Pesq. Vet. Bras. 28(3):149-154, marco 2008

Anomalias congénitas em fetos bovinos abortados
no Sul do Brasil'

Saulo P. Pavarini?, Luciana Sonne?, Nadia A.B. Antoniassi?, Adriana S.
0Santos?, Caroline A. Pescador?, Luis G. Corbellini*e David Driemeier?’

ABSTRACT.- Pavarini S.P., Sonne L., Antoniassi N.A.B., Santos A.S., Pescador C.A.,
Corbellini L.G. & Driemeier D. 2008. [Congenital anomalies in aborted bovine fetuses
in Southern Brazil.] Anomalias congénitas em fetos bovinos abortados no Sul do Brasil.
Pesquisa Veterindria Brasileira 28(3):149-154. Departamento de Patologia Clinica
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090,
Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ ufrgs.br

Abortion, stillbirth and neonatal death are important causes of production losses to
the livestock industry. Abortions caused by congenital anomalies may occur sporadically,
or appear in epidemics. This retrospective study was conducted at Laboratory of Veterinary
Pathology of Federal University of Rio Grande do Sul, and included 307 cases of bovine
abortion submitted for diagnosis from September 2001 to March 2007. Most of them
were from southern Brazil. Ten cases (3.25%) of congenital anomalies were seen. The
most frequent congenital anomalies were artrogryposis, Amorphous globosus, and cleft
palate (palatoschisis). Infectious causes were investigated, but only BVDV infection was
detected by immunohistochemistry in one case, which was affected with porencephalia.

INDEX TERMS: Abortion, bovine, congenital anomalies.

RESUMO.- Abortos e mortes neonatais sao causas im-
portantes de perdas reprodutivas na bovinocultura. Abor-
tos causados por anomalias congénitas sao esporadicos,
mas podem ocorrer de forma epidémica. Um levantamento
retrospectivo realizado no setor de Patologia Veterinaria
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul incluiu 307
casos de aborto bovino submetidos de setembro de 2001
a marco de 2007. Em dez casos (3,5%), foram observa-
das anomalias congénitas, das quais, artrogripose,
Amorphus globosus e fenda palatina (palatosquise) fo-
ram as mais freqientes. Causas infecciosas foram
investigadas, mas somente infec¢éo por BVDV foi detec-
tada por imunoistoquimica em um aborto com porencefalia.

TERMOS DE INDEXAGAO: Aborto, bovino, anomalias congé-
nitas.
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INTRODUCAO

Anomalias congénitas apresentam distribuicdo mundial e
podem causar aborto ou morte neonatal, gerando perdas
reprodutivas importantes (Thurmond et al. 1990, Knodaka-
ram-Tafti & lkebe 2005, Pimentel et al. 2007). Embora
abortos por anomalias congénitas possam ocorrer sob a
forma de surtos, a grande maioria dos casos ocorre sob
forma esporadica, envolvendo agentes infecciosos ou ndo
(Kirkbride 1992, Barr & Anderson 1993). Algumas vezes
podem envolver etiologia multipla (Kurogi et al. 1977). Dos
agentes virais, o virus da diarréia viral bovina (BVDV) é
importante causa de hipoplasia cerebelar, bragquignatismo,
hidrocefalia, porencefalia, artrogripose e desmielinizagéo
da medula espinhal em bezerros e fetos bovinos aborta-
dos (Roeder et al. 1986, Ross et al. 1986). Adicionalmen-
te, surtos de artrogripose e hidrocefalia em bovinos na
Austrdlia foram associados a altos titulos de anticorpos
do Akabane virus (Hartley et al. 1977, Coverdale 1978,
Konno et al. 1982, Nicolson et al. 1985).

Causas nao-infecciosas de anomalias congénitas in-
cluem genes autossdmicos recessivos e ingestao de plan-
tas téxicas como Lupinus sericus e Lupinus caudatus, cujo
consumo entre 40 e 70 dias de gestacdo pode causar
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artrogripose e outras malformagdes em bezerros (Shupe
et al. 1967).

Estimativas sobre a prevaléncia de anomalias congé-
nitas em fetos bovinos abortados variam amplamente
(Greene et al. 1973). Levantamentos realizados em 265
fetos bovinos no Canada indicaram que 2,6% dos abor-
tos sédo devidos a defeitos congénitos, dos quais a
artrogripose é a anomalia mais comum (Knodakaram-Tafti
et al. 2005). No Brasil, casos de defeitos congénitos ja
foram mencionados em bufalos (Schild et al. 2003),
caprinos (Schmidt & Oliveira 2004, Pimentel 2007), ovi-
nos (Nébrega et al. 2005) e bovinos (Santos et al. 2005),
entretanto, informagdes sobre a prevaléncia de anomali-
as em fetos bovinos abortados séo limitadas. O objetivo
deste trabalho foi descrever casos de anomalias congé-
nitas em fetos bovinos abortados, ressaltando a sua pes-
quisa como possivel causa de aborto bovino no sul do
Brasil.

MATERIAL E METODOS

O total de 307 fetos bovinos abortados, provenientes principal-
mente da regido sul do Brasil, foram enviados para diagnéstico
entre 2001 e 2006. Aborto foi definido como interrupcao da ges-
tacdo entre 42 e 260 dias. Casos de nascimentos prematuros
de bezerros antes dos 260 dias de gestacdo também foram
considerados abortos. Os fetos foram necropsiados e a idade
foi estimada conforme o comprimento da nuca até a insergao
da cauda (Barr et al. 1990). Fragmentos de cérebro, pulméao,
figado, rim, timo, coragao, musculo esquelético, baco e abomaso
foram coletados, fixados em formalina tamponada a 10%, pro-
cessados rotineiramente para exame histopatoldgico e cora-
dos pela hematoxilina e eosina. Impressdes de sec¢des de rim
foram testadas pela imunofluorescéncia direta para Leptospira
sp. com anticorpo comercial multivalente, na diluicao de 1:20
(Miller et al. 1989). Fragmentos de figado, pulmao e contetdo
abomasal foram coletados para bacteriologia (aerdbio e Brucella
sp). O cultivo aerdbio foi realizado em agar sangue ovino (5%)
e a tentativa de isolamento de Brucella sp. em meio base de
agar sangue (Alton et al. 1988, Timoney et al. 1988) acrescido
com 5% de sangue ovino e antibiéticos. Fragmentos de timo e
sistema nervoso central foram submetidos ao teste
imunoistoquimico com anticorpo monoclonal anti-BVDV (15C5
Syracuse, USA), na diluicdo de 1:500 em PBS. A recuperacgao
antigénica foi feita com protease 0,05% por 15 minutos a 37°C
e as marcacoes inespecificas (background) foram reduzidas a
partir da aplicagdo de leite desnatado a 5% por 15 minutos. O
anticorpo primario foi aplicado durante 50 minutos a tempera-
tura de 37°C, seguido do anticorpo secundario conjugado a
fosfatase alcalina (Dako, USA) por aproximadamente 20 minu-
tos cada, a temperatura ambiente. Vermelho permanente
(permanent red/code 0695, Dako) foi o cromégeno utilizado.
Controles positivos foram inseridos simultaneamente com as
laminas testadas. Foi empregada hematoxilina como contra-
corante, por aproximadamente 1 minuto (Schmitz 20086).
Imunoistoquimica para o virus da rinotraqueite infecciosa bovi-
na (IBR) foi realizada utilizando um anticorpo policlonal anti-
BHV-1 (VMRD) na diluicdo 1:200 em casos com lesdes
necroéticas no figado . Foi aplicada uma solugéo de perdxido de
hidrogénio a 3% por 10 minutos para a realizacdo do bloqueio
da peroxidase enddgena. Para recuperacéo antigénica utilizou-
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se calor com as laminas imersas em tampao citrato (pH 6,0), as
marcacoes inespecificas foram reduzidas pela aplicagao de leite
desnatado a 5% por 15 minutos. O anticorpo primario foi apli-
cado durante 45 minutos a temperatura de 37°C, seguido do
anticorpo secundario biotinalado e solu¢éo da avidina conjugada
com peroxidase por aproximadamente 20 minutos cada, a tem-
peratura ambiente. A revelagdo da marcacao foi obtida através
da utilizagdo do cromdgeno tetra-hidrocloreto de 3,5-diamino-
benzidina (DAB, Dako), por 5 a 10 minutos. Foi utilizado
hematoxilina como contra-corante, por 1 minuto.

RESULTADOS

Entre setembro de 2001 e margo de 2007, foram analisa-
dos 307 fetos bovinos abortados. Destes, 10 apresentam
anomalias (3,25%). A idade dos fetos variava entre 6 e 8
meses de idade gestacional. Os exames bacterioldgicos
e de imunofluorescéncia para Leptospira sp. foram nega-
tivos em todos os casos. Lesdes macroscopicas foram
observadas nos dez casos analisados. Nos Casos 1, 3 e
8 havia flexao da articulagao carpo-radial com contratura
muscular e articular simétrica e bilateral (artrogripose). O
Caso 1 tinha ossos do cranio e dos membros densos com
diminuicdo do canal medular evidente nos 0ssos longos
(osteopetrose). O Caso 2 (Fig.1) apresentava hemisfério
cerebral com circunvolugdes pouco definidas e uma cavi-
dade cistica (porencefalia) na substancia branca da re-
giao posterior do cortex cerebral, com forma triangular e
aproximadamente 4mm de didmetro. Os Casos 4 e 7 se
caracterizavam por uma massa amorfa (Fig.2) de tecido
medindo 10 x 5¢cm de diametro, recoberto por pele hirsuta
e com coloragéo interna amarelada (Amorphus globosus).
O feto do Caso 5 apresentava cabeca curta, com mandi-
bula projetada e lingua de tamanho normal, mas protusa.
Os hemisférios cerebrais estavam reduzidos, nao sepa-
rados e com circunvolugdes pouco definidas (hipoplasia
prosencefalica). No Caso 6, a cavidade craniana tinha
tamanho aumentado (Fig.3), com ventriculos laterais di-
latados, grande quantidade de liquido internamente
(hidrocefalia) e pequena quantidade de tecido nervoso
atrofiado junto as leptomeninges. Nos Casos 6 e 10, ha-
via fenda na linha média do palato duro com comunica-
¢ao com a cavidade nasal (palatosquise) (Fig.4). No Caso
9, foi constatada duplicacao craniofacial (diprosopo
tetraoftalmico), sem separacédo completa das cabecas
(Fig.5), com dois olhos, um nariz, uma boca e duas ore-
Ihas. As estruturas tinham tamanhos semelhantes em re-
lacdo as do outro antimero e havia fenda palatina
(palatosquise) nas duas cabecgas. Um resumo dos dados
dos fetos e das alteragcdes macroscoépicas é apresentado
no Quadro 1. Microscopicamente, havia auséncia de
osteoclastos e formacao de finas trabéculas dsseas nos
0ssos do cranio do Caso 1. No Caso 2, havia uma cavida-
de cistica delimitada por astrécitos no cérebro. Nos Ca-
sos 4 e 7, as alteragdes histoldgicas se caracterizavam
pela presenca de material amorfo composto por pele e
colageno. No Caso 5, o cérebro apresentava vacuolizagéo
da substancia branca e cromatdlise neuronal. No Caso 6,
o cérebro apresentava congestao e vacuolizagdo da subs-
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Fig.1. Feto bovino abortadoo. Porencefalia. Hemisfério cerebral
apresentando ao corte uma cavidade cistica em forma trian-
gular, medindo aproximadamente 4mm de didmetro na subs-
tancia branca na regiao posterior do cortex cerebral (Caso
2).

Fig.3. Feto bovino abortado. Hidrocefalia. Cavidade craniana
aumentada de tamanho (Caso 6).

Fig.5. Feto bovino abortado. Diprosopo tetraoftalmico. Duplica-
céo craniofacial, sem separagéo completa das cabecas.
(Caso 9).

". e M'q6
Fig.2. Amorphus globosus. Massa amorfa coberta por pele

hirsuta, apresentando ao corte, uma coloragdo amarelada
no seu interior (Caso 4).

- . -

Fig.4. Feto bovino abortado. Fenda no palato duro com comu-
nicacao na cavidade nasal (palatosquise) (Caso 10).

Fig.6. Imunoistoquimica anti-BVDV em cérebro de feto bovino.
Presenca de antigenos virais em células endoteliais de va-
s0s sanguineos marcados em vermelho (Caso 2). Método
estreptavidina biotina (fosfatase alcalina) cromégeno ver-
melho permanente, obj.40x.
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Quadro 1. Principais alterag6es macroscopicas
observadas nos fetos bovinos abortados com anomalias

Caso Sexo Idade Raca Alteragdes macroscopicas IHQ
(meses) BVDV

1 M 6 HPB Osteopetrose craniana e
artrogripose

2 F 8 Jersey Porencefalia +

3 M 6 HPB Artrogripose

4 (0] Q Q Artrogripose -

5 M 8 HPB Hipoplasia prosencefalica -

6 M 8 Red Angus Hidrocefalia e fenda palatina -
(palatosquise)

7 Q Q Q Amorphus globosus -

8 F 6 Jersey Artrogripose -

9 F 8 Q Diprosopo -

10 (%] (0] (0] Fenda palatina (palatosquise) -

@ nao determinado, (+) positivo, (-) negativo, HPB = Holandés preto e
branco. IHQ = imunohistoquimica, BVDV = virus da diarréia viral bovina.

tancia branca. Nos demais casos nao foram observados
alteracbes histolégicas significativas. Dos 10 casos ana-
lisados, somente o Caso 2 apresentou marcagéo positiva
na imunoistoquimica para BVDV. Antigenos virais foram
detectados nas células endoteliais dos vasos no sistema
nervoso central (SNC) (Fig.6) e nos centros linféides do
timo. A imunoistoquimica para IBR foi negativa nos casos
avaliados.

DISCUSSAO

O presente trabalho descreve aspectos macroscopicos,
histopatolégicos e imunoistoquimicos de abortos bovinos
devidos a anomalias congénitas. Perdas fetais por ano-
malias congénitas tém taxas de prevaléncia que variam
de 1,3-22,5% (Kirkbride 1992, Khodakaram-Tafti & Ikede
2005). Anomalias como artrogripose, Amorphus globosus
e fenda palatina (palatosquise) foram as mais freqlientes
nesse estudo. Achados semelhantes foram descritos pre-
viamente (Alves et al. 1996, Pople 2003). Em bovinos,
diversos agentes infecciosos tém sido apontados como
causadores de malformacoes fetais (Leipold et al. 1973,
Dennis & Leipold 1979). A infec¢do intra-uterina pelo vi-
rus Akabane em bovinos nos Estados Unidos tem sido
associada com artrogripose em fetos abortados (Greene
etal. 1973, Konno & Nakagawa 1982, Konno et al. 1982).
Nesses casos, lesdes microscopicas no SNC caracteri-
zadas por degeneracao walleriana, encefalomielite e
perivasculite mononuclear sao descritas. Entretanto, le-
sOes microscopicas semelhantes nao foram observadas
nesse estudo. Além disso, casos de infeccao pelo virus
Akabane ainda nao foram relatados no Brasil (Schmidt &
Oliveira. 2004) diminuindo a possibilidade desse agente
estar associado a artrogripose descrita aqui. Estudos pré-
vios realizados no Brasil sobre artrogripose em bovinos e
ovinos relatam auséncia de um agente etiolégico especi-
fico (Borges et al. 1997), sugerindo associagao com fato-
res genéticos, como genes autossémicos recessivos, por
exemplo (Spielman et al. 1944).

Outra causa potencial de anomalias fetais é a infec-
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¢ao intra-uterina pelo virus BVD (Roeder et al. 1986, Jubb
et al. 1993) que tem sido associada, universalmente, com
lesbes no SNC tais como hipoplasia cerebelar (Jubb et
al. 1993), hidrocefalia (Scott et al. 1973), porencefalia
(Roeder et al. 1986) e osteopetrose (Jubb et al. 1993, Nuss
et al. 2005). Somente o caso de porencefalia foi positivo
na imunoistoquimica para BVD, sugerindo associacao
relativamente baixa entre o virus e 0s casos aqui mencio-
nados. Lesdes no SNC sao seqlielas comuns de infeccao
materna pelo virus BVD entre 94 e 150 dias de gestacao
€ que causam aborto (Scott et al. 1973, Brown et al. 1975).
Nesse caso, o feto tinha 240 dias de idade gestacional,
portanto, suspeita-se que a infecgcéo tenha sido estabele-
cida no inicio da gestagao, quando o feto era incapaz de
montar uma resposta imunolégica adequada, desenvol-
vendo-se como persistentemente infectado (Pl) e conse-
cutivamente, sofrendo as lesées no SNC. Provavelmen-
te, por ser um animal PI, uma forte marcagéo foi observa-
da na imunoistoquimica, indicando a presenca de grande
quantidade de antigenos virais de BVDV nos tecidos ana-
lisados. E pouco provavel que a infec¢éo pelo virus BVDV
esteja associada aos casos de osteopetrose e hidrocefalia
relatados aqui, pois lesbes como hipoplasia cerebelar,
microftalmia e ulcerac¢des no trato alimentar, que sao tipi-
camente associadas com BVD, ndo foram observadas.
Além disso, a imunoistoquimica foi negativa em ambos.
Outra possibilidade que tem sido descrita em casos de
osteopetrose em bovinos da raca Angus esta associada
com genes autossémicos recessivos (Leipold et al. 1986).

Resultado negativo na imunoistoquimica para BVDV
foi esperado, também, no caso de diprosopo. Fatores que
provocam a duplicagcdo embrionaria séo ainda objeto de
estudo, pois gémeos unidos (monstros duplos) e gémeos
idénticos parecem ter a mesma origem e resultam de al-
teracdes na divisdo do zigoto (Arthur 1956, Santos et al.
2005). A causa de monstruosidades pode ser atribuida a
defeitos nos genes das células germinativas ou a influén-
cias ambientais que agem no desenvolvimento do feto
onde o fator hereditariedade esta, na maioria dos casos,
presente (Arthur 1956).

Outros agentes virais como o virus da IBR e virus da
lingua azul (BTV) podem causar abortos e anomalias em
bovinos (Lager 2004). Estudos soroldgicos realizados em
bovinos nos estados da Paraiba (Melo et al. 2000), Sergipe
(Melo et al. 1990), Minas Gerais (Castro et al. 1992), Rio
de Janeiro (Cunha et al. 1987), Santa Catarina e Rio Gran-
de do Sul (Cunha et al. 1982) relatam a presenca de
anticorpos do virus da lingua azul no rebanho brasileiro.
Testes soroldgicos relativos a essa enfermidade nao fo-
ram realizados nesse estudo. Pesquisas realizadas no
Rio Grande do Sul apontam uma soroprevaléncia de
1,22%, indicando soropositividade menor que a observa-
da em Sergipe, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Santa
Catarina que variaram entre 37,75%-89.69% (Lager 2004).
Sugere-se, portanto, uma baixa associa¢ao desse virus
com os casos de anomalias fetais verificados aqui. Em-
bora o virus da rinotraqueite bovina (IBR) tenha sido fre-
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quentemente apontado como agente causador de lesbes
necroticas no figado e hipoplasia cerebelar em fetos bo-
vinos (Schmidt et al. 1996), tais lesdes ndo foram obser-
vadas, diminuindo a possibilidade desse agente estar
associado com esses casos de anomalias fetais. Adicio-
nalmente, o resultado da imunoistoquimica para IBR foi
negativo em todos os casos de anomalias testados.

Outros achados como hipoplasia prosencefalica e
Amorphus globosus provavelmente estejam associados
a genes autossémicos recessivos, uma vez que agentes
etiologicos nao foram observados nos respectivos casos.
Diante dos resultados apresentados, é importante incluir
anomalias fetais como causas de abortos em bovinos no
Sul do Brasil.
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