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Five cases of miscarriage associated with leptospirosis assessment mares
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Resumo

Este estudo teve como objetivo descrever casos de abortamento por leptospirose em éguas, ocorrido no municipio de Mossoro,
Rio Grande do Norte. Cinco éguas com histdrico de abortamento foram submetidas a exames clinicos, hematoldgico e pesquisa de
aglutininas anti-Leptospira para 22 diferentes sorovares, pelo Teste de Soroaglutinagao Microscoépica (SAM). Foi realizado exame
anatomopatolégico da placenta e de um feto equino abortado com 9 meses de idade. A infecgéo por Leptospira sp. ocorreu em
trés éguas que abortaram, sendo uma positiva para o sorovar Pomona, titulo 800; uma para o sorovar Hardjo, titulo 400; uma para
o sorovar Icterohaemorrhagiae, titulo 400. No exame anatomopatoldgico da placenta foram observados cotilédones edemaciados
de coloragéo vermelho escuro, com areas focais enegrecidas, friaveis e necréticos. No exame necroscopico do feto observou-se
ictericia, presenca de liquido sero-sanguinolento na cavidade abdominal, toracica e saco pericardico, areas multifocais de hemorragia
no figado, coragéo e pulmao, rins de consisténcia friavel e areas multifocais branco amareladas. Histologicamente, verificou-se
necrose e inflamacé&o do epitélio placentario coridnico; necrose difusa de hepatdcitos e hepatite mononuclear; acentuada hemorragia
no intersticio do cortex renal, degeneragéo hidrépica e necrose das células do epitélio tubular e presenga de cilindros hematicos
intratubular; além de nefrite intersticial mononuclear e pneumonia intersticial mononuclear difusa acentuada. Os resultados deste
estudo demonstraram titulos elevados de aglutininas anti-Leptospira em éguas e a presenga de lesdes histoloégicas nos érgaos
fetais e placenta, confirmando a importancia da Leptospira como agente causador de abortamento.

Palavras-chave: avaliagédo histopatoldgica, disturbio reprodutivo, doencga infectocontagiosa, equideo, leptospira.

Abstract

This study aimed to describe cases of leptospirosis abortions in horses, which occurred in the city of Mossord, Rio Grande do Norte.
Five mares with abortion history, were submitted to clinical, hematological and detection of specific anti-Leptospira agglutinins facing
22 different serotypes, by Microscopic Agglutination Test (MAT). It was performed a pathological examination of the placenta and
an equine aborted fetus with 9 months old. The Leptospira sp. infection occurred in three mares that aborted. One was positive for
Pomona, title 800; one for the Hardjo serovar, title 400 and one for Icterohaemorrhagiae serovar, title 400. In examination of the
placenta were observed swollen cotyledons, dark red color with blackened focal areas, friable and necrotic. In the fetus’s autopsy
was observed icterus, serous-sanguineous fluid in the abdominal cavity, chest and pericardium, multifocal areas of hemorrhage in
the liver, heart, lungs, and friable multifocal yellowish white areas in the kidney. Histologically, it was found necrosis and inflammation
of the placental chorionic epithelium; diffuse necrosis hepatocyte and mononuclear hepatitis; severe hemorrhage in the interstitium
of the renal cortex, hydropic degeneration and necrosis of the tubular epithelial cells and the presence of haematic intratubular
cylinders; mononuclear interstitial nephritis and a severe diffuse interstitial mononuclear pneumonia. The results showed high
levels of anti-Leptospira agglutinins in mares and presence of histological lesions in the placenta and fetal organs, confirming the
importance of Leptospira as abortion-causing agent.

Keywords: equine, histopathological evaluation, infectious disease, leptospira, reproductive disorders

Introducao género Leptospira. E uma doenca com distribuicdo geografica

cosmopolita, entretanto, tem maior prevaléncia nas regides de
A leptospirose € uma enfermidade infectocontagiosa que  clima tropical e subtropical. O Brasil, devido a sua diversificagéo
acomete animais domeésticos, selvagens e o homem, sendo climatica e condigbes sanitarias desfavoraveis mantém alta
causada por um grande numero de espécies patogénicas do  endemicidade (Caselani et al., 2012).
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Esta enfermidade acarreta impacto negativo no agronegdcio
equino em decorréncia das perdas ocasionadas pelos
abortamentos, natimortalidades (Artiushin et al., 2012),
interrupgdo no treinamento, reducéo do desempenho atlético de
cavalos de corrida e desqualificagdo dos animais de competicao,
em detrimento as sequelas geradas pela doenga, bem como
pela medicacao utilizada (Hamond et al., 2012).

As infecgbes por Leptospira sp. na espécie equina comumente sdo
determinadas pelos sorovares Pomona, Ictero haemorrhagiae,
Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Australis, Pyrogenes, Tarassovi,
Butembo, Ballum e Autumnalis (Timoney et al., 2011), no entanto,
ha variagdo na ocorréncia destes sorovares, em virtude das
alteragbes dos animais considerados reservatérios entre as
regibes do pais e também dos fatores abidticos que influenciam
diretamente sobre a ocorréncia da doenga (Hamond et al., 2014).

Os sinais clinicos de leptospirose em equinos sdo semelhantes
aos apresentados em outras espécies animais, todavia, nos
equinos as leptospiras patogénicas apresentam tropismo
pelo tecido renal, olhos e trato reprodutivo da fémea. Assim,
as principais manifestagdes clinicas da infeccdo incluem a
disfuncao renal, uveite, perda de visao e alteragbes reprodutivas
(Braga et al., 2011; Artiushin et al., 2012; Marcolongo-Pereira
etal., 2012).

A infecgédo por Leptospira sp. em equinos é principalmente
subclinica (Verma et al., 2013), mas em éguas infectadas
durante a gestagao pode ocasionar infecgao sistémica no feto
e dependendo do sorovar de Leptospira envolvido e do periodo
de gestacao, podem ocorrer mortes embrionarias e abortamento,
principalmente a partir do 6° més de gestagao, além do
nascimento de neonatos fracos, prematuros e natimortos (Pinna
et al., 2010; Marcolongo-Pereira et al., 2012; Pinna et al., 2013;
Hamond et al., 2015).

Este estudo teve como objetivo descrever os aspectos clinico-
patoldgico relacionados a casos de abortamento por leptospirose
em éguas, ocorrido no municipio de Mossord, Rio Grande do
Norte.

Material e métodos

Foram registrados em fichas individuais a resenha, o histérico
e a anamnese de cinco éguas da ragca Quarto de Milha, que
apresentaram historico de abortamento. O exame clinico seguiu
os métodos semioldgicos de rotina, incluindo avaliagdo quanto as
condigdes gerais, aspecto da pelagem, intensidade da coloragao
das mucosas, escore corporal e temperatura retal. Dados
reprodutivos dos animais foram coletados de fichas disponiveis
na propriedade, as quais continham informagdes sobre idade
ao primeiro cio, intervalo entre partos, ocorréncia de repeticao
de cios e abortamentos.

Os animais eram provenientes de um haras, localizado na
zona rural do municipio de Mossor6/RN. O rebanho total era
constituido por 40 equinos da raga Quarto de Milha, criados em
regime semiestabulado, alimentados a base de feno de tifton
(género Cynodon) e ragdo comercial.

O manejo reprodutivo adotado na propriedade era o de monta
natural controlada, em que o garanhao permanecia junto com
as éguas por certo periodo do dia. O garanhéo utilizado na
propriedade era animal de vaquejada, de alto valor zootécnico
e utilizado para venda de coberturas.
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Em cinco éguas com histdrico de abortamento, coletou-se, por
venopung¢ao da veia jugular, cerca de 10 ml de sangue, sendo
2 ml com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), destinados a realizagao de avaliagbes hematoldgicas e
8,0 ml sem anticoagulante para realizagcéo de provas sorologicas.

O exame soroldgico para detecgdo de aglutininas anti-
Leptospira sp. foi realizado de acordo com a recomendagéo
técnica da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), pelo Teste
de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM), com antigenos vivos
e leitura em microscépio equipado com condensador de campo
escuro, conforme Lilenbaum (1998). Os soros foram testados
para 22 variantes sorolégicas de leptospiras patogénicas:
Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo, Canicola,
Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Fortbragg, Grippotyphosa,
Hardjo, Hebdomadis, Ictero-haemorrhagiae, Panama, Pomona,
Pyrogenes, Sentot, Shermani, Tarassovi, Whitcombi e
Wolffi, onde as amostras que apresentaram 50% ou mais de
aglutinacéo, foram diluidas geometricamente na razdo dois,
para determinagao da diluicdo maxima positiva, considerando-
se positivos os titulos maiores ou iguais a 100. A analise dos
resultados considerou como mais provavel o sorovar que
apresentou titulos elevados.

No setor de patologia da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido, realizou-se o0 exame anatomopatolégico da placenta e de
um feto equino abortado com 9 meses de idade. Fragmentos
da placenta, dos 6rgéos das cavidades toracica e abdominal e
do sistema nervoso central do feto foram fixados em solugéo
tamponada de formol a 10%, incluidos em parafina, cortados a
uma espessura de 5 micrometros e corados pela Hematoxilina
e Eosina (HE).

Resultados e discussao

Conforme informagdes obtidas com o proprietario, as éguas
que abortaram eram vacinadas contra tétano, encefalomielite
e herpes virus equino, mas nao para leptospirose. Casos
frequentes de abortamento estavam ocorrendo na propriedade
ha trés anos em éguas com idade entre 3 a 9 anos.

Eguas vindas de outras propriedades para cruzamento
com o garanhdo, emprenhavam e pariam normalmente nas
propriedades de origem. Na propriedade onde foi realizado o
presente estudo, foi possivel constatar durante avaliagdo dos
dados reprodutivos que algumas éguas cobertas pelo garanhao
abortavam, permaneciam vazias, retornavam ao estro, ou nao
exibiam sinais de estro.

Considerando os parametros clinicos analisados, os animais
avaliados no presente estudo n&o apresentaram alteragdes
evidentes no momento da avaliagao clinica. Também n&o foram
observadas alteragbes hematoldgicas. Dados da literatura
mostram que a infecgdo por Leptospira sp. em equinos
frequentemente é subclinica, tem um curso brando, usualmente
de forma crénica, com portadores assintomaticos, ou entdo
revelando apenas sintomas periddicos como o abortamento,
mortalidade neonatal, infertilidade e uveite (Braga et al., 2011,
Hamond et al., 2012).

Das cinco éguas que abortaram, trés (60%) foram reagentes
para presenca de glutininas anti-Leptospira, sendo uma para o
sorovar Pomona, titulo 800; outra para o sorovar Hardjo, titulo
400; e a terceira para o sorovar Ictero-haemorrhagie, titulo 400



(Tabela 1). O maior titulo observado foi constatado na égua n.
1, que abortou no nono més de gestagéo. Este fato permite
sugerir contato recente do animal com Leptospira, uma vez
que, segundo Lilenbaum (1998) e Santos (2011), consideram
que animais com titulos soroldgicos acima de 200
apresentam evidencias de exposigdo recente. Além
disso, uma elevagao nos titulos para Leptospira
sp. associados ao abortamento é sugerido como
diagnostico (Troedsson, 1997).

Tabela 1: Sorovares de Leptospira sp. e titulos
em soros de éguas com histérico de
abortamento avaliados por meio do Teste
de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM),
Rio Grande do Norte

Identificagédo Sorovares Titulo
EGUA 1 Pomona 1/800
EGUA?2 Hardjo 1/400
EGUA3 Icterohaemorrhagie 1/400
EGUA4 Copenhageni 1/100
EGUAS5 N&o reagente -

Os sorovares encontrados em cinco animais, no
presente estudo, também foram observados em
grandes populagdes de equinos nos estados do
Parana (Hashimoto et al., 2010; Marinho et al., 2010),
Bahia (Siqueira, 2012) e Minas Gerais (Favero et al.,
2002), o que ndo permite identificar de forma precisar
0s sorovares circulantes na regido deste estudo. Os
resultados obtidos corroboram com Pescador et al.
(2004), que correlacionaram o sorovar Pomona a
um caso de abortamento em equino no Rio Grande
do Sul. Sorovar Pomona é comumente incriminado
em casos de abortamento em equinos, sendo
responsavel por 13% dos casos de abortamento em
éguas nas regides endémicas (Langoni et al., 2004;
Marcolongo-Pereira et al., 2012; Erol et al., 2015).

O estudo anatomopatolégico da placenta revelou
cotilédones edemaciados, de coloragdo vermelho
escuro com areas focais enegrecidas, friaveis
e necroticos. No exame necroscopico do feto
abortado, observou-se quantidade moderada de
liquido sero-sanguinolento na cavidade abdominal,
toracica e saco pericardico, além de ictericia da
pele, mucosas, esclera ocular, tecido subcutaneo
e capsulas articulares (Figura 1). Os achados
anatomopatolégicos observados no presente estudo
assemelham-se aos descritos por Marcolongo-Pereira et al.
(2012), que caracterizam morfologicamente a leptospirose em
fetos equinos abortados, como uma doenga manifestada por
ictericia generalizada, hemorragia, nefrite intersticial e necrose
multifocal de hepatdcitos.

No exame histolégico do figado observaram-se hemorragia,
além de necrose difusa de hepatdcitos, com dissociagdo dos
corddes hepaticos e hepatite acentuada, caracterizada pela
presenca de células mononucleares (linfécitos, plasmacitos e
macréfagos), dispostas em sucessivas e extensas camadas ao
redor dos vasos (Figura 2). Estes achados estéo relacionados

Figura 2: A
do figado do feto apresentando necrose de hepatdcitos (seta branca); hepatite acentuada
(*); hemorragia (seta preta). Hematoxilina-eosina, Obj. 20x
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com a presencga das leptospiras no figado, o que pode
predispor ao surgimento da sindrome ictérica, resultado de
danos hepatocelulares, desorganizacédo da estrutura e fungao
hepaticas (Sykes et al., 2011).

Figura 1: Feto equino abortado apresentando ictericia da pele e placenta edemaciada,
necrotica e coloragao vermelho escuro

Ik % e B

Leptospira sp. no Rio Grande do Norte. Aspecto microscépico

Constatou-se também acentuada hemorragia no intersticio
do cortex renal, degeneragéo hidrépica e necrose das células
do epitélio tubular, além de nefrite intersticial mononuclear
multifocal moderada (Figura 3). Estes resultados podem ser
justificados pelo fato de que o quadro renal caracteriza-se,
inicialmente, por colonizacao leptospirica, desenvolvendo nefrite
tubulo-intersticial, necrose tubular e hemorragias por provavel
consequéncia do depdsito de imunocomplexos (Frellstedt e
Slovis, 2009). Além disso, existe uma agado nefrotéxica de
Leptospira no parénquima, determinada por algumas proteinas
da membrana externa (OMP’s), componentes antigénicos, tais
como, lipoproteinas, lipopolissacarideos e endotoxinas, que
desencadeiam inflamacéo e disfungéo renal (Daher et al., 2010).
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do cortex (*). Hematoxilina-eosina. Obj. 40x

No pulméo, observou-se pneumonia intersticial difusa acen-
tuada, caracterizados por infiltrado linfoplasmocitario nos septos
interalveolares, parede dos alvéolos e bronquiolos, além de
moderada hemorragia (Figura 4). As alteragdes pulmonares
observadas descritas sdo compativeis a forma severa da
leptospirose, que resultam em hemorragias alveolares e
intersticiais, edema pulmonar e dispneia (Ko et al., 2009).
Segundo Nally et al. (2004) ndo ha acao direta do micro-
organismo no parénquima pulmonar, sendo provavel que ocorra

[ 4 & ~g

nos septos interalveolares (seta). Hematoxilina-eosina. Obj. 40x
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Figura 3: Aspecto microscépico do rim do feto equino abortado apresentando
degeneracéo hidropica do epitélio tubular (seta); acentuada hemorragia no intersticio

Figura 4: Aspecto microscépico do pulméo do feto equino abortado apresentando
pneumonia intersticial difusa acentuada, caracterizada por infiltrado linfoplasmaocitario

fragilidade e danos na vascularizagéo capilar do tecido,
determinando vasculite e hemorragias. Outra hipétese
esta baseada em uma agao imunomediada, por depésito
de imunoglobulinas e complemento na membrana basal
alveolar (Ko et al., 2009). Ressalta-se ainda, que a
severidade da hemorragia pulmonar parece ter uma
relagdo direta com a intensidade da resposta humoral
(Nally et al., 2004; Montero-Tinnirello et al., 2012).

A importancia da Leptospira como agente etioldgico de
abortamento em equinos vem sendo confirmada por
diversos pesquisadores. Em um estudo de 72 casos de
abortamento em equinos na Regido Sul do Rio Grande do
Sul, Marcolongo-Pereira et al. (2012), verificaram que as
infecgdes bacterianas foram as mais frequentes, sendo a
Leptospira sp. um dos principais agentes envolvidos nos
casos de abortamentos avaliados.

Pescador et al. (2004) testaram soro de um equino abortado
e observaram que foi positivo no teste de SAM para os
sorovares Copenhageni, Icterohaemorragiae e Pomona.
Nesse trabalho, Leptospira sp. foi detectada pelo exame
de imunofluorescéncia direta em impressdes de rim do
feto, sendo constatadas evidencias da associagao entre infecgdo
e lesdes histoldgicas nos 6rgéos do feto que apresentou hepatite
linfoplasmocitaria e nefrite intersticial. A relagdo entre lesdes
histoldgicas e leptospirose, também foi observada por Szeredi e
Haake (2006) que através da imuno-histoquimica identificaram
Leptospira sp. no figado de feto equino abortado, que apresentou
no exame histoldgico necrose de hepatdcitos. Ja Whitwell et al.
(2009) demonstraram através da imuno-histoquimica e reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) que Leptospira sp. estava
presente na placenta, cordao umbilical, rins, supra renal e
figado de fetos equino abortados.

Quando se trata de aproveitar o maximo do potencial
genético dos cavalos de esporte e de trabalho, o
nascimento de um potro representa parte consideravel
do investimento e da produtividade (Mcgreevy e Mclean,
2010). A ocorréncia de abortamentos em éguas pode
constituir causas consideraveis de prejuizos econdmicos
na criacéo de equinos (Artiushin et al., 2012). Potros, filhos
de cavalos com alta performance, apresentam grande
valor comercial, constituem portanto, importante fontes
de renda na criagao de equinos.

Conclusao

A presencga de aglutininas anti-Leptospira com titulos
mais elevados em éguas, que apresentaram historico de
abortamento, bem como a presenga de lesdes histologicas
nos érgéos fetais e placenta, confirma a importancia da
Leptospira como agente causador de abortamento em
equinos.
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