados por diversos autores para pesquisa de
Leptospira spp. em fetos bovinos abortados, revelaram baixa ocorréncia do agente em
questdo, sendo encontrado um indice maximo de 6,2% (16/257) em fetos avaliados por
meio da técnica de IFD com anticorpo policlonal (GENOVEZ et al., 1993); 1,3% (17/1259)
utilizando a técnica de IFI e isolamento (em amostras de fetos bovinos obtidas ao longo de
20 anos) (GENOVEZ et al, 2006); 0,61 % (3/490) utilizando a técnica de IFD
(ANTONIASSI et al., 2013); 0,0% (0/100 amostras) por meio da associagdo de diversas
técnicas — PCR, isolamento e Warthin-Starry (CASTANHO et al., 2011) e 0,0% (67/67) em
estudo realizado por meio das técnicas de PCR e isolamento bacteriano (SCARCELLI et
al., 2004).

Estes dados demonstram a endemicidade do agente na populacdo bovina,
semelhante ao que esta ocorrendo na populacdo equina, onde a soropositividade é alta,
porém, o numero de fetos abortados pela Leptospira spp. € baixo, demonstrando que o
agente em questdo estd presente, amplamente disseminado, porém, seu hospedeiro
encontra-se bem adaptado, apresentando resposta imune suficientemente capaz de
debelar a infeccao e gerar anticorpos protetores transferidos as geracfes subsequentes via

colostral.
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5.2 HERPES VIRUS EQUINO TIPO 1

O Herpes-virus equino 1, agente causal do aborto equino a virus é relatado como
um agente de grande importancia na pratica clinica dos equinos, tanto pelos gastos com
tratamento e queda no desempenho que ocasionam como pela capacidade de gerar
abortamentos. No presente estudo, trabalhou-se o diagnostico deste agente por meio de
diferentes técnicas (coloracdo H.E., IHQ, PCR e isolamento) para a pesquisa deste agente
em fetos abortados, natimortos e potros até um més de idade.

Foram utilizadas como controle cinco diferentes estirpes de HVE-1 (Quadro 6). Em
relacdo a espécie utilizada como controle para a técnica de IHQ do presente estudo foi
observado que a marcacdo somente com anticorpo secundario apresentou resultado
satisfatorio quando da utilizagdo de hamsters, ndo sendo observada marcacdo de fundo
nos oOrgaos. Por outro lado, quando efetuada a IHQ em pulmdo de camundongos,
observou-se uma discreta marcagéo de células do epitélio bronquiolar, o que pode interferir
na leitura e interpretacdo dos resultados dos controles de IHQ para HVE-1.

Os hamsters inoculados neste estudo adoeceram independentemente da cepa
utilizada, tendo todos sido inoculados pela mesma via, a intra-nasal. As lesdes
histopatoldgicas encontradas nos mesmos, em geral, foram semelhantes as descritas na
literatura em todas as estirpes, havendo porém, pequenas variagdes quanto a presenca de
sincicios e corpusculos de inclusdo viral entre elas (Quadro 9) (TIMONEY, 1992;
OSTLUND, 1994; WALKER; LOVE; WHALLEY, 1999; HASEBE et al., 2002).

Diferentemente dos resultados observados no estudo de Mori et al. (2009), em
equinos adultos inoculados com o isolado A4/72, a infeccdo em hamsters com 0 mesmo
isolado ndo se restringiu somente as vias aéreas superiores, havendo extensas areas
lesionais em lobos pulmonares (Figuras 11 f, 12 e) e variagdo em relagdo a sintomatologia,
que em hamsters foi predominantemente neuroldgica (Figura 13 f) e ndo somente
respiratéria como em equinos. Estes dados sugerem uma maior susceptibilidade dos
hamsters ao HVE-1 do que equinos, facilitando o estudo da patogenicidade do virus nestes
animais, entretanto, deve-se levar em consideragdo que 0s equinos estudados ja
apresentavam titulos de anticorpos neutralizantes do HVE-1 antes da inoculagéo viral
(memoria imunolégica), o que pode ter neutralizado a multiplicagdo viral no trato
respiratorio destes animais e, consequentemente, diminuido o grau e tipo de lesfes.

Também foi observado no presente estudo, a presenca abundante de macréfagos
espumosos nos pulmdes de todos os hamsters inoculados com as diferentes cepas de

HVE-1 estudadas (Figura 12 b) (Quadro 9), porém, estas células ndo foram encontrados
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ao exame histopatolégico de nenhum dos fetos equinos abortados, embora exista trabalho
cientifico comprovando sua presenca em lavados broncoalveolares de equinos adultos
experimentalmente inoculados com a cepa A4/72 de HVE-1 (titulo 10%° DICTsy/mL). Em
hamsters, o surgimento destas células mostrou-se mais precoce que em equinos (3 d.p.i
em hamsters contra + 23 a + 30 d.p.i em equinos) (MORI, 2005). Estudos futuros se fazem
necessarios a fim de se compreender as diferencas com relacdo a acdo dos macréfagos
teciduais em fetos abortados e equinos adultos infectados pelo HVE-1.

El Habashi et al. (2011), trabalhando com a inoculacdo de Herpesvirus equino tipo 9
(HVE-9) em hamster, virus de elevada identidade molecular com o HVE-1, observaram
gue, dependendo da via de inoculacdo, os sinais clinicos podem variar; utilizando-se das
oral e intraperitoneal, via intranasal, foram observadas lesGes histopatolégicas no SNC
semelhantes as descritas neste trabalho, como meningoencefalite linfocitica, necrose,
agregacao perivascular, degeneracdo neuronal vacuolar, além de corpusculos de incluséo
intranuclear acidofilica (Figuras 13 a, b, c, d, e, f), enquanto que pelas vias intravenosa e
ocular ndo se observou sintomas neurolégicos ou lesdes. Neste estudo com HVE-9 néo
houve sintomatologia respiratéria, logo, o padrédo de lesdes em pulmdo ndo pode ser
comparado.

Mori et al. (2012a) avaliaram os efeitos das cepas brasileiras A4/72; A9/92 e A3/97
de HVE-1, também pela via de inoculagédo intra-nasal, em camundongos, encontraram um
padrédo de lesBes semelhante ao observado neste estudo em hamsters, porém, o
desenvolvimento dos sinais neuroldgicos e respiratérios nos hamsters foi mais agudo e
severo que nos camundongos, com todos 0s animais apresentando sintomatologia
neuroldgica no 3° d.p.i.,, mesmo os inoculados com a cepa A3/97 (embora de forma mais
leve), havendo também marcacdo de neurbnios em regido de bulbo olfatério e areas
préximas (Figura 17 d); ao contrario dos camundongos, nos quais esta estirpe ndo se
mostrou neurovirulenta, apesar de haver sido recuperada no cérebro de um camundongo
imunodeficiente BALB/c nude por meio da técnica de cultivo e isolamento viral. Em ambos
os trabalhos, observou-se que a cepa A9/92 revelou um padréo de lesdo mais severo, em
pulm&@o e SNC o que sugere sua maior viruléncia em relagdo as demais cepas avaliadas
(Figuras 10 b, 11 b, 12 f, 13 b).

A evolucdo da infecgdo neuroldgica herpética causada pela inoculagdo das cepas
de HVE-1 A9/92, A4/72 e ISO 72/10 em hamsters foi semelhante a observada na
mieloencefalopatia herpética dos equinos cuja sintomatologia se inicia com sinais leves de
apatia, anorexia e ataxia e tem sua evolucdo de forma bastante aguda, atingido sua maior
intensidade em dois a tres dias (ALLEN, 2002; COSTA et al., 2008).
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Embora a mieloencefalopatia herpética equina (MEH) seja uma manifestacdo do
HVE-1 de frequéncia menos comum em equinos, observou-se que a suscetibilidade dos
hamsters a infeccdo foi alta e que a maioria dos isolados brasileiros (ISO 72/10, A9/92,
A4/72) apresentou elevado grau de neuroinvasividade causando lesées no SNC de grau
moderado a severo, lesBes estas semelhantes as observadas em hamsters inoculados
com o HVE-9 em hamsters e HVE-1 em camundongos (ROIZMANN et al., 1992; MORI,
2005; FUKUSHI, 2000; EL-HABASHI et al., 2011; EL-NAHASS et al., 2011; MORI, 2012a).

O virus tende a permanecer inerte ou em estado de laténcia no ganglio do nervo
trigémio, porém, ele mantém a sua capacidade de gerar novos ciclos replicativos ao longo
do tempo de vida do hospedeiro; no presente trabalho observou-se que o virus ndo se
mostrou inerte no SNC dos hamsters inoculados experimentalmente e nos fetos equinos
positivos, sendo encontradas lesdes e corpulsculos de inclusdo viral em células da glia e
neurdnios, demonstrando intensa atividade viral no SNC (ROIZMANN et al., 1992; SAENZ
et al., 2008).

Diferentemente do que sugerem os autores Walker, Love e Whalley 1999; Hasebe
et al. (2002), em trabalhos efetuados a fim de se avaliar a neuropatogenicidade de
diferentes estirpes de HVE-1, por meio da inoculacdo intranasal de camundongos, no
presente estudo, em hamsters foi observada exacerbada sintomatologia neuroldgica nas
estirpes A9/92, A4/72 e ISO 72/10 independente da adaptacdo prévia destas cepas em
células neuronais (Quadro 6), assim como no trabalho de Mori et al. (2012), demonstrando
gue ha estirpes que se apresentam neuropatogenicidade independentemente do meio em
que sao cultivadas.

Observou-se no presente estudo marcacédo pela IHQ em neurdnios e células da glia
restritas a regido de bulbo olfatério e area préxima, nos hamsters inoculados com os
isolados A3/97 e AR4 (sintomas respiratérios) (Figuras 17 d, e), e marcacdo de neurdnios
e células da glia predominantemente em regido de bulbo olfatério, e em grupos de
neurdnios presentes em regido de septo estriado e diencéfalo caudal, nos hamsters
inoculados com o isolado ISO 72/10 (sintomas neurolégicos e respiratérios) (Figura 17 f),
semelhante ao estudo de Gosztonyi; Borchers e Ludwig (2009), em que foi observada
migragdo do virus em neurénios em diferentes regides SNC nos animais inoculados com
as cepas mais virulentas (sintomas neurolégicos e respiratorios), ao passo que nos
animais inoculados com os isolados de menor patogenicidade, o virus permaneceu restrito
a regido de bulbo olfatério. Estes dados demonstram a necessidade de maiores estudos a
fim de se compreender qual mecanismo viral presente nos isolados de maior viruléncia

torna possivel a migracao do virus por diferentes areas do SNC.
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Estas lesbes encontradas no SNC dos animais experimentalmente infectados
servem de alerta ao risco de lesdes neuroldgicas que também podem existir na espécie
equina, visto que estas estirpes foram isoladas no pais, e demonstram a necessidade de
maior vigilancia em locais de grande concentragdo de animais, uma vez que a transmissao
do virus via aerossois nasais € muito facil e em alguns paises como América do Norte e
Europa tém sido relatados casos recentes de surtos de manifestacbes neurolégicas em
equinos causados pelo HVE-1 (VANDEKERCKHOVE et al., 2010).

O aborto equino a virus é reconhecido como enfermidade reprodutiva, causando
abortamento em éguas. Entretanto, neste trabalho, foram encontrados apenas dois fetos
positivos ao HVE-1, confirmados pela técnica de PCR, representando um indice de 1,90%

(2/105) (Tabela 2) das amostras avaliadas.

De acordo com Timoney (1992), Ostlund (1994), Allen (2002) e Galosi et al. (2004)
€ possivel visualizar evidéncias histopatologicas da infeccdo herpética em varios orgéos.
As lesdes histopatolégicas encontradas nos fetos positivos do presente estudo (sincicios,
corpusculos de inclusao viral e infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico) (Figuras 18 b, d, f,
19 b, d) foram semelhantes as descritas na literatura, sendo que no feto positivo 2 (LAP
58048) analisado neste trabalho, as lesbes encontradas foram fortemente sugestivas de
HVE-1, sendo seu diagnéstico sugerido antes mesmo de serem obtidos os resultados das
provas virologicas (isolamento e PCR), entretanto, houve um resultado discordante no tipo
de les@es histopatoldgicas no feto positivo 1 que, embora positivo na PCR e no isolamento,
possuia infiltrado inflamatério mononuclear em varios 6rgdos, porém, ndo foram
encontrados sincicios pulmonares e inclus@es intranucleares eosinofilicas sugestivos de
infeccdo herpética (Figuras 18 a, c, e, 19 a, c¢), o que demonstra a importancia de se
associar diferentes técnicas para o diagndstico da enfermidade, uma vez que o
aparecimento destes corpusculos é transitério e os sincicios nem sempre se fazem
presentes em diferentes 6rgaos, ndo significando, portanto, a auséncia destes, resultado
negativo a infeccdo herpética.

Avaliando-se as demais técnicas diagndsticas empregadas neste trabalho,
observou-se que a IHQ utilizando o anticorpo anti-HVE-1 VMRD® apresentou sensibilidade
limitada, marcando algumas estirpes (AR4, A3/97 e ISO 72/10) e ndo reconhecendo outras
(A9/92 e A4/72) e nem as estirpes presentes nos animais de campo (ou seja, nos fetos
abortados, positivos) (Figuras 17 b e c) (Quadro 8), este resultado sugere a possibilidade
dos isolados brasileiros possuirem um elevado grau de diversidade antigénica em relacao
aos virus circulantes nos Estados Unidos (pais onde o anticorpo comercial é produzido, a

partir de isolado de feto equino abortado oriundo do referido pais), o que explicaria o fato
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desta técnica ndo apresentar o resultado esperado quando realizado com amostras
brasileiras. Por outro lado, utilizando-se o anticorpo primario produzido a partir do isolado
ARS8 (Universidade de La Plata - Argentina) houve marcacdo positiva somente em algumas
areas restritas do pulméo na amostra do feto positivo 1 (LAP 56517) (Figura 19 a), porém,
este anticorpo néo foi capaz de reconhecer a mesma estirpe viral (ISO 72/10) no pulméo
do hamster inoculado (Quadro 8), sugerindo que o mesmo isolado pode apresentar
variacbes de comportamento em hospedeiros de espécies diferentes. Uma forma de se
melhorar a sensibilidade do soro hiperimune contra o HVE-1, frente as amostras de campo,
seria sequenciar o genoma das estirpes circulantes, verificar o grau de homologia e efetuar
a producéo de anticorpos primarios a partir dos isolados homologos.

Estes resultados foram discordantes dos obtidos por Schuthless, Collins e Carman
(1993), em que por meio da técnica de Imunoperoxidase (técnica similar a IHQ) foi possivel
detectar o HVE-1 em 100% das amostras, mesmo em tecidos autolisados de fetos equinos
abortados, mostrando-se esta técnica mais sensivel que as provas de IFD e sorologia em
materiais mal conservados (onde o virus pode estar inviavel ou em baixos titulos).

Em geral, as lesdes macroscopicas encontradas em casos de aborto sdo autolise
leve, com quantidade aumentada de fluido serosanguinolento nas cavidades corporais e
placentite moderada difusa, estas lesdes puderam ser observadas nos dois casos, porém,
ndo sao de grande valor diagndéstico, visto que estdo presentes na maioria dos animais
com excecdo da placentite, havendo a necessidade da utilizagédo de técnicas laboratoriais
especificas para o esclarecimento destes casos (MOREIRA, 1992; HONG et al., 1993;
MILLER; TURK, 1993; ALLEN, 2002).

O HVE-1 possui como principal caracteristica a possibilidade de laténcia nos
linfonodos e no ganglio do nervo trigémio, podendo sofrer uma reativagdo endogena frente
a um estado de imunossupressao em qualquer fase da vida de seu hospedeiro. Este
estado de quiescéncia dificulta tanto o diagnéstico clinico quanto o laboratorial (SAENZ,
GOEZ; HERRERA, 2008).

Alguns trabalhos como o de Hong et al. (1993) demonstraram que a pratica de
vacinacdo para o aborto equino a virus resultou em uma drastica redu¢cdo no numero de
casos, porém, observou-se um pequeno numero de animais que continuaram abortando
mesmo apos a vacinacao sistematica, fato que os autores associam a laténcia viral e sua
reativagdo frente a estados de imunossupressdo, no presente estudo, de forma
semelhante, as duas fémeas que abortaram eram vacinadas, uma de forma sistematica
(m&e do feto 2) e a outra (mée do feto 1) ndo relatada, entretanto, mais estudos em

relacdo a protecdo vacinal ainda sdo necessarios para se concluir a se a real causa destes
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abortamentos por HVE-1 ndo estaria ligada também a variabilidade das diferentes estirpes
circulantes, fato que dificultaria aos anticorpos vacinais 0 reconhecimento do agente no
organismo do hospedeiro, o que também foi observado com os anticorpos anti-HVE-1
utilizados para diagnostico imunohistoquimico da enfermidade conforme o jA& mencionado
em paragrafos anteriores.

A utilizacdo de técnicas laboratoriais como o isolamento viral em cultura de células
sensiveis ao agente e sua posterior confirmacdo pela PCR, associados a presenca de
lesBes histopatolégicas caracterizadas por infiltrado inflamatério mononuclear no sistema
nervoso central, figado e pulm&o, sincicios e corplsculos de inclusdo intranuclear
acidoficlicas em diferentes células como hepatdcitos, linfocitos, epitélio bronquiolar, epitélio
tubular renal e astrocitos comprovam ser infecgéo herpética de carater ativo e ndo tratar-se
de laténcia viral, sendo importante a associacdo do diagnoéstico virologico (PCR e
isolamento viral) aos achados histopatolégicos na interpretacdo dos resultados
laboratoriais do HVE-1, para que seja possivel alcangar um diagndstico definitivo confiavel
tanto para resultados negativos quanto para positivos de infec¢éo herpética.

Conforme jA mencionado anteriormente, no presente estudo, obtiveram-se apenas
duas amostras positivas ao HVE-1, representando 1,90% (2/105) do total (Tabela 2),

considerado um indice baixo.

No estudo do HVE-1 em fetos equinos, diversos autores tém apresentado taxas que
variam de altas a baixas, de acordo com a regidao e periodo estudados. Segundo
Schultheiss, Collins e Carman (1993), em 20 casos de aborto equino, em estudo realizado
nos Estados Unidos, 7 (35%) foram positivos na imunoperoxidase, isolamento viral e
imunofluorescéncia, bem como apresentavam lesfes histopatoldgicas tipicas. Laugier et al.
(2011), em um estudo retrospectivo de casos de abortamento equino na Franga,
encontraram frequéncia de abortamento de 6,9% (126/1.822) por meio das técnicas de
isolamento viral, imunofluorescéncia e confirmacdo pela PCR. Marcolongo-Pereira et al.
(2012), por meio das técnicas de obtiveram um total de 4,2% (3/26) de isolamentos
positivos para HVE-1 em materiais oriundos da regido de Rio grande do Sul, Brasil.
Moreira et al. (1998), em um estudo de causas de abortamento equino na regiéo e Curitiba,
Brasil, encontraram frequéncia de 8,0% (4/50) de abortamentos por HVE-1 por meio das
técnicas de imunofluorescéncia, inoculacdo em cultivo celular e inoculagdo em

camundongos.

Quanto a endemicidade da doencga, inquéritos soroepidemiolégicos no Brasil

revelaram a presenca de animais soropositivos em diferentes regiées do pais, o que
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demonstra o elevado grau de disseminacdo do HVE-1 na populacdo equidea (WEIBLEN et
al., 1994; CUNHA et al., 1999; AGUIAR et al., 2008; LARA et al., 2010).

Os indices de soropositividade e animais assintomaticos ao HVE-1 encontrados em
plantéis equinos no Brasil sugerem a endemicidade da infeccao herpética (CARVALHO et
al., 2000a), podendo ser pressuposto que a baixa ocorréncia de fetos equinos abortados
infectados (1,90%) pelo HVE-1 do presente trabalho deva-se a protecdo humoral materna.
A analise do soro sanguineo materno conjuntamente ao feto/placenta é importante para
interpretar esta hipotese, porém, poucas vezes o soro da égua que abortou é encaminhado
para sorodiagnaostico.

De forma semelhante, populagbes bovinas endemicamente infectadas pelo
Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1) apresentam também elevada soropositividade com indices
de 54,2% (386/712) pelo teste ELISA em um rebanho (DEL FAVA et al., 2006), 51,1%
(18.855/36.885) em rebanhos de diversos Estados brasileiros, utilizando a técnica de
virusneutralizacdo (PITUCO et al., 2006), 50,85% (179/353) em um estudo realizado em 73
rebanhos de corte de quatro assentamentos rurais do Municipio de Corumbéa, MS
(TOMICH et al., 2004) e 86,2% (1715/1988) em vacas procedentes de 85 propriedades
diferentes do Municipio de Monte Negro, Estado de Rondonia, utilizando-se a técnica de
virusneutralizacdo (OKUDA, et al., 2006) nos rebanhos bovinos, enquanto que a frequéncia
de abortamento também é baixa 2,04% (17/833) (PITUCO; DEL FAVA, 2003).

Os dados sugerem que a baixa incidéncia de fetos positivos para Leptospira spp. e
HVE-1 pode ser atribuida a endemicidade dos agentes gerando protecdo natural,
associadas a melhorias e ao aumento da pratica de vacinacao sistematica para estas
doencas nas populagcbes equinas, nos ultimos anos, conferindo imunidade as matrizes e
consequentemente evitando o abortamento, bem como devido a melhorias no manejo
ambiental e nutricional nos sistemas de criacdo animal (SMITH, 1993; SCARCELLI et al.,
2004; DEL FAVA et al., 2006).

5.3 FETOS NEGATIVOS PARA HERPESVIRUS EQUINO TIPO — 1 E LEPTOSPIRA AS
ANALISES EMPREGADAS

No presente estudo, dos 105 fetos abortados, natimortos e potros até um més de
vida analisados, 84 (80,0%) (Tabela 1) ndo tiveram a causa da morte estabelecida, destes,

82 (97,61%) apresentaram lesfes histologicas predominantemente nado-supurativas em
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pelo menos um dos 6rgdos avaliados (Tabela 8) (Gréfico 2) e apenas dois nédo
apresentaram lesdes (2,39%).

De forma semelhante, Marcolongo-Pereira et al. (2012), obtiveram um total de 34
casos inconclusivos entre 72, representando 47,2% do total. Antoniassi et al. (2013), ndo
conseguiram estabelecer um diagnéstico conclusivo em 53,67% (263/490) dos fetos
bovinos avaliados por diferentes técnicas para pesquisa de bactérias, virus e protozoarios
mais frequentes relatados como causadores de abortamento na populacdo bovina. No
estudo de Genovez et al. (1993), ndo foi possivel estabelecer um diagnéstico em 62,6%
(161/257) dos fetos bovinos abortados avaliados por técnicas bacteriolégicas.

Dentre as 105 amostras, foram analisados bacteriol6gicamente, 53
fetos/natimortos/potros até um més de vida, os patdgenos bacterianos isolados em cultura
pura ou preponderante dos 6rgdos e ou conteldo estomacal, mais frequentemente
isolados, foram coliformes como a Escherichia coli (7,54%), seguido por Enterobacter
aerogenes (5,66%), associacdo de Escherichia coli + Streptococcus spp. e Staphylococcus
spp. + Bacillus spp. (3,77%), seguidos por nao coliformes, com frequencia de 1,89% para
0S seguintes agentes: Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp., Corynebacterium
spp., Actinobacillus spp., Rhodococcus equi e Fungo Leveduriforme (Tabela 6). Os
agentes coliformes estdo associados a contaminacao fecal do trato genital e do ambiente,
assim como as cocobactérias sdo contaminantes de pele e mucosa, apontando a
necessidade de implantacao de medidas higiénico-sanitarias a fim de prevenir a infeccédo
ascendente do trato genital (GRUNERT, BIRGEL, VALE, 2005).

No estudo de Moreira et al. (1998), semelhante aos dados obtidos no presente
estudo, observa-se que agentes como Streptococcus Beta hemolitico (17,6%), Escherichia
coli (11,8%) e Staphylococcus spp. (11,8%) também se mostraram frequentes como
causas de abortamento equino.

De forma semelhante, Genovez et al. (1993), em fetos bovinos abortados em 37,4%
(96/257) foram diagnosticadas como causas bacterianas, tais como: Brucella abortus
(6,2%), Leptospira spp (6,2%), Staphylococcus aureus (5,4%), Campylobacter fetus (4,7%)
e Streptococcus Beta hemolitico (3,5%).

Marcolongo-Pereira et al. (2012), relataram em seu estudo que 36,1% dos casos de
abortamento na espécie equina deveram-se a agentes bacterianos, sendo Klebisiella
pneumoniae, Leptospira spp., Streptococcus beta hemolitico, Escherichia coli e
Streptococcus sp. 0s agentes mais isolados.

Os agentes fangicos ndo apresentaram grande frequéncia no presente estudo,

sendo isolado somente um fungo leveduriforme, ndo sendo possivel realizar a identificacéo
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do agente, com frequéncia de 1,89% (1/53) em todos os fetos examinados, taxa
semelhante a descrita por Genovez et al. (1995), em que a frequéncia encontrada para
estes agentes como causadores de abortamento na espécie equina foi de 0,94% (1/106),
sendo isolada neste ultimo Candida sp.; estes dados demonstram que a infeccdo fungica,
principalmente por fungos oportunistas também pode ocorrer, entretanto, sua participagao
como agente causal de abortamentos na espécie equina € relativamente baixa, se
comparada a participacdo de agentes virais e principalmente bacterianos.

Embora ndo tenha sido objetivo deste trabalho investigar causas parasitarias, o
trabalho realizado por VILLALOBOS (2013) em amostras de fetos equinos abortados
encaminhados ao Instituto Bioldgico, Sao Paulo, Brasil, diagnosticou uma significativa
frequéncia de abortamento equino por Toxoplasma gondii - 9,5% (2/21), evidenciando que
0 abortamento por protozoario ocupa um papel importante como agente causal, devendo
sendo recomendada sempre sua investigacdo no diagnéstico diferencial. Entretanto, na
literatura consultada, este agente nao foi citado (GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005,
MOREIRA, 1992) (Quadros 2 e 3).

Somando-se 0s materiais negativos e positivos as analises empregadas, os 6rgaos
com maior frequéncia de lesbes foram baco e timo, que apresentaram hiperplasia reacional
de 94,87% (74/78) e 80,77% (21/26) respectivamente (Tabelas 7 e 8). Estas lesGes séo
sugestivas de abortamento infeccioso por agente causal a esclarecer uma vez que ha
respostas inflamatdrias em diversos érgdos associadas a reacdes em o6rgaos linfoides
(timo e baco), entretanto, mais estudos na &rea fazem-se necesséarios para que seja
possivel estabelecer se a alta frequéncia de reacao linfide nestes 6rgdos € realmente
decorrente de processos infecciosos ou se ocorrem devido ao processo de morte do
animal independentemente da causa e idade dos mesmos.

Houve variacdo, em relagédo as lesbes renais, sendo a mais frequente nos animais
positivos para bactérias a glomerulonefrite ndo purulenta 7/12 (58,44%), enquanto que nos
animais negativos as andlises bacteriolégicas a lesdo renal mais frequente foi nefrose
41/74 (55,40%). Sabe-se que as glomerulonefrites sdo associadas a processos de
septicemia, enquanto que as nefroses sdo associadas ao processo de morte do animal,
porém, verificou-se neste estudo que 0s animais positivos a agentes virais geraram
processo de nefrose em rins em 100% dos casos (2/2), entretanto, ndo é possivel associar
com precisdo a presenca de nefrose & acdo de virus devido ao baixo numero total de
animais positivos a estes agentes encontrados.

Analisando-se conjuntamente os trabalhos citados, os dados obtidos a partir das

analises dos materiais de rotina laboratorial sugerem que, provavelmente, existem agentes



82

infecciosos envolvidos em abortamentos, tanto na espécie equina quanto na bovina, que
ndo estdo sendo detectados pelas provas diagnésticas comumente utilizadas, sendo
necessario se buscar um aperfeicoamento das técnicas ja existentes ou mesmo a
associacao de técnicas nao utilizadas rotineiramente, como técnicas de apoio em casos de
resultados negativos as provas de isolamento e PCR, em que a andlise histopatolégica
revele lesGes sugestivas de abortamento por um agente infeccioso a esclarecer, ou ainda
se estabelecer a pesquisa de novos agentes ndo associados comumente a casos de
abortamentos na espécie equina (MOREIRA et al., 1998; GENOVEZ et al.,, 1993;
GENOVEZ et al., 1995; MARCOLONGO-PEREIRA et al.,2012; ANTONIASSI et al., 2013).

Dentre os fetos, natimortos, potros analisados, por téchicas bacterioldgicas, nao foi
possivel se estabelecer um agente causal em 67,92% (36/53) dos casos (Tabela 6).
Diversos sdo os fatores que podem interferir na qualidade da amostra enviada ao
laboratério na rotina, onde se observa que poucos sdo 0s materiais que chegam em
condi¢bes adequadas de conservacao (seja quanto a temperatura da amostra, bem como
as condicbes em que as mesmas sao colhidas a campo), devido a dificuldade em se
manter condi¢cdes ideais de esterilidade dos materiais utilizados e antissepsia em
ambientes ndo preparados estruturalmente para esta finalidade (GENOVEZ et al., 1995).

Observa-se na pratica que, mesmo 0s animais enviados para o procedimento de
necropsia no Instituto Bioldgico, frequentemente chegam em condi¢bes desfavoraveis de
conservacao (temperatura ambiente, pouco refrigerados ou mesmo congelados) e embora
seja realizada uma coleta adequada e cuidadosa dos diversos 6rgaos, torna-se dificil
estabelecer um diagnéstico final pelas técnicas convencionais. Além disso, as fichas
clinico-epidemioldgicas, muitas vezes ndo sdo encaminhadas, ou sdo encaminhadas
parcialmente preenchidas e estas informagfes sdo importantes na discussdo do caso e
fechamento do diagndstico causal.

A morte fetal pode ocorrer ndo necessariamente em decorréncia da agdo do micro-
organismo diretamente sobre o feto, mas também devido a influéncia de toxinas e
alteracdes na circulagéo fetal devido a processos infecciosos agudos geradas por estes
patdégenos agindo sobre a fémea prenhe (septicemia materna), sendo importante para o
fechamento de um caso de abortamento ndo somente o material fetal, mas também
amostras sorolégicas da mae (GENOVEZ et al., 1995). Placenta, corddo umbilical e
corrimentos vaginais ou uterinos apds o parto também devem ser avaliados, entretanto
estes materiais ndo costumam ser rotineiramente encaminhados ao laboratérios, como
observado no estudo de Genovez et al. (1993) em que foi constatado que a placenta foi

um dos Orgdos que tiveram menor indice de encaminhamento ao laboratério 1,70%
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(8/473). Laugier et al. (2011) observaram que as causas nao infecciosas de alteragcoes
placentarias e em corddo umbilical representaram 21,18% (386/1822) das causas de
abortamente em equinos, mostrando a importancia do envio destes materiais também para o
fechamento de causas de abortamento ndo infeccioso.

Ainda segundo Laugier et al. (2011), o envio dos anexos fetais (placenta e cordédo
umbilical) é importante para aumentar as chances de acerto diagnéstico, em casos de
torcdes umbilicais ou outras anomalias dos anexos fetais bem como em casos de infeccoes
feto-placentérias, que em seus estudos representaram 63,7% (869/1822) dos caso. De
forma semelhante, é importante o envio de suabe cérvico-uterino da fémea que abortou para

gue seja efetuado o isolamento bacteriano e antibiograma.

5.4 GESTAO SANITARIA DO ABORTAMENTO EQUINO

O elevado numero de casos de abortamento por agentes bacterianos, observado no
presente estudo e em outros trabalhos semelhantes (GENOVEZ et al., 1995; MOREIRA et
al., 1998; LAUGIER et al., 2011; MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012), esta diretamente
ligado ao manejo inadequado do ambiente (baias, piquetes) e das préprias fémeas prenhes.
A falta de higienizagdo ambiental correta favorece a permanéncia no ambiente de bactérias e
fungos provenientes do proprio trato genito-urinario e gastrointestinal destes animais; além
disso, em condicdes de prenhez ocorre uma dilatacdo dos grandes labios da vulva, que
devido a anatomia da fémea equina favorece a entrada de sujidades provenientes da
defecacédo da propria fémea, cujos agentes presentes, por via ascendente acabam migrando
para 0 interior do Utero e placenta, gerando um processo inflamatério, que
consequentemente leva a expulsédo do feto (GENOVEZ et al., 1995).

A causa mais frequente de infertilidade nas éguas esta relacionada as infec¢oes
uterinas, originadas por contamina¢do microbiana, durante o parto, por complicagbes do
puerpério ou da gestacdo, bem com no periodo pés-parto, especialmente durante a cépula
(ROBERTS, 1986).

O trato genital da égua apresenta particularidades especificas, determinando a
existéncia de fémeas mais susceptiveis as infec¢des, quer seja por apresentarem defeitos de
conformacgdo e angulagcdo da vulva e rima vulvar, perda do ténus da massa muscular do
perineo, como também pelo deslocamento, em direcéo cranial do esfincter anal durante o
estro (GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005). Também outros fatores ocasionais estédo
associados, como intervencdes obstétricas mal conduzidas, partos distocicos, diminuicdo da

imunidade, falta de higiene durante a coOpula ou biotecnologia da reproducdo e maior
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patogenicidade de alguns germes (BADER; MERKT, 1992, apud GRUNERT; BIRGEL;
VALE, 2005).

De acordo com Grunert, Birgel e Vale (2005), dentre as causas predisponentes
para infec¢éo via ascendente em éguas - vagina, cérvix e Utero - citam-se as lesfes da
vagina, vestibulo vaginal e vulva, em consequéncia a partos distocicos, sendo estas lesdes
dilacerantes e que apresentam variaveis graus de gravidade, desde escoriacdes e
contusdes superficiais até ruptura do perineo, originando fistulas reto-vaginais ou
perfuracbes da vagina e do perineo; estas lesdes dilacerantes, em suas diferentes
evolucdes, determinam cicatrizes causadoras de retragcdo da comissura da vulva, do
vestibulo ou da vagina, e consequentemente a imperfeita oclusdo destes 6rgaos, entre as
guais pnemovagina e urovagina, cuja correcdo cirdrgica reparadora é recomendada
(GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005).

Muitos destes agentes bacterianos também sdo frequentemente isolados de
mucosas e maos humanas, como o0s estafilococos, o que pode sugerir um manejo
inadequado por parte dos tratadores e veterinarios destes animais. Todos os cuidados na
antissepsia dias maos, o uso correto e indispensavel de equipamentos de protecdo
individual (luvas para procedimentos) e a antissepsia do préprio trato genito-urinario da
égua antes do procedimento de palpacdo sdo fundamentais para se minimizar as
possibilidades de abortamento por agentes oportunistas.

De acordo com Moreira et al. (1998), deve-se dar atencdo especial a todo caso de
abortamento em uma propriedade de criacdo, visto que o feto e seus anexos, bem como
secre¢cbes provenientes do trato reprodutor feminino apds o abortamento, constituem-se
potenciais fontes de infeccdo aos demais animais da propriedade. E recomendada a
completa incineragéo destes materiais ap0s necropsia e colheita de materiais, bem como a
incineracdo da cama do(s) animal(is) envolvido(s) no caso e completa desinfeccdo do
ambiente por agentes quimicos desinfetantes apds completa limpeza e retirada de matéria
organica do ambiente, permitindo assim a acdo do produto quimico, uma vez que a
presenca de matéria organica inibe ou minimiza a acao destes produtos sobre os agentes
infecciosos, ndo permitindo uma completa desinfec¢cdo do ambiente. O quarto posterior das
éguas também devem ser desinfetados com solugBes antissépticas adequadas, como
solucdo de iodo ou clorexidine. Ap6és um caso de abortamento, a introdugdo de novos
animais no grupo de éguas prenhes deve ser evitada até o completo esclarecimento do
caso e tomada de medidas sanitarias que impecam ou minimizem a possibilidade de novos

casos.
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Em relagcdo ao manejo dos potros recém-nascidos, é fundamental que os cuidados
na antissepsia do corddo umbilical sejam tomados imediatamente apds o nascimento do
animal, a fim de se evitar as onfaloflebites, cuja origem é a entrada de bactérias
oportunistas (Escherichia colli, Streptococcus zooepidemicus e Clostridium sp.) por via
ascendente através do coto umbilical, associadas a falhas na imunidade passiva, ou seja,
na imunidade gerada pela ingestdo do colostro (anticorpos maternos) (RADOSTITS et al.,
2002; RIZZONI; MYIAUCHI, 2012).

No presente estudo, dentre as causas de abortamento/mortalidade perinatal de
origem nao infecciosa, foram registrados 0,95% (2/105) (Tabela 1) casos de o6bito de
neonatos por isoeritrlise neonatal, uma anemia hemolitica isoimune do recém-nascido,
um quadro alérgico diretamente ligado a ingestao de leite materno (causa néo infecciosa).
A enfermidade ocorre quando os aloanticorpos maternos para 0s grupos sanguineos do
neonato sao transferidos ao potro pelo colostro, causando lise de suas hemacias
(RADOSTITS et al., 2002).

O exame histopatologico destes neonatos revelou intensa hemossiderose hepética
e esplénica (eritrofagocitose), e nefrose tubular com urina castanho-escura no lGmen.
Estes achados microscopicos foram associados ao historico clinico e epidemiol6gico do
animal apresentado em suas fichas de encaminhamento de amostras, onde constava que
os potros eram filhos de éguas multiparas e que desenvolveram ictericia e hemoglobinuria
aguda algumas horas apés a ingestdo do colostro, posteriormente vindo a 6bito. Nestes
dois casos demonstra-se a importancia do correto e completo preenchimento das fichas
clinico-epidemioldgicas, para o fechamento do diagnéstico final de uma enfermidade, seja
ela de origem infecciosa ou ndo. Alteracdes no manejo do recém-nascido, com histérico de
consanguinidade, por meio da substituicdo do colostro da mée pelo de outra égua sem
vinculo familiar sanguineo com este animal, podem evitar o 6bito do mesmo (RADOSTITS
et al., 2002).

Foi observado elevado niumero de amostras 49,52% (52/105) sem um diagndstico
bacterioldgico conclusivo devido a falta de solicitagcdo destas andlises ao Laboratério por
parte dos proprietarios e profissionais interessados; a grande maioria destes solicita
somente a analise para pesquisa de Herpesvirus equino tipo 1 e Leptospira spp., porém,
através deste estudo e de diversos outros autores é possivel concluir que a grande maioria
dos casos de abortamento na espécie equina ocorrem devido a acdo de bactérias e fungos
oportunistas (GENOVEZ et al., 1995), bem como natimortalidade (DEL FAVA et al., 2007),
frequentemente isolados do préprio trato gastrointestinal e genito-urinario das éguas. A

analise destas amostras poderia diminuir o elevado numero total de casos sem diagndstico



86

estabelecido, 84/105 (80,0%), visto que o0s agentes bacterianos sdao o0s mais
frequentemente encontrados em casos de abortamento e mortalidade perinatal em
equinos.

Acdes como o envio correto de material e a solicitagdo dos exames viroldgico,
bacterioldgico e parasitolégico, e consequente estabelecimento do agente causal, ajudam
a definir estratégias de manejo e direcionamento do tratamento dos animais, a fim de se
evitar novas perdas reprodutivas e um processo crénico que pode culminar em um quadro
de infertilidade da fémea. O exame ginecoldgico deve ser realizado tomando-se 0s devidos
cuidados quanto a esterilizacdo do espéculo vaginal e lavado do perineo antes introducéo
do espéculo. A baia de égua gestante, proxima ao periodo de pari¢cdo, deve ser isolada
dos demais animais, adequadamente higienizada com produtos que nado oferecam
toxicidade a fémea gestante e em local sem interferéncias sonoras que possam provocar
estresse na égua, sendo importante que o parto seja assistido por um veterinario a fim de
se evitar possiveis intercorréncias levem a perca do potro e até mesmo da égua
(GRUNERT; BIRGEL; VALE, 2005).

No presente estudo houve um elevado nimero de fichas preenchidas parcialmente,
ndo sendo informada idade de abortamento dos animais em 41 (38,2%) das 105 amostras
analisadas (Tabela 4) fato este que dificultou o estabelecimento de uma correlacéo entre
as doencas identificadas e idade e local de abortamento. Recomendamos que seja
utilizada como referéncia a literatura nacional que orienta o veterinario na correta forma de
coleta e envio de amostras para o laboratério de analises de abortamento, visando
melhorar a qualidade dos materiais biolégicos enviados para andlise e, consequentemente,

contribuindo para a eficacia do diagnostico diferencial (PITUCO et al., 2010).
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6. CONCLUSOES

> O protocolo de IHQ para HVE-1 foi validado utilizando o anticorpo primario VMRD®,
permitindo-se diagnosticar as estirpes virais experimentalmente inoculadas em
hamsters: AR4 e A3/97 em células do bulbo olfatério de sistema nervoso central e
epitélio bronquiolar pulmonar e ISO 72/10 em células da glia e neurénios em diferentes
areas do SNC. Porém, o mesmo nao demonstrou sensibilidade frente aos isolados
A9/92 e A4/72, sendo importante a realizacdo de trabalhos que visem a producdo de
anticorpos primarios capazes de reconhecer as cepas circulantes no pais, a fim de se
aumentar a sensibilidade da IHQ. Para estudos histopatologicos e de avaliagdo da
etiopatogenia da doenca a técnica se mostrou satisfatéria permitindo-se verificar a

migragao do virus em diferentes regifes do SNC.

» O protocolo de IHQ para Leptospira spp. foi validado utilizando anticorpo primario anti-
leptospira LO4, o sistema secundario LSAB e cromégeno DAB, permitindo-se
diagnosticar a Leptospira LO4 sorovar Canicola, inoculada experimentalmente em
hamster, entretanto, outros estudos se fazem necessérios a fim de se avaliar se o
método é capaz de reconhecer outros sorovares (reacdo cruzada), aumentando as

chances de acerto diagndstico e possibilitando seu uso na rotina.

» A baixa ocorréncia de HVE-1 e a frequéncia zero de Leptospira spp. nos
fetos/natimortos/potros equinos analisados pelas técnicas utilizadas (isolamento, IHQ e
PCR) indica que ambos 0s agentes encontram-se em situacao endémica nos plantéis

equideos das regides estudadas.

» As lesBes histopatologicas causadas pelo HVE-1 nos fetos abortados foram
semelhantes as reportadas em literatura, a saber, infiltrado inflamatério mononuclear em
todos os 6rgdos (cérebro, coracdo, pulmdo, figado, rins), bem como reacgéo linféide do
timo, linfonodo e reacéo de polpa branca esplénica, sendo observados sincicios com

inclusdes intra-nucleares eosinofilicas nos pulmdes de um dos fetos positivos.

» A utilizacdo de hamsters sirios no estudo das lesfes histopatolégicas do HVE-1 e
Leptospira spp. em diversos 6rgaos mostrou-se de grande valor, tendo em vista a alta
susceptibilidade destes aos agentes estudados e o desenvolvimento de lesdes

caracteristicas de infeccdo herpética e leptospirémica frente ao desafio viral e
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bacteriano, semelhantes as les6es encontradas no hospedeiro natural e reportadas na

literatura especializada.

O diagndstico diferencial de causas nao infecciosas revelou baixo indice — 0,95%
(2/105) casos de isoeritrolise neonatal, entretanto, outras causas como tor¢cdo de corddo
umbilical ndo puderam ser analisadas devido & auséncia do envio deste material na

grande maioria dos casos.

O diagndstico diferencial de causas infecciosas em abortamento e natimortalidade
equina revelou diversos agentes bacterianos em cultura pura ou preponderante, sendo
os coliformes fecais os mais frequentes Escherichia coli (7,54%), Enterobacter
aerogenes (5,66%), associacdo de Escherichia coli + Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp. + Bacillus spp. (3,77%), seguidos por agentes ndo coliformes
isolados de mucosas e pele dentre os quais Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus
spp., Corynebacterium spp., Actinobacillus spp., Rhodococcus equi e Fungo
Leveduriforme (1,89%).

Tendo em vista o significativo nimero de abortamentos onde foram isolados agentes
coliformes fecais e cocobactérias contaminantes de mucosa e pele frequentemente
associados a contaminacdo ascendente do trato genital, sugere-se que melhorias na
implantacdo de medidas higiénico-sanitarias visando especificamante a satde da fémea

em reproducgéo devem ser efetuadas.
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SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAQ DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL — CETEA-I8

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 106/10 sobre o Projeto. “Diagnéstico histopatolégico e virolégico do Herpesvirus equino em
fetos abortados”, sob a responsabilidade de Claudia Del Fava, esta de acordo com os principios Eficos na Experimentagio
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratono / Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(SBCAL/ICOBEA)

Protocolo aprovado pela CETEA-/B em 26 de outubro de 2010
Sao Paulo, 26 de outubro de 2010

/ /

/s /
) i
Iécar_(ﬁ? agna Jordao
Coordenador da CETEA-IB

CETEA - IB

Registro

Namero : 106/10
Livro : 02
Folha : 06

Data: 26/10/10



104

ANEXO 2 - Preparo do corante Hematoxilina para a técnica de coloracéo

Hematoxilina/Eosina

Hematoxilina de Harrys

Reagentes

[ (] 0 0= 1000 (111 F= T 0,59

AlUMEN A€ POLASSIO .ooeeeeieeeeeee e 10,0g

OXIAO AE MEICUNIO. .. ettt ettt e et e e et e et e et e e e e et e et e e et e et eeeeaeeeeeenees 0,25¢g

ACIHO ACELICO GIACIAN ......ecveeeeeeeeceeeee ettt sttt seetesenareaneas 2 mL
AlCOOl €tiliCO ADSOIULO........ooveeei i 5mL
AQUA ESHIAAA ...t e e e e 100 mL

Modo de Preparo: Dissolver a hematoxilina no alcool absoluto sem aquecimento.
Dissolver o alumen de potassio na agua destilada a quente até a dissolugao completa do
sal. Misturar as duas solucdes e levar a ebulicdo o mais rapido possivel. Remover do fogo
e acrescentar o 6xido de mercurio. Se necessario reaquecer a solucdo até completa
diluicdo. Retirar do fogo e resfriar rapidamente em recipiente com &gua fria e gelo.
Descansar 24 horas a temperatura ambiente e acrescentar o acido acético glacial filtrar e

armazenar em frasco ambar. Filtrar antes de cada uso.
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ANEXO 3 — Preparo do corante Eosina para a técnica de coloracdo Hematoxilina/Eosina

Preparo da Eosina

Reagentes

Solucéo de Acido picrico
F U T e L= 11 = To - RSP 100 mL
ACIAO PICTICO. ....vveecteee ettt ettt st ee et e et e et ess et neseenis 29

Solucéo de Bicromato de Potassio
BICromMato d€ POLASSIO ......ueeiiiiiiiie ittt ettt e e as 29
U T e L= 11 = o RPN 320 mL

Solucédo de Eosina
L0 LS| = APPSR POPPPPPPPPPPPPN 49
AICOOI ELHICO ADSOIULO ........veeveeeeeiceeee ettt ettt n et et eete e eresae e ereere e 40 mL

Modo de Preparo: Solucdo Saturada de Acido Picrico: dissolver 2 g de &cido picrico em
100 mL de &gua destilada, aguecendo levemente até dissolugdo do &cido, aguardar resfriar
e filtrar para retirar o precipitado. Dissolver 4 gramas de eosina em 40 mL de alcool etilico
absoluto. Dissolver 2 gramas de bicromato de potassio em 320 mL de agua destilada.
Misturar a solugéo de bicromato de potassio com a solu¢do de acido picrico e por dltimo
acrescentar a solucdo de eosina. Armazenar em frasco ambar. Homogeneizar antes de

cada uso.
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ANEXO 4 — Preparo da Solucdo Tampéao PBS

Solucéo PBS de Estoque:

Fosfato de SOIO MONODASICO. .......ivereieere ittt et et e et e e s ee e e eaareerreeeneeees 3,899
Fosfato de SOAI0 DIDASICO. ........ccouueiiiiiie e e e e e e eens 10,61 g
(@1 o] (=] (o J0 IR0 Lo [To TR 8,500
Y U T e L=y 11 = o = TSR 1000 mL

Preparo da Solucdo PBS de Estoque: acrescentar os solutos (Fosfato de Sadio
monobasico, Fosfato de Sdédio bibasico e Cloreto de Sédio) nas quantidades indicadas
acima em 1000 mL de &agua destilada e homogeneizar bem em agitador com barra
magnética (velocidade alta) por cinco minutos ou mais (até observar completa dissolugéo
dos solutos). Esta solugdo de estoque devera ser armazenada em frasco de vidro em

refrigerador (4 — 8°C) com validade de seis meses.

Solugéo PBS para uso:

SOIUGEOD PBS 08 ESIOQUE. .....euiiiieeiiiiiiiiiie et e e e ettt e ettt e e e e s e s r e e e e e e e nnneeees 100 mL
AQUA TESHIATA. ........oeevieieeeieecee ettt ettt are e 900 mL

Preparo da Solugdo Tampao PBS para uso: acrescentar 100 mL da Solugcdo PBS de
estoque a 900 mL de agua destilada e homogeneizar bem em agitador com barra
magnética (velocidade média) por trés minutos. Em seguida esta solucdo estara pronta

para utilizacdo para as etapas de lavagem com Tampéo PBS da reacéo de IHQ.
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ANEXO 5 — Preparo da Solucdo Tampéo Citrato

Solucédo de Estoque A:

Citrato de SOAIO (PM 294,10)........ceiiiiiiieeaiiiiie ettt e e e anbnee e 249 ¢
Tampao PBS (PH 7,0)..cceciieieieeeeeeeee e, 1000 mL

Modo de Preparo: acrescentar 24,9 gramas de Citrato de S6dio em 1000 mL de Solucao
Tampédo PBS de uso destilada e homogeneizar bem em agitador com barra magnética
(velocidade alta) por cinco minutos. Esta solucdo de estoque devera ser armazenada em
frasco de vidro em refrigerador (4 — 8°C) com validade de seis meses.

Solugéo de Estoque B:

Acido Citrico (PM 210,14)......ccueeieeeieeeteeeeteee et e ettt ettt ee et e et 21,09
Tampao PBS (PH 7,0) ...t 1000 mL

Modo de Preparo: acrescentar 21,0 gramas de Acido Citrico em 1000 mL de Solugéo
Tampédo PBS de uso destilada e homogeneizar bem em agitador com barra magnética
(velocidade alta) por cinco minutos. Esta solucao de estoque devera ser armazenada em

frasco de vidro em refrigerador (4 — 8°C) com validade de seis meses.

Solugdo Tampéo Citrato para uso:

SOIUGEO Aot e e e e e e e 80 mL
o] 11 To3= To 10 = TSP EPRUT 20 mL
Y UL e L= 11 F=Te =TT 900 mL

Modo de Preparo: acresentar 80 mL da Solucédo de Estoque A e 20 mL da Solucdo de
Estoque B em 900 mL de agua destilada e homogeneizar bem em agitador com barra
magnética (velocidade média) por trés minutos. Em seguida esta solucdo estara pronta

para utilizacdo para a etapa de Desmascaramento em Tampao Citrato da reacéo de IHQ.
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ANEXO 6 — Preparo da Solucdo de Perdxido de Hidrogénio

Reagentes:
Peroxido de hidrogénio 30%0 (H202) ..veeeiiriiieiiiiiiei ettt 20 mL
[Tz TaTo B €= 1 oo To ] I 4 1 T=1 411 oo ) FX 80 mL

Modo de Preparo: Acrescentar 20 mL de Perdxido de hidrogénio 30% a 80 mL de
Metanol. N&o é necessério agitar. Nesta etapa é importante tomar cuidado para que o0s
reagentes ndo entrem em contato com as mucosas ocular, nasal ou bucal e com a pele
(risco de acidente).
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ANEXO 7 — Preparo da Solucéo de Leite Desnatado 5%

Solutos:
Leite €M PO AESNATAUO. ......cciiiiiiiiiiii et 10g
SOIUGEO PBS T8 USO.....ceeiiiiieeiiiitiei ettt ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e e 200 mL

Modo de Preparo: em um Becker, acrescentar 10 gramas de Leite em p6 desnatado a
200 mL de Solugédo PBS de uso e homogeneizar bem em agitador com barra magnética
(velocidade alta) por cinco minutos ou mais (até a completa dissolucdo do soluto). Em
seguida esta solugcdo estara pronta para utilizacdo para a etapa de bloqueio de reacdes
inespecificas da reacao de IHQ.
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