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Resumo

Na llha de Marajé (Pard), encontram-se os cavalos das racas Marajoara e Puruca,
originados na regido e adaptados as adversidades climaticas do bioma amazénico, bem como
outras racas introduzidas e mesticos, muitos dos quais vivem em condicdes ferais. Estima-se
que aproximadamente 40% dos equideos da Ilha sejam soropositivos para a anemia infecciosa
equina (AIE), provocada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV). Com a auséncia de
tratamento e vacinas eficazes, o controle da doenca se da pela quebra do ciclo de transmisséo,
que ocorre por via horizontal, através de fomites ou pela picada de insetos hematofagos. Ha
indicios de que os potros sejam mais resistentes a infeccdo pelo EIAV, mesmo em regides com
alta densidade de vetores, como na Amazonia Brasileira. Dessa forma, o presente trabalho teve
dois objetivos: (1) estabelecer uma metodologia de controle da AIE em uma propriedade
representativa da llha de Marajd, localizada no municipio de Soure, atraves da associacdo de
testes diagndsticos (IDGA e ELISApgp45) e segregacao dos soropositivos; e (2) determinar a
transmissibilidade do EIAV para potros nascidos e mantidos com éguas ferais soropositivas até
0 desmame natural. Foi observada uma queda significativa na prevaléncia da AIE no rebanho,
que foi reduzida de 27,09% para 0,36% ao final de dois anos do estudo, enquanto os potros
apresentaram baixa taxa de infeccdo, apenas 7,14% do grupo tornou-se soropositivo no
periodo avaliado. Os resultados obtidos mostram que é possivel controlar a disseminacgédo da
AIE em areas de alta prevaléncia através de monitoramento periddico e segregacdo dos
positivos, assim como obter potros negativos nascidos de éguas positivas mesmo apés
desmame em condic¢des naturais em uma regido com alta densidade de vetores.

Palavras-chave: EIAV, controle, transmisséo para potros, equideos ferais, Amazonia



Abstract

The Marajoara and Puruca horses live in the Marajo Island (Pard), originated in the
region and adapted to the climatic adversities of the Amazon biome, as well as other introduced
and crossbred breeds, many of which are raised in feral conditions. It is estimated that roughly
40% of the equids on the island are seropositive for equine infectious anemia (EIA), caused by
the Equine infectious anemia virus (EIAV). Due to absence of effective treatment and vaccines,
the control of EIA occurs by breaking the transmission cycle, which occurs horizontally,
iatrogenic or by hematophagous insects. There is evidence that foals are more resistant to EIAV
infection, even in regions with high vector density, such as the Brazilian Amazon. Therefore,
the aims of this study were: (1) to establish an EIA control methodology in a representative
property of the Marajé Island, in Soure municipality, through the association of diagnostic tests
(AGID and ELISApgp45) and segregation of seropositive equids; and (2) determine the
transmissibility of the EIAV to foals borned and maintained with seropositive feral mares until
natural weaning. It was observed a significant prevalence decrease of EIA within herd, that
reduced from 27.09% to 0.36% at the end of two years of the study, while the foals had a low
infection rate, only 7.14% of the group became seropositive in the evaluated period. The results
obtained show that it is possible to control the spread of EIA in areas with high prevalence
through periodic monitoring and segregation of positives, as well as obtaining negative foals
born from positive mares even after weaning under natural conditions in a region with high
density of vectors.

Keywords: EIAV, control, transmission to foals, feral horses, Amazon



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1. Mapa da Ilha de Marajo (Pard) € SeuS MUNICIPIOS. .......ccerveirirerieinie e 16
Figura 2. Cavalos das racas Marajoara (esquerda) e Puruca (direita).........ccccoeevvervevvereeiinanenn 22
Figura 3. Estrutura e genoma do ETAV ..........ooiiiiiiiece et 24
Figura 4. Perfil da evolucéo da infeccdo apds inoculacdo experimental em cavalo com estirpe
PALOGENICA O ELAV ...t 26
CAPITULO 2

Figura 1. Representacdo esquematica da data e intervalos de tempos entre as cinco coletas
realizadas durante o periodo experimental de dOiS an0S...........ccccvveviiiieiieie e 43
Figura 2. Localizacdo geogréafica do municipio de Soure (azul).......cccccovvveeiiieieviee e, 44
Figura 3. Estrutura etaria do rebanho (n=388) em janeiro/2018.............ccccceviviveeviieeveeiiienn, 48

Figura 4. Composic¢do do rebanho, incluindo apenas animais > 7 meses de idade (n=358),
em janeiro/2018, em relacdo a raca/espécie (A), sexo (B) e tipo de manejo

(O TSSO P PRSPPI 49
Figura 5. Caracterizacdo dos positivos (n=97) em janeiro/2018 em relacdo a raca/espécie
(A), faixa etaria (B), sexo (C) e tipo de Manejo (D). .....cccovvieiiiiieeiiiiie e 49
Figura 6. Prevaléncia da AIE na propriedade durante o periodo de estudo...............cc.ccoueee.. 51
LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1. Quantidade de bovinos, bubalinos e equinos nos 4 municipios que contém os maiores
efetivos da 112 de MArajo.........couoe i 19
Tabela 2. Numero de casos e focos de AIE em equinos, por unidade federativa, notificados ao
MAPA entre 1999 € 2019.......oi ittt ettt b e nee 32
Tabela 3. Testes disponiveis para o diagnostico da AIE e a aplicacdo recomendada.................. 34
Tabela 4. Sequéncias de genoma completo do EIAV diSponiVeis...........ccoovveeiinencieiincnnnns 37
CAPITULO 2

Tabela 1. Variaveis utilizadas na analise eStatiStiCa...........ccccoerveieiieereeie s 47

Tabela 2. Resultado obtido na andlise de regressdo logistica multivariada considerando as
variaveis que apresentaram associagdo estatisticamente significativa em relacdo ao risco de

INTECGAOD PEIO ELAV ...t 50
Tabela 3. Detalhamento da quantidade de amostras coletadas na 22 a 52 coleta. .................... 51
CAPITULO 3

Tabela 1. Idade, raca, data das coletas e resultados dos potros avaliados para AIE.................... 61



LISTA DE ABREVIATURAS

ADAR 1 — adenosinas desaminases 1

AIE — anemia infecciosa equina

APHIS — Animal and Plant Health Inspection Service
BAGAM - Banco de germoplasma animal da amazé6nia oriental
BLV — Bovine leukemia virus

CAIEPAN - Programa de controle e prevencao da AIE no Pantanal sul-mato-grossense
CEUA — Comisséo de ética no uso de animais

CRAIE - Centro di Referenza Nazionale per I'’Anemia Infettiva degli Equini
Crm1 — Chromosomal Maintenance 1

CTL - linfécitos T citotoxicos

DNA — &cido desoxirribonucleico

DPI — dias p6s-infeccéo

dTTP — desoxitimidina trifosfato

dUTP — desoxiuridina trifosfato

EIAV — Equine infectious anemia virus

ELISApgp45 — ensaio imunoenzimatico com peptideo gp45
ELR-1 — equine lentivirus receptor-1

EUA — Estados Unidos da América

FIV — Feline immunodeficiency virus

HIV — Human immunodeficiency virus

HTLV-1 - Human T-cell leukemia virus type-1

IDGA — imunodifusdo em gel de agar

IgG — imunoglobulina G

IgM — imunoglobulina M

IN — instru¢do normativa

IZS — Istituti Zooprofilattici Sperimentali

LTR — long terminal repeats

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
MDM — macrofago derivado de monocito

MMTYV — Mouse mammary tumor virus

MRNA — RNA mensageiro

NADbs — anticorpos neutralizantes

OIE — Organizacdo Mundial de Saude Animal

OPD - o-phenylenediamine

ORF — open reading frames



PCR — reacdo em cadeia da polimerase

PBS — phosphate buffered saline

PND — principal neutralizing domain

PIB — produto interno bruto

RNA — acido ribonucleico

RT — reverse transcriptase

SRLV — Small ruminant lentiviruses

SPI — semanas pos-infeccao

T.A. — temperatura ambiente

TNF — fator de necrose tumoral

USDA — United States Department of Agriculture
UTR — untranslated regions

UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais



SUMARIO

L. INTRODUGAO ..ottt ses s 14
2. CAPITULO 1. ReViSA0 A€ IHEratUra..........cccooeveuereereieercieeeieeeeseeteeee s, 16
2.1, HNA AE IMAIJO ...ttt et 16
2.1.1. ECONOMIA ...ttt ittt bttt et et 18
2.1.2.  Origem do cavalo Marajoara............cceiveiueeriesieeseeieseeseeseesee e esae e sree e 19
2.1.3.  Origem do Cavalo PUIUCA .........ccveiiiiieiie et 19
2.1.4. DescaraCterizagao daS FAGAS. .......c.ueruerrerierereeeetesresteste st st e e e b nre e 20
2.1.5.  Caracteristicas e importancia dos Cavalos ...........ccocooerrienennienieseiee e 21

2.2.  Anemia infecciosa equina (AIE) ... s 23
2.2.1.  Particula viral € gEBNOMA .......cccueiiieiiiie et 23
A N (0] o115 0 (O IR [ | SR 24
2.2.3. SINAIS CHINICOS ...ttt 25
2.2.4.  Resposta imunoldgica do NOSPEAEITD .........ccueerieiriiriiieeserees e 27
2.2.5.  TTANSIMHSSEO ....c.viviteiiieteetieee etttk bbbt bbbttt b et 29
2.2.6.  EPIAEMIOIOGIA. ...ttt 32
A G B T To 310 1] (oo F SO OSR 33
2.2.8. Controle da AIE NO Brasil ........cccooiiiiiiiiiiiec e 37
2.2.9. Controle da AIE em OULIOS PAISES .......coveeiureieirieiieeieseesie et e e ae e e 38

3. CAPITULO 2. Proposta para controle da AIE em uma propriedade na llha de Marajo ..41

T8 O [ 011 (0T [F o (o SRRSO PR PRI 41
3.2, Material € MELOUOS. .....c..eieieieieieiesie et ettt 43
3.2.1.  Coleta de AMOSLIAS. .......cveieeeieieiesiee ettt 43
322 ArEA TR BSIUD ....cvvveeececeee ettt 44
3.2.3.  Caracterizac8o do grupo de eStUAOD .........ceveeeriierieie e e 44
3.2.4.  1dentificagao A0S ANIMAIS ........ovververiirieiieieiei et 45
3.2.5.  DIagnOStiCO SOrOIOQICO ......cuviuiiiiieiiisie it 45
3.2.6.  Segregacio & MONITOTaMENTO. ........ciiiiiieieieie ettt 46
B R Y - ] o SRR 47
3.2.8.  ANAIISE ESLALISTICA .. cveveeeeieseeeiese e 47
3.3 RESUITAUOS ...ttt bbbt bttt bbb 48
BiA. DISCUSSED ...ttt ettt ettt r et b e r et st b et b e n e bt r e n s 52

B 8 CONCIUSAD. .o e ——— 55



4. CAPITULO 3: Baixa taxa de transmissdo do EIAV para potros nascidos de éguas ferais
soropositivas na Amazonia Brasileira, apesar das condic¢des climaticas favoraveis a grandes

POPUIACOES e INSELOS VEIOIES. .. .cuviiiieieieiie et ettt ettt te et et esreeaesneenreanee s 56
I 1€ {0 (1 o T TSRS 56
4.2, Material € METOUOS. ........cveieiireiiiiri e et 58

421, Areado €StUAD .......c.cvevececeetecee ettt 58
4.2.2.  COleta das AMOSIIAS ........cccueieieierieite sttt 59
4.2.3.  ENSAI0S SOMOIOQICOS ......vveeirieiiitiieiesie ettt e 59
4.3, RESUITAUOS .....ceeeeieiiitieeiee ettt et n s 60
A4, DISCUSSED ....ueveveneetieteteseete sttt ettt ettt ekt s b e b st e bt b et e st e bt e ekt et e e e e bt ben et e 62
4.5, CONCIUSAD. .....ccuitieeiiiteieeete ettt bttt bbbt 65

5. CONSIDERAGOES FINAIS .....ooiiieieeeieeieeeeeeeeeeee et ses et ses s 66
6. PERSPECTIVAS ..o 68
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......oooooeeieeeeeeeeeeeee s eseeeeeesaesaessss s 69
8. ANEXOS ... 78



14

1. INTRODUCAO

A equideocultura ganha cada vez mais importancia econdmica no mercado brasileiro.
A tropa nacional é superior a 7,8 milhdes de equideos (FAO, 2019) e, de acordo com o ultimo
levantamento econdmico realizado em 2016, a renda gerada somente pelo agronegdcio do
cavalo movimenta aproximadamente 16,15 bilhdes de reais por ano e produz cerca de trés
milhdes de postos de trabalho, incluindo empregos diretos e indiretos, sendo o segmento que
mais gera renda referente aos chamados “animais de lida”, que movimenta em torno de 8,58
bilhGes do total arrecadado. O rebanho brasileiro é composto por mais de cinco milhdes de
equinos, dos quais aproximadamente 3,9 milhdes sdo destinados ao trabalho em atividades
agropecudrias. Apesar do avango tecnoldgico e incorporacdo de méaquinas, o cavalo continua
sendo imprescindivel em atividades agricolas e pecuérias na maioria das propriedades,
especialmente para o0 manejo de gado (MAPA, 2016).

O estado do Para, que tem toda sua totalidade coberta pelo bioma Amazénia, possui 0
principal rebanho de bovideos da regido Norte do Brasil, com producdo relevante para a
economia do pais (IBGE, 2019). A llha de Marajd, localizada no extremo norte do estado, é 0
maior arquipélago fluviomaritmo do mundo, constituindo-se numa das regiGes mais ricas do
Brasil em termos de recursos hidricos e biolégicos. O arquipélago possui clima quente e tmido
durante todo o ano, com ciclos anuais de secas e inundacdes, quando aproximadamente dois
tercos do territério ficam alagados, entre os meses de janeiro e junho. Os cavalos das ragas
Marajoara e Puruca, originados na llha, sdo altamente adaptados as condicGes climaticas
adversas da regido e, portanto, desempenham papel fundamental no desenvolvimento da
pecudria local, principal atividade econdmica da regido, especialmente a bubalinocultura
(Brasil, 2007; FUNDAJ, 2014).

A anemia infecciosa equina (AIE) é a doenga de origem viral mais importante dos
equideos (equinos, asininos e muares). A doenca é provocada pelo Equine infectious anemia
virus (EIAV), resultando em uma infeccdo persistente e incurdvel. Na auséncia de vacinas
eficazes, o controle da doenca é dependente da quebra do ciclo de transmissdo, que se da pela
transferéncia de sangue contaminado atraveés de praticas de manejo inadequadas, especialmente
pela reutilizacdo de materiais contaminados, e pela picada de insetos hematofagos (Issel et al.,
2014). Ha poucos dados disponiveis, mas acredita-se que a AlE seja endémica na llha de
Marajo, em acordo com as condi¢bes ecoldgicas peculiares do arquipélago, como calor e
excesso de umidade, que favorecem uma alta densidade de insetos e, portanto, podem

influenciar na prevaléncia de doengas de transmisséo vetorial. Assumindo que a prevaléncia
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seja alta, o estabelecimento de medidas de controle sanitario e identificacdo precoce dos animais
infectados séo essenciais para o controle da disseminagdo da AIE, pois viabilizaria uma maior
sobrevida dos cavalos, auxiliando na preservacdo das racas locais, além de possibilitar a

comercializacdo e o desenvolvimento socioeconémico da regido.
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2. CAPITULO 1. Revisdo de literatura

2.1. llha de Marajé

A aproximadamente 90 km de distancia de Belém, capital do Para, o Marajé se constitui
no maior arquipélago fluviomaritmo do mundo, localizado no extremo norte do estado do Par3,
na foz do rio Amazonas. Inicialmente chamada de “Grande Ilha de Joanes”, a principal ilha do
arquipélago recebeu o nome de “Marajo” em 1754, que em tupi significa “barreira do mar”. Na
porcdo noroeste, a Ilha é banhada pelas aguas do rio Amazonas; ao norte, pelo Oceano
Atlantico; ao leste, pela Baia do Marajo; e ao sul, pelo rio Para. Com 49.606 km?, a llha é hoje
composta por 16 municipios: Afud, Anajas, Bagre, Breves, Cachoeira do Arari, Chaves,
Curralinho, Gurupd, Melgaco, Muana, Ponta de Pedras, Portel, Salvaterra, Santa Cruz do Arari,
S&o Sebastido da Boa Vista e Soure, subdivididos em trés microrregides, conforme apresentado
na Figura 1 (Lima et al., 2005; Brasil, 2007).

MESORREGIAO DO MARAJO
ESTADO DO PARA

Amapa
Oceano Atlantico

Legenda

Microrregido do Arari
Microrregido do Furo de Breves

Microrregido de Portel

Figura 1. Mapa da llha de Marajé (Pard) e seus municipios
Adaptado de: http://movimentomarajoforte.blogspot.com/p/mesorregiao-do-marajo.html

A llha de Maraj6 é inteiramente situada no bioma Amazodnia. A regido é caracterizada
por clima de floresta tropical, com duas estacdes bem definidas: seca e chuvosa, regionalmente
chamadas de “verdo” e “inverno”. O periodo chuvoso compreende os meses de janeiro a junho,

qguando aproximadamente dois ter¢os da superficie ficam alagadas, com registro de chuvas
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praticamente todos os dias e maiores indices pluviométricos entre fevereiro e abril. Na estacéo
seca, poucas chuvas localizadas ocorrem até dezembro. O indice pluviométrico anual varia de
2.800mm a 3.400mm, a temperatura anual media € de 27°C, enquanto a umidade relativa do ar
se mantém acima de 80% durante todo o0 ano (Lima et al., 2005; Schaan, 2010).

A maior parte do territério apresenta superficie baixa e relativamente plana,
sazonalmente inundada, onde se encontram manguezais, igapds, varzeas (que constituem 0s
extensos campos naturais do Marajo) e os tesos, porcdes de terras altas ndo inundaveis e
procurados pela populacdo para moradia e reflgio do gado na estacdo chuvosa, assim como as
areas de terra firme (Brasil, 2007; IPEA, 2016). As areas de varzeas, contendo solos com textura
argilosa, sdo altamente férteis, em funcéo da deposicao de substancias minerais e organicas em
suspensdo nas aguas do rio Amazonas, causadas pela movimentacdo das mares (Brasil, 2012).
Na porcdo norte-nordeste da Ilha, com maior influéncia oceanica, predominam planicies
fluviomarinhas. Ao sul-sudoeste, com maior influéncia fluvial, predominam planicies aluviais
(IPEA, 2016).

A fauna e a flora sofrem influéncia direta da hidrografia, caracterizada por uma
complexa rede fluvial (canais, furos, lagos, etc.), e 0 movimento diario das dguas € um elemento
definidor da paisagem (Brasil, 2012). Tais caracteristicas colaboram para a ocorréncia de
espécies altamente adaptadas a regido, constituindo uma geomorfologia e biodiversidade
Unicas, bem como paisagens naturais heterogéneas, que tornam o local de grande interesse para
pesquisas de ecossistemas (Lima et al., 2005; Brasil, 2007).

Além dos animais nativos, varias espécies de mamiferos introduzidas se adaptaram
muito bem e passaram a fazer parte do ecossistema local, algumas com grande relevancia na
economia, como no caso dos bufalos, introduzidos no Brasil no final do século XIX, pela Ilha
de Marajo, naturalizaram-se e incorporaram-se a regido. Hoje existem quatro ragas no pais:
Murrah, Jafarabadi, Mediterraneo e Carabao, além do tipo Baio, sem padrao racial definido. O
mesmo aconteceu com os cavalos, de origem datada na llha em mais de 300 anos, fazem parte
hoje da fauna local (Marques et al., 2001; Marques et al., 2003).

Algumas espécies, nativas e/ou adaptadas, correm risco de extin¢do pelo processo de
desmatamento, caca e cruzamento com outras espécies. Dessa forma, foi implementado em
1997, em Salvaterra, o0 Banco de Germoplasma Animal da Amazoénia Oriental (BAGAM), da
Embrapa Amazonia Oriental, que tem como principal objetivo a conservacao de germoplasma
de animais de interesse econdmico e/ou biolégico, com risco de extingdo e/ou
descaracterizacdo, bem como promover o melhoramento genético e conscientizacdo da

sociedade. No momento, das espécies marajoaras, fazem parte do banco os bufalos Carabao e
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tipo Baio, os cavalos Marajoara e o Puruca, e 0 quelénio Mugud (Marques et al., 2003;
EMBRAPA, 2016).

2.1.1. Economia

Em 2012, o setor de servicos representou 70,9% do PIB da regido, seguido do setor
agropecuario, com 15,1% (Brasil, 2015). A economia na llha de Marajo é essencialmente
primaria, baseando-se em pesca, atividade madeireira, extrativismo vegetal, agricultura de
subsisténcia, ecoturismo, ainda pouco explorado e, com maior expressividade, atividade
pecuaria (FUNDAJ, 2014).

Em 2019, o Para registrou 20,8 milhdes de cabecas de gado, 0 4° maior rebanho bovino
do pais, estimado em 214,9 milhGes. Quanto ao rebanho bubalino, o efetivo nacional foi de 1,4
milhdo de cabecas e o estado do Pard concentrou 38,1% desse total, equivalente a 546 mil
cabecas. O rebanho marajoara é constituido por bovinos (mais de 246 mil cabecas) e bufalos,
considerados o simbolo do Marajé, com mais 391 mil cabecas, correspondente a 71,6% do total
paraense (IBGE, 2019). Cerca de 22,8% do territorio é destinado a pecudria extensiva,
especialmente a bubalinocultura, que representou 75% do PIB do setor agropecuario (Brasil,
2007; Brasil, 2015). Em termos municipais, o maior efetivo bovino foi localizado em Chaves,
seguido por Cachoeira do Arari, Ponta de Pedras e Soure. Em relacdo aos bubalinos, o
municipio com maior rebanho foi Chaves, o0 segundo maior Soure, seguido por Cachoeira do
Arari e Ponta de Pedras (IBGE, 2019).

Outro importante protagonista no cenario da pecuaria marajoara é o cavalo,
principalmente as racas Marajoara e Puruca, originados na llha de Maraj6. Esses animais
desenvolveram caracteristicas que permitiram sua adaptacao as condi¢des climaticas adversas
da regido, sdo rusticos, com cascos resistentes e excelentes nadadores, sendo fundamentais no
manejo extensivo dos rebanhos bovino e bubalino para suprir as necessidades do trabalho de
campo e transporte, com baixo custo operacional, principalmente no periodo chuvoso (Marques
et al., 2016). Em 2019, o efetivo da Ilha foi estimado em 28.744 equinos, com maior rebanho
em Chaves, seguido por Soure, Ponta de Pedras e Cachoeira do Arari (Tab.1) (IBGE, 2019).
Nesses municipios, a maior populacdo de cavalos coincide com o maior numero de rebanhos
bovinos e bubalinos, corroborando a importancia desses animais no desenvolvimento da

pecuéria local.
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Tabela 1. Quantidade de bovinos, bubalinos e equinos nos 4 municipios que contém os maiores efetivos da Ilha

de Marajo.
Bovinos Bubalinos Equinos
Cachoeira do Arari 42.123 44.567 3.192
Chaves 66.748 175.439 8.515
Soure 35.728 84.267 6.892
Ponta de Pedras 36.123 27.845 5.279

Fonte: (IBGE, 2019)

2.1.2. Origem do cavalo Marajoara

Os primeiros lotes de equinos foram trazidos de Cabo Verde, por volta de 1702, pelos
colonizadores portugueses. Ocorreu entdo uma grande miscigenacao entre ragas lusitanas,
principalmente o Altér e o Puro Sangue Lusitano, originando o cavalo Marajoara. O criatorio
foi iniciado em Belém do Par4, onde se reproduziram excessivamente na cidade ainda em fase
de formacédo e com pequeno espaco disponivel. Eles devastavam as rogas e plantagdes, trazendo
grandes prejuizos, assim acabaram sendo realocados para a llha de Maraj6 (Costa et al., 2005;
Marques et al., 2016).

Desde a introducdo na llha, os cavalos foram submetidos as mais adversas condicoes,
num ecossistema totalmente diferente do seu continente de origem, com excesso de umidade e
alta temperatura. O ambiente hostil foi compensado por uma ampla variedade de pastagens
nativas dos extensos campos do Marajo, resultando num fenétipo bem adaptado e produtivo. O
sucesso dessa adaptacdo resultou em um grande aumento da populagdo equina, estimada em
um milh&o de cabecas, 0 que comecgou a trazer prejuizos para outras atividades agropecuarias,
pois as pastagens disponiveis se tornaram insuficientes para o uso dos bovinos. Dessa forma, o
abate dos cavalos chegou a ser estimulado pelo governo local no final do século XIX (Costa,
2008; FAEPA, 2015; EMBRAPA, 2016).

Por muito tempo, esses animais assumiram a condigdo de vida selvagem, adquirindo
rusticidade, forca, resisténcia e agilidade no deslocamento em locais pantanosos, importantes
caracteristicas da raca. Entretanto, com o abate deliberado e a ocorréncia de epidemias, a
populacdo desses animais foi reduzida drasticamente. Estima-se que hoje exista em torno de
150.000 exemplares em algumas regides do Norte do Brasil, muitos deles mesticados com
outras ragas (Marques et al., 2001; FAEPA, 2015; Marques et al., 2016).

2.1.3. Origem do cavalo Puruca
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Introduzidos na llha pelo criador Pedro Leite Chermont e inicialmente chamado de
“Ponei Marajoara”, 0 cavalo Puruca é resultante de cruzamentos do cavalo Marajoara com
poneis da raca Shetland, de origem inglesa, importados da Franca na penultima década do
século XIX. Desses cruzamentos, foram selecionados aqueles com o menor porte, com altura
padrdo de 1,18m (Marques et al., 2012; Marques et al., 2016).

Assim como 0 Marajoara, eles passaram pelo mesmo processo de selegcéo natural frente
as severas condicdes ambientais da regido, fixando as caracteristicas de rusticidade e resisténcia
do cavalo Marajoara, embora de porte bem menor e temperamento docil, tornando-se
indispensaveis nas atividades pecuarias do arquipélago (Costa, 2008; McManus et al., 2010).

Atualmente a populacdo de Purucas esta concentrada praticamente na llha de Marajé e
¢ estimada em apenas 500 exemplares, com pouco mais de 20 criadores. Entretanto as
informacdes disponiveis ndo sdo concretas, visto que a associacdo de criadores esta inativa ha
anos, o que acaba agravando ainda mais a situacdo da raca, sem controle genealdgico e em risco
de extingdo (Marques et al., 2016; EMBRAPA, 2016).

2.1.4. Descaracterizacao das racas

O desenvolvimento das racas Marajoara e Puruca na llha de Maraj6 é um classico caso
de selecdo artificial, baseado no cruzamento preferencial de animais que melhor representavam
as caracteristicas desejadas (Reis et al., 2008). Entretanto, essas ragas estao sofrendo atualmente
um processo de descaracterizacdo. Do ponto de vista genético, devido ao isolamento, essas duas
racas estariam geneticamente estabilizadas, o que compromete tal fato é o fluxo génico
indiscriminado com outras ragas introduzidas, levando a uma reducéo do nimero de individuos
com caracteristicas completas, colocando-as em risco de extin¢do (Costa et al., 2005; Marques
etal., 2016).

Apesar de todas as caracteristicas positivas, 0 Marajoara sempre esteve sob pressao para
aumentar o porte, a postura e melhorar a aparéncia, principalmente, porque os criadores
priorizam as caracteristicas fenotipicas, sem levar em consideracéo a rusticidade e adaptacdo
ao meio ambiente (Marques et al., 2016). Esses animais tém sofrido grande descaracterizacdo
resultante de cruzamentos mal dirigidos, que ameagam o futuro da raca pela frequéncia com
que essa pratica ocorre. Atualmente, ndo ha muitos animais padronizados dentro das
caracteristicas do Marajoara original. A maior parte da populacéo j& é mesticada com outras
racas recentemente introduzidas, como Quarto de Milha, Mangalarga Paulista, Puro Sangue

Inglés e Arabe (Costa, 2008; Marques et al., 2001; Marques et al., 2016). O Puruca sofre uma
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ameaca ainda maior por constituir uma populacdo muito pequena. Além do cruzamento com
racas exoticas puras e seus mesticos, ele também é submetido ao cruzamento desordenado com
0 Marajoara, 0 que tem resultado em uma substitui¢do progressiva do Puruca para um animal
de maior porte, descaracterizando o principal padrdo da raca (Marques et al., 2016).

Em um estudo com marcadores de microssatélites de DNA, foi encontrada reducéo na
heterozigose nas populacdes de Marajoaras e Purucas superior ao encontrado em outras ragas
europeias e brasileiras, sugerindo um aumento de endogamia, uma pratica comum entre animais
domeésticos, mas mais comum ainda em populacées com o tamanho reduzido. Neste mesmo
estudo, notou-se uma diversidade genética ligeiramente maior no Marajoara em relacdo ao
Puruca, tal achado foi atribuido ao fato de que o Marajoara constitui uma populagdo maior e
base fundadora mais ampla (Reis et al., 2008; lanella et al., 2017).

As pesquisas mostram que devido a uma estreita relacdo genética observada entre as
duas racas, 0 Marajoara pode ser utilizado como reserva bioldgica para a raca Puruca e vice-
versa, com necessidade de isolamento reprodutivo para maior fixagcdo de suas caracteristicas
raciais e genéticas (Costa et al., 2005; Marques et al., 2016).

Com o objetivo de conservar esses genotipos, foi implantado o Nucleo de Conservacao
de Cavalos Marajoaras e Purucas, no BAGAM, que mantém 43 cavalos Marajoaras e 17
Purucas. Estudos com as racas visam elaborar um programa de melhoramento, recuperagéo e
conservacao, bem como otimizar acasalamentos entre individuos geneticamente mais distintos.
Entre as acOes desenvolvidas, estdo a conscientizacdo da populacdo sobre praticas de manejo
adequadas, nutricdo e manejo sanitario, que tem como principais problemas o garrotilho, a

anemia infecciosa equina, a brucelose, o tétano, a laminite e outros (Marques et al., 2016).

2.1.5. Caracteristicas e importancia dos cavalos

Os cavalos caracteristicos da Amazonia (Fig. 2) sdo animais versateis, fortes,
inteligentes, rusticos e com grande resisténcia as adversidades do meio, adquiriram uma série
de adaptacbes morfolégicas, como cascos arredondados e modificagbes musculares
relacionadas ao trote, especializados para locais pantanosos, terras firmes, secas e pastagens
para bufalos (Reis et al., 2008; Marques et al., 2016). Pelas aptides desenvolvidas, eles séo
imprescindiveis para o desenvolvimento da pecuaria, na lida didria no campo, no manejo quase
sempre extensivo de bovinos e bubalinos. Sdo capazes de suportar grandes cargas, competindo

até mesmo com bufalos nessa funcdo, e portanto sdo utilizados também para suprir as
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necessidades de tracdo (ex.: carrogas e até pequenas embarcacfes) em trabalhos de rotina das
fazendas regionais (Costa, 2008; Marques et al., 2016).

Ambas as racas possuem qualquer pelagem (exceto albina e pampa), séo fortes, com o
porte bem proporcionado, musculatura definida, enérgicos e com andar em trote. O Marajoara
tem porte médio, os machos tém entre 1,35m e 1,56m de altura, j& as fémeas tém 1,30m e
1,50m. O Puruca tem porte pequeno, com 1,10m a 1,18m de altura para os machos, enquanto
as fémeas podem medir de 1,00m a 1,10m (McManus et al., 2010; Costa, 2008).

Figura 2. Cavlos das racas Marajoara (esquerda) e Puruca (direita).
Fonte: (Marques et al., 2016)

Os cavalos séo utilizados principalmente como animais de servi¢co, mas também s&o
considerados parte indissociaveis das relagcdes socioculturais da regido. Ambos possuem
temperamento ativo e docil, apresentando perfil adequado para desenvolvimento de atividades
de turismo, esporte e lazer. Anualmente, participam de festas tradicionais da Ilha, como provas
de resisténcia, enduros e corridas (FAEPA, 2015; Marques et al., 2016).

Uma reportagem publicada na Folha de Sao Paulo, em 1995, conta sobre a “Corrida do
Cavalo Marajoara”, a mais tradicional prova de enduro equestre do Para, com aproximadamente
180 km e duragdo de dois dias. Segundo a reportagem, essa corrida pertencia a “Feira
Agropecuaria do Arquipélago de Marajo” e estaria na sua 38* edigdo naquele ano. Em 2017, foi
realizado em Soure o “I Festival do Cavalo Marajoara”, que recebeu visitantes e competidores
de todo o Arquipélago e de outras capitais além de Belém. Com o sucesso da primeira edicdo,
foi dada continuidade ao evento, com realizacéo da terceira edigdo em 2019 e adicdo de novas
modalidades, sendo o enduro do cavalo Marajoara a prova mais esperada (Brasil, 2017; Brasil,
2019a). Os eventos e as feiras sdo importantes para a movimentacdo da economia local e



23

resgatam a tradicdo e a historia da regido marajoara, além de serem uma boa oportunidade para
divulgacdo da gastronomia, beleza, cultura e paisagem local.

2.2. Anemia infecciosa equina (AIE)

2.2.1. Particulaviral e genoma

A AIE é uma doenca infectocontagiosa que acomete 0s equinos, asininos e muares, e é
provocada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV), um virus classificado no género
Lentivirus, subfamilia Orthoretrovirinae e familia Retroviridae. Recentemente, houve uma
reclassificacdo dos niveis taxondmicos superiores e os retrovirus foram incluidos na ordem
Ortervirales, classe Revtraviricetes, filo Artverviricota, reino Riboviria (ICTV, 2021).

O material genético do EIAV constitui-se de duas copias de RNA de fita simples, ndo
complementares, de sentido positivo, com aproximadamente 8,2kbp, 0 menor e mais simples
genoma dentre os lentivirus conhecidos. Conforme demonstrado na Figura 3, o material
genético estad inserido em um nucleocapsideo, juntamente com as enzimas virais. A matriz
proteica em torno do capsideo é delimitada pelo envelope viral, originado a partir da membrana
celular do hospedeiro (Cook et al., 2013; Leroux et al., 2004).

Em comum com outros retrovirus, o genoma do EIAV possui 0s principais genes
estruturais gag, pol e env, flanqueados por duas regides long terminal repeats (LTR) ndo
codificantes (Fig.1). O gene env codifica as glicoproteinas do envelope gp45 (transmembrana)
e gp90 (superficie). Assim como em outros retrovirus, gag € o maior gene estrutural, produz as
proteinas p15 (matriz), p26 (capsideo), p11 (nucleocapsideo) e p9, que medeia a liberacdo da
progénie viral para o meio extracelular (Leroux et al., 2004; Cook et al., 2013). As proteinas
codificadas por pol incluem as proteases virais (pl2), responsaveis pela clivagem de
poliproteinas; integrase (p30), que promove a integracdo do DNA proviral ao nucleo da celula
hospedeira; transcriptase reversa (RT), necessaria para a conversao do RNA viral em DNA, que
também contém atividade de RNase H, para degradacdo do RNA hibridizado ao DNA; e a
dUTPase, que regula a relagdo dUTP/dTTP intracelular, evitando a incorporagdo incorreta de
uracila (U) no DNA sintetizado, uma vez que a maioria das polimerases de DNA néo tém
capacidade de diferenciar U de T (Leroux et al., 2005; Cook et al., 2013; Hizi and Herzig,
2015).
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Figura 3. Estrutura e genoma do EIAV
Fonte: (Issel et al., 2014)

Adicionalmente, o EIAV possui trés open reading frames (ORF) que codificam as
proteinas regulatorias tat e rev, existentes em todos os lentivirus, e a S2, Gnica no EIAV (Reis
and Cook, 2014). A proteina tat (transativadora da transcricdo) regula a expressdo génica
através da interacdo com o elemento TAR (elemento responsivo a tat), localizado na regido
LTR. Essa interacdo resulta no recrutamento de fatores celulares que potencializam a atividade
de elongamento da RNA polimerase 1l (Anand et al., 2008; Cook et al., 2013). Rev promove a
exportacdo nuclear de mRNA com splicing incompleto, que serdo traduzidos em proteinas
virais ou serdo empacotados para a formacdo de novas particulas. Essa proteina se liga ao
elemento RRE (elemento responsivo ao Rev) presente nos mRNA e sofre multimerizagédo antes
de ser transportado, facilitando a exportagdo do ndcleo para o citoplasma através de um fator
de exportacdo do hospedeiro, que acredita-se ser o fator Crm1 (Carpenter and Dobbs, 2010;
Cook et al., 2013). Ainda néo se sabe muito sobre os mecanismos de a¢do de S2, mas é bem
estabelecido que essa proteina é essencial para a patogénese e progressdo da doenca,
possivelmente pela desregulagdo na expressao de citocinas, otimizando o ambiente intracelular

para replicacdo e disseminacdo viral (Fagerness et al., 2006; Covaleda et al., 2010).

2.2.2. Tropismo viral

O EIAYV infecta naturalmente células da linhagem mondcito/macrofago. As proteinas

env estdo envolvidas com a entrada do EIAV na célula hospedeira, sendo a gp90 responsavel
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pela ligacdo ao receptor celular, identificado como equine lentivirus receptor-1 (ELR-1), um
membro da familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF) (Zhang et al., 2005; Issel
etal., 2014).

Apesar de os monaocitos/macrofagos serem os alvos primarios do EIAV, seu tropismo
ndo é restrito somente a estas células. Virus infeccioso j& foi obtido em cultivo primério de
celulas endoteliais de artéria renal isoladas de um cavalo assintomatico cronicamente infectado
(Maury et al., 1998). Proteinas do capsideo viral foram detectadas em células do epitélio
pulmonar de cavalos naturalmente infectados, o que poderia estar relacionado a lesdes
pulmonares observadas nesses animais (Bolfa et al., 2013). Em outro estudo, antigenos do
EIAV também foram encontrados em células epiteliais de bronquiolos terminais e células
endoteliais de septos alveolares, e adicionalmente nos rins, em células epiteliais dos tubulos
proximais e distais de cavalos naturalmente infectados (Bueno et al., 2020). A importancia
desses tipos celulares na persisténcia viral, evolugdo e transmissdo da doenca ainda nao foi
elucidada.

2.2.3. Sinais clinicos

O EIAV é responsavel por uma infeccdo persistente, com curso dindmico e bem definido
em equinos. Baseado em infeccOes experimentais, tipicamente, podem ocorrer trés fases
clinicas distintas: aguda, cronica e inaparente (Fig. 4). A fase aguda ocorre ap6s um periodo
de incubacdo de uma a quatro semanas, € caracterizada por febre, queda acentuada no
namero de plaquetas e alta carga viral, entretanto, os sinais podem ser ausentes ou leves,
passando despercebidos pelo proprietario (Issel etal., 2014). Na maioria dos casos, o animal
sobrevive a esse primeiro ataque febril e 0 episddio agudo desaparece em alguns dias. Entéo,
o cavalo entra na fase cronica, com duragéo variavel (quatro a 12 meses), em que se observa
ciclos recorrentes de trombocitopenia e febre, acompanhados por viremia, relacionados ao
ressurgimento de mutantes que escapam a resposta imunoldgica do hospedeiro. Se 0s
episddios clinicos forem frequentes, o animal pode desenvolver as manifestacfes cléssicas,
que incluem perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia, edema, caquexia, eventuais sinais
neuroldgicos, supressdo transitoria da resposta imunoldgica e hemorragias, que levam a
deterioracdo do quadro geral (Leroux et al., 2005; Issel et al., 2014).

Apesar da alta taxa de replicacdo do virus e da rapida variacdo antigénica,
principalmente do gene env, mais de 90% dos cavalos sobrevivem a fase cronica e evoluem

para o estagio de portador inaparente, com baixa carga viral e auséncia de sinais clinicos,
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devido a um eficiente controle imunoldgico. Esses portadores assintomaticos séo resistentes
a infeccdo subsequente por diferentes estirpes, indicando o desenvolvimento de uma potente
resposta profilatica (Craigo and Montelaro, 2013). A fase assintomatica pode durar por toda
vida do animal, mas é reversivel sob condi¢Ges de estresse ou imunossupressdo, quando o
virus pode voltar a se replicar em niveis suficientes pra desenvolver a doenca novamente
(Leroux et al., 2004; Cook et al., 2013), conforme representado na Figura 4.
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Figura 4. Perfil da evolucéo da infeccdo apds inoculacdo experimental em cavalo com estirpe patogénica do
EIAV. Valores de referéncia: febre: acima de 39°C; trombocitopenia: plaquetas abaixo de 10500/pL de
sangue; viremia: >10° copias de RNA/mL de plasma.

Fonte: (Craigo and Montelaro, 2013)

Os muares desenvolvem sinais clinicos de forma similar ao observado em equinos,
bem como também s&o potenciais fontes de infec¢éo para animais suscetiveis (Spyrou et al.,
2003). Muares assintomaticos naturalmente infectados, submetidos a imunossupressdo
farmacoldgica, apresentaram niveis de viremia de 10 a 1000 vezes menores do que 0S
observados para cavalos, mesmo assim apresentaram reativacdo do EIAV, com deteccdo de
febre entre nove e 17 dias apds a imunossupressao e episodios caracteristicos da forma aguda
da doenca (Autorino et al., 2016).

Por razdes ainda ndo elucidadas, o EIAV néo afeta asininos da mesma forma. Equinos
e asininos foram experimentalmente infectados com a mesma estirpe do EIAV, embora todos
0s equinos tenham desenvolvido doenca grave, 0s jumentos permaneceram clinicamente

saudaveis durante o periodo de observacdo de 365 dias, apresentando somente leve reducao
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transitoria de plaquetas e carga de RNA viral plasmatico pelo menos 1000 vezes menor do
que os cavalos, indicando que uma carga viral minima deve ser alcancada para permitir o
desenvolvimento de sinais clinicos. Foi demonstrado in vitro que macréfagos derivados de
monocitos (MDM) equinos e asininos foram igualmente suscetiveis, sugerindo que as
diferencas clinicas observadas entre essas duas espécies ndo estdo relacionadas a
permissividade da célula hospedeira (Cook et al., 2001). Outro estudo sugere que as
adenosinas desaminases 1 (ADAR1), de edicdo de RNA, podem estar relacionadas a
adaptacdo do EIAV em asininos. Essas enzimas reconhecem dsRNA e convertem adenosinas
(A) em inosinas (I), que sdo identificadas como guanosinas (G) durante a tradugéo (Tang et al.,
2015). Estas substituicdes A-para-G foram as mais frequentes no genoma de uma estirpe
altamente patogénica (EIAVpvii7) adaptada em jumento, quando comparada ao virus

parental (EIAVLn40) N80 patogénico para esta espécie (Tang et al., 2016).

2.2.4. Resposta imunoldgica do hospedeiro

A infeccdo pelo EIAV é considerada como um modelo de resisténcia imunoldgica
natural contra a replicagdo e persisténcia dos lentivirus. Entre esses mecanismos, destacam-
se: integracdo ao DNA da célula hospedeira; infeccdo de mondcitos com ativacdo somente
em macré6fagos maduros, permitindo disseminagdo do virus pelo organismo sem deteccao
pelo sistema imunoldgico; resisténcia natural aos fatores de restricdo do hospedeiro; variacdo
genética e antigénica, especialmente das proteinas gp90, que sofrem mudancas de
aminoacidos em determinadas regifes sem causar perda significativa de funcao bioldgica,
conferindo resisténcia aos anticorpos neutralizantes (NAbs) (Reis and Cook, 2014).

Em cavalos e poneis, os anticorpos contra o EIAV podem ser detectados por
immunoblot ou ELISA em 14 a 28 dias pos-infeccdo (dpi) em estudos experimentais (Mealey
et al., 2005; Cook et al., 2013). Naves et al (2019) detectaram 1gG anti-gp45 e anti-gp90 em 10
dpi utilizando ELISA. O'Rourke et al (1988) demonstraram que os titulos de anticorpos contra
gp90 e gp45 eram 10 a 100 vezes superiores aos titulos de anti-p26 em potros
experimentalmente infectados. Embora as glicoproteinas virais sejam altamente imunogénicas,
acredita-se que os anticorpos ndo tenham atividade neutralizante no inicio da infecgdo e que
néo estejam associados ao controle da viremia inicial (Mealey et al., 2005; Cook et al., 2013).

Em infeccdo experimental, a presenca de 1gG e IgM foi detectada no soro de pdneis em
trés semanas pos-infeccdo (spi). Anticorpos IgM aparecem mais cedo, mas tém menor

durabilidade. Os niveis de IgM contra env foram detectados trés spi, atingiram nivel maximo
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no mesmo intervalo e ficaram indetectaveis apos cinco semanas. As 1gGs contra proteinas do
envelope aumentaram gradualmente e atingiram valores maximos em sete a 10 spi, enquanto
as 1gGs anti-p26 aumentaram rapidamente e atingiram niveis maximos entre quatro e oito spi.
A avidez dos anticorpos aumentou gradualmente e atingiu picos entre oito a 10 meses apés a
infecgdo, com maturagdo semelhante para ambas as proteinas. Entretanto, NAbs ndo foram
detectados até dois a trés meses e aumentaram em aproximadamente quatro meses, quando 0s
episddios febris iniciais ja tinham sido superados, semanas antes do surgimento dos NAbs
(Hammond et al., 1997). Os NAbs ja foram detectados mais precocemente, em 23 a 46 dpi e
14 dpi, porém com baixos niveis de atividade neutralizante (O’Rourke et al., 1988; Mealey et
al., 2005). A resposta imune humoral contra o EIAV pode levar de seis a oito meses para
amadurecer completamente o que poderia explicar a duracéo da fase cronica da doencga, que é
de oito a 12 meses (Hammond et al., 1997).

Um mapeamento antigénico demonstrou a presenca de epitopos variaveis e conservados
na gp90 e na gp45, sendo que uma maior variacdo antigénica foi observada na gp90 (Rwambo
etal., 1990; Leroux et al., 1997). Os NAbs sdo dirigidos contra epitopos localizados em regides
hipervariaveis (V1 a V8) na gp90, principalmente contra um epitopo no dominio V5 e dois
localizados no dominio V3, designado como o principal dominio neutralizante (PND - principal
neutralizing domain), j& os epitopos ndo neutralizantes sdo localizados em ambas as regides,
variaveis e conservadas (Payne et al., 1989; Ball et al., 1992). Pbneis experimentalmente
infectados com uma estirpe com PND deletado permaneceram assintomaticos durante 14
meses, com auséncia de NAbs durante esse periodo, demonstrando a capacidade do sistema
imunoldgico em controlar a replicacdo viral para niveis subclinicos mesmo nessa condi¢do
(Craigo et al., 2002).

Em pobneis experimentalmente infectados com uma estirpe mutante de PND e
submetidos a imunossupressdo, apds o surgimento de episodios classicos de AIE e interrupgéo
da imunossupresséo, observou-se melhora dos sintomas clinicos, com reducéo da carga viral,
conforme o esperado. Curiosamente, foi observado aumento acentuado no nivel de anticorpos
especificos para env, acompanhados por NAbs contra a estirpe mutante do EIAV, semelhante
a resposta observada na infeccdo experimental com a estirpe de referéncia EIAVpy. Entretanto,
essas respostas nao apresentaram atividade neutralizante detectavel contra a estirpe EIAVpy
contendo gp90 completa, indicando a capacidade do hospedeiro em gerar resposta neutralizante
mesmo na auséncia do dominio imunodominante PND (Craigo et al., 2002).

Atualmente acredita-se que as respostas imunes mediadas por células sdo responsaveis

pelo controle inicial da infeccdo pelo EIAV e ndo as humorais, que podem levar de seis a oito
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meses para maturagdo completa (Hammond et al., 1997; Mealey et al., 2005). Cavalos
experimentalmente infectados desenvolveram resposta de linfocitos T citotoxicos (CTL) contra
gag e envem 14 dpi e foram capazes de controlar o pico virémico inicial. Apesar da dominancia
da resposta contra env, o controle da carga viral correlacionou-se com a frequéncia de TCD8+
especifico para gag, provavelmente devido ao escape imunoldgico de variantes virais env
identificadas em cavalos, o que ndo foi observado para gag. Portanto, o escape viral limita a
eficiéncia de uma resposta CTL imunodominante contra env, indicando que as repostas
especificas para gag tem um papel fundamental no controle imunoldgico do EIAV (Mealey et
al., 2005).

Uma vez que a replicagéo viral aguda tenha sido controlada, o animal permanece livre
de sinais clinicos evidentes até que uma variante viral apareca e escape do controle
imunoldgico. No mesmo animal, em cada novo episadio febril ha o surgimento de uma variante
viral, ndo neutralizada por anticorpos gerados contra os virus do episodio febril anterior. Isso
ocorre devido a auséncia de revisao pela transcriptase reversa e por eventos de recombinacéo
entre as duas copias de RNA em cada particula viral (Hammond et al., 1997; Reis and Cook,
2014). Um estudo sobre a cinética de escape de anticorpos em cavalos com imunodeficiéncia
combinada severa, experimentalmente infectados com EIAV, ap6s transfusdo de plasma
contendo NADbs, confirmou que a presséo seletiva dos NAbs passivamente transferidos resultam
em mudancas rapidas e profundas na composi¢do da populagdo do virus in vivo (Schwartz et
al., 2015).

Finalmente, a reducédo dos niveis de viremia durante a fase cronica e o controle geral da
doenca ocorrem quando ha uma maturacdo e ampliacdo da resposta imune celular e humoral,
devido ao aumento de reconhecimento de epitopos associados as respostas celulares, e pela
evolucdo dos anticorpos especificos, que passam gradualmente de uma populacdo de baixa
avidez e ndo neutralizante para uma populagdo com avidez mais elevada, com acdo
neutralizante e um perfil de reatividade cruzada mais genérica (Hammond et al., 1997). Mesmo
com aprimoramento das respostas, capazes de restringir o EIAV e prevenir a doenga por longos
periodos, o provirus e 0 RNA viral persistem em todos os tecidos em niveis extremamente
baixos, portanto, apesar de o sistema imunoldgico desenvolver uma resposta robusta, isso nao

é suficiente para eliminar completamente o virus do organismo (Harrold et al., 2000).

2.2.5. Transmissao
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O sangue do animal contaminado é a principal fonte de infecgdo, portanto, aqueles
individuos na fase aguda/crénica que apresentam picos de viremia, sdo particularmente mais
eficientes na transmissdo do EIAV. A maioria dos equideos infectados na natureza estdo
assintomaticos e, apesar da baixa carga viral, eles representam um papel significativo na
manutencdo da EIAV, uma vez que sdo reservatorios permanentes do virus. A importancia
dos portadores inaparentes como potenciais fontes de infeccdo para animais suscetiveis foi
demostrada experimentalmente, pela transferéncia de sangue de cavalos assintomaticos para
recipientes ndo infectados, que se tornaram positivos em poucos dias (Issel et al., 1982;
Leroux et al., 2004).

A transmissdo mecénica por insetos hemat6fagos desempenha o papel mais importante
na cadeia de transmissdo natural do EIAV, principalmente pelas moscas do cavalo (familia
Tabanidae, género Tabanus ou Hybomitra), moscas do cervo (familia Tabanidae, género
Chrysops) e, em menor frequéncia, pelas moscas do estabulo (familia Muscidae, género
Stomoxys) (Issel and Foil, 2015). Essa via de transmissdo ocorre quando o repasto sanguineo é
interrompido, devido ao comportamento defensivo do animal, e o0 inseto procura um segundo
hospedeiro para se alimentar. Foi demonstrado que os tabanideos tendem a voltar para o
hospedeiro original ap6s a interrupcao e que, quanto maior a distancia entre 0s animais, menor
é a probabilidade de o inseto se deslocar entre eles, sendo que nenhum tabanideo foi transferido
entre equinos separados por 50 metros de distancia (Barros and Foil, 2007). O risco de
transmissdo € proporcional a prevaléncia da doenca na propriedade, a proximidade entre o0s
animais positivos e suscetiveis, bem como a densidade de vetores, que pode ser influenciada
por fatores ambientais propicios a manutencdo de habitats de larvas de tabanideos, tais como
florestas e pantanos inundados sazonalmente (Silva et al., 2001; Issel and Foil, 2015). Na
Amazonia brasileira, centenas de espécies ja foram identificadas, entre as quais o T. fulvohirtus,
T. importunus. T. trilineatus, T. modestus, T. rubripes e S. calcitrans ja foram encontrados na
Ilha de Marajo (Coscaron and Papavero, 2009; Silva et al., 2002; Azevedo et al., 2000;
Benchimol and S&, 2005)

Os seres humanos tém um papel consideravel na disseminacdo do EIAV, devido as
praticas comumente observadas de compartilhamento de agulhas e outros materiais cirargicos,
equipamentos de montaria, como selas, embocaduras, esporas, freios, chicotes e qualquer outro
material que possa acarretar na transferéncia de sangue entre diferentes animais. Entre os fatores
gue favorecem a transmissdo, destacam-se: (1) carga do agente transferido para o equideo
suscetivel, que depende tanto do titulo viral quanto do volume de sangue inoculado; e (2) o

tempo necessario (relacionado a distancia) para chegar ao hospedeiro suscetivel (Issel et al.,
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2014; Issel and Foil, 2015). J& foi descrito que o virus permanece vidvel por até 96 horas em
agulhas hipodérmicas, ao passo que no aparelho bucal de insetos a infectividade se mantém por
aproximadamente uma hora (Williams et al., 1981). Em relacdo ao volume sanguineo, apds
uma coleta de sangue, uma agulha hipodérmica pode reter entre 10 a 100uL de sangue, ao passo
que no aparelho bucal de uma mosca do cavalo, de tamanho médio, apenas cerca de 10nL ficam
retidos (Reis and Cook, 2014). Portanto, em determinadas populagdes, a transmisséo do EIAV
pela via iatrogénica € potencialmente mais eficaz, caso ndo sejam adotadas as medidas
apropriadas de manejo sanitario.

A transmissdo vertical também é uma possibilidade e, ao que tudo indica, é um evento
raro, mas a literatura é escassa e 0s poucos trabalhos existentes sdo antigos, muitos dos quais
ndo estdo disponiveis para leitura (Kemen Jr and Coggins, 1972; Tashjian, 1984; Issel et al.,
1985; Board, 1914; Stein and Mott, 1946; Stein and Mott, 1947). Em um estudo sobre
transmissao intrauterina, foi descrito que 100% (7/7) de potros nascidos de éguas com
manifestacdo clinica da AIE infectaram-se durante a gestagdo, enquanto a chance de
transmissdo intrauterina para o feto em éguas assintomaticas foi menor que 11% (Kemen Jr and
Coggins, 1972, citado por Gregg and Polejaeva, 2009). Ha ainda a possibilidade de transmissédo
pela ingestdo de leite e/ou colostro, que € bem estabelecida para outros lentivirus, como Small
Ruminant Lentiviruses (SRLV), Feline Immunodeficiency virus (FIV) e Human
Immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), com importancia epidemioldgica significativa na
cadeia de transmissdo desses virus (Blacklaws et al., 2004; Burkhard and Dean, 2003;
Overbaugh, 2014), porém pouco se sabe sobre o papel do leite e outras secre¢bes como fonte
de infeccdo do EIAV. Foi descrito que o leite de éguas positivas foi capaz de infectar animais
saudaveis apos inoculacdo experimental, mas ndo transmitiu o virus para potros durante a
amamentacdo (Board, 1914; Stein and Mott, 1947, 1946; citado por Gregg and Polejaeva,
2009), enquanto outros poucos trabalhos mencionam essa possibilidade de transmissédo
(Spickler, 2009; Sellon, 1993). Alguns autores apontam que 0s potros podem se manter livres
da infeccdo mesmo quando criados proximos a adultos soropositivos e em &reas com alta
densidade de insetos vetores, atingindo taxas de transmissao epidemiologicamente irrelevantes
(Issel et al., 1985; Nogueira et al., 2011; McConnico et al., 2000). Portanto, ha indicios de que
0s potros raramente apresentam-se infectados no nascimento e sejam mais resistentes a infecgéo
pelo EIAV, seja pela menor carga de tabanideos encontrada em animais mais jovens em relagéo
aos adultos (Foil et al., 1985), seja pela protecdo fornecida por anticorpos maternos ou por
algum outro fator ainda desconhecido. Todavia, ndo ha dados disponiveis suficientes para

suportar essa afirmacao (Issel and McConnico, 2001).
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2.2.6. Epidemiologia

De acordo com os indicadores do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), foram registrados 137.339 casos de AIE em 71.662 focos da doenga no Brasil entre
1999 e 2019, com maior numero de casos registrados no Mato Grosso, Maranhdo, Ceard, Para
e Bahia, respectivamente (Tab. 2). Entretanto, os dados referem-se somente a espécie equina,

ndo tendo sido disponibilizados os casos registrados em asininos e muares (Brasil, 2019b).

Tabela 2. NUmero de casos e focos de AIE em equinos, por unidade federativa, notificados ao MAPA entre 1999

e 2019.
Estado N° de casos N° de focos
Acre 2.303 1.228
Alagoas 3.586 2.066
Amazonas 719 290
Amapa 383 152
Bahia 7.302 3.460
Cearé 9.720 7.116
Distrito Federal 419 336
Espirito Santo 1.121 516
Goias 4.951 2371
Maranhé&o 12.891 8.648
Minas Gerais 5.494 2.465
Mato Grosso do Sul 6.971 2.690
Mato Grosso 20.081 7.923
Para 7.982 4.075
Paraiba 1.137 796
Pernambuco 2.618 1.476
Piauf 5.688 4.144
Parana 468 344
Rio de Janeiro 2.556 1.471
Rio Grande do 403 283
Norte
Rondbnia 4.258 2.567
Roraima 2.088 1.265
Rio Grande do Sul 832 437

Santa Catarina 467 320
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Sergipe 379 193
Sé&o Paulo 1.348 628
Tocantins 4.269 1.968
N&o especificado* 26.905 12.434
Total 137.339 71.662

* Entre 1999 e 2004, néo foi especificado o estado em que foi feita a notificagéo.
Fonte: (Brasil, 2019b)

A legislacao brasileira exige o diagnostico para AIE basicamente de equideos que serdo
submetidos ao comércio, transito ou participa¢do em eventos. Entretanto, os animais de servico,
que representam a maior parcela do rebanho nacional, normalmente ndo sdo testados, além
disso o método diagndstico utilizado nesses levantamentos é a imunodifusdo em gel de agar
(IDGA), um teste relativamente pouco sensivel. Desse modo, os dados oficiais ndo representam
a real prevaléncia da doenca no pais. Existem poucos trabalhos que relatam o status da AIE no
Brasil, mas apesar da escassez de dados, estima-se que seja alta em algumas regides. Borges et
al. (2013) encontraram uma prevaléncia de 31,5% para AIE entre equideos no Pantanal mato-
grossense. Em Rondonia a prevaléncia foi de 9,6% (Aguiar et al., 2008), enquanto em Minas
Gerais apenas 3,1% e 0,7% dos animais de servico e de haras, respectivamente, foram
soropositivos (Almeida et al., 2006; Almeida et al., 2017). No Mato Grosso, um estudo com
3.858 equideos de 1.067 propriedades, detectou 17.2% dos rebanhos soropositivos. Em uma
avaliacdo da distribuicao espacial, o bioma Pantanal apresentou 36,1% de focos, seguido pelo
Cerrado com 18,7% e a Amazoénia, com 14,3% das propriedades positivas (Barros et al., 2018).
Heinemann et al (2002) detectaram animais positivos em 53% das propriedades visitadas no
municipio de Uruara (Pard). Na Ilha de Maraj6, também no estado do Pard, uma pesquisa
soroldgica realizada nos municipios de Cachoeira do Arari, Salvaterra, Santa Cruz do Arari e
Soure revelou que 46,26% (136/294) das amostras foram positivas pelo teste de IDGA (Freitas
et al., 2015).

2.2.7. Diagnostico

O diagndstico da AIE é completamente dependente de exames laboratoriais, uma vez
que maioria dos animais positivos ndo apresentam sinais evidentes de doenca, bem como pela
auséncia de sinais clinicos patognoménicos (Cook et al., 2013). A Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE) recomenda os testes de IDGA e ensaio imunoenzimatico (ELISA) para o

diagnostico da AIE, sendo que resultados positivos por ELISA devem ser confirmados por
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IDGA, devido & maior especificidade deste Gltimo. Os testes soroldgicos sdo precisos, simples
e confidveis, exceto em situagdes especificas, como em estagios iniciais de infeccao e em potros
nascidos de éguas infectadas. De forma alternativa ou complementar ao IDGA, os resultados
positivos no ELISA também podem ser confirmados por immunoblot (OIE, 2019).

Em circunstancias em que a sorologia ndo é adequada, recomenda-se 0 uso da reacado
em cadeia da polimerase (PCR) e até mesmo do isolamento viral. Entretanto, o isolamento é
extremamente complexo e raro, devido a dificuldade, custo e tempo gasto para o cultivo
primario de monaocitos/macrofagos, o que torna essa técnica inviavel para uso em rotina (Cook
et al., 2013; OIE, 2018). Situagdes em que a PCR pode ser utilizada incluem: resultados
conflitantes em testes soroldgicos ou como confirmatério de resultado positivo, infeccdo
suspeita com sorologia negativa, infeccdo em estagio inicial, em potros nascidos de éguas
positivas e para garantir que cavalos doadores de sangue ou utilizados para producdo de
antissoro e vacinas estejam livres do virus (OIE, 2018). As indicagdes para cada teste disponivel

estéo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Testes disponiveis para o diagnéstico da AIE e a aplicacdo recomendada

Proposta
Método Populagdo  Animal individual Contribuir Confirmacdo  Prevaléncia da
livre da livre da infeccdo para politicas de casos infeccao -
infeccédo antes do transito  de erradicacdo clinicos vigilancia

Identificacdo do agente

PCR - +/— - +/— -
Isolamento .
viral

Detecgdo da resposta imune

IDGA ++ ++ ++ ++ ++
ELISA ++ ++ ++ + +
Immunoblot - ++ ++ ++ -

Interpretacéo: ++: método recomendado, mas pode precisar de validacéo adicional; +: pode ser usado em
algumas situag@es, mas custo, confiabilidade e outros fatores limitam sua aplicagdo; —: ndo apropriado; +/-:
questionavel, pode ndo funcionar em todas as situacdes. Embora nem todos os testes listados na categoria ++

tenham sido submetidos a validacdo formal, por sua natureza rotineira e por terem sido amplamente utilizados
sem resultados duvidosos, sdo considerados aceitaveis.
'Recomenda-se uma combinacéo de métodos aplicados na mesma amostra clinica.
Fonte: (OIE, 2019)

O IDGA tem aceitagdo internacional e € o teste de referéncia para o comércio
internacional e movimentacdo de animais (Van Maanen, 2013). Foi desenvolvido por Coggins

et al (1972) para a deteccdo de anticorpos contra a proteina p26. As primeiras preparacdes de
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antigeno foram feitas a partir de bago de cavalos infectados e posteriormente por cultivo celular,
mas, atualmente, a maioria dos kits utilizam proteina p26 recombinante, que apresentam
resultados mais uniformes e linhas mais nitidas, melhorando a precisdo da leitura. Ha diversos
kits de ELISA internacionais licenciados para o diagnostico da AIE, a maioria tem como alvo
anticorpos anti-p26 e em menor frequéncia anti-gp45 (Cook et al., 2013). Estudos ja
demonstraram que a resposta imune humoral é direcionada predominantemente contra gp90 e
gp45 (Ball et al., 1992; Rwambo et al., 1990), sendo que gp45 € uma proteina menor e com
menos variacdo do que gp90, por esse motivo € comumente mais utilizada como antigeno
em alguns testes (Malossi et al., 2020).

O IDGA € um teste de facil execucdo e é o Unico que ja provou ser correlacionado com
a presenca do virus no animal (Coggins et al., 1972). Embora seja altamente especifico,
necessita de concentracBes de antigeno relativamente altas para a formacdo de linha de
precipitagdo visivel, o que resulta em uma sensibilidade reduzida quando comparado a outros
métodos mais recentes. Além disso, ha demora e subjetividade na realizacdo da leitura, que
podem ocasionar erros de interpretacdo, sobretudo em animais com fraca resposta imunoldgica,
0 que tem levantado certos questionamentos sobre sua eficiéncia como teste oficial para
diagnostico da AIE (lIssel et al., 2012; Scicluna et al., 2013). Um cavalo experimentalmente
infectado com a estirpe EIAVwyoming teve anticorpos contra gp45 e gp90 detectaveis por
ELISA apos 10 dias de infecgdo, entretanto, o IDGA ndo foi capaz de detectar anticorpos
mesmo apds 18 dias (Naves et al., 2019). Normalmente os animais podem levar até 45 dias para
se tornarem positivos por esse método, em casos mais raros, ha relatos de que a soroconversado
s tenha ocorrido entre 119 e 157 dias (Cullinane et al., 2007; Cook et al., 2018).

Como parte de um programa de vigilancia nacional, 96.468 amostras coletadas durante
2007-2010 na Italia foram submetidas a um ELISA competitivo e ao IDGA, ambos para a
deteccdo de anti-p26. Desse total, 331 foram positivas no ELISA competitivo, das quais 124
tambem foram positivas por IDGA. As 207 amostras com resultados discordantes entre os dois
métodos foram submetidas ao immunoblot, que detectou 25 amostras positivas. No total, 149
amostras eram verdadeiramente positivas (124 + 25), portanto, 17% (25/149) das amostras
foram erroneamente classificadas como negativas pelo IDGA (Issel et al., 2012).

Na Italia, em 2011, o laboratorio de referéncia para AIE (Centro di Referenza Nazionale
per I'Anemia Infettiva degli Equini - CRAIE) incluiu o immunoblot na rotina de diagndstico,
utilizando-o como confirmatorio dos resultados discordantes entre ELISA e IDGA. O esquema
de diagndstico em trés niveis é baseado no uso do ELISA, altamente sensivel, como teste de

triagem (nivel 1), seguido pelo IDGA, altamente especifico, como confirmatorio (nivel 2), e
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por ultimo o immunoblot, para determinar o resultado final em casos discordantes entre ELISA
e IDGA (nivel 3) (Issel et al., 2012; Reis and Cook, 2014). O immunoblot é capaz de detectar
anticorpos contra as trés proteinas estruturais do virus, 0 que o torna altamente sensivel. O
resultado é considerado positivo quando o soro reage simultaneamente contra a p26 e gp45, p26
e gp90 ou contra os trés antigenos ao mesmo tempo, o que aumenta sua especificidade e reduz
drasticamente a possibilidade de um resultado falso positivo. Recentemente esse immunoblot
foi validado como teste complementar em acordo com os padrdes da OIE, com a adi¢do de um
leitor digital que aumentou a precisdo dos resultados (Scicluna et al., 2019).

Apesar de eficientes, técnicas soroldgicas tém como principal desvantagem a
incapacidade de detectar positivos durante a janela imunoldgica (Cook et al., 2013). Além
disso, alguns equideos expostos ndo desenvolvem resposta humoral detectavel mesmo apds
longos periodos, seja por ELISA ou IDGA (Ricotti et al., 2016). Logo, os testes moleculares
apresentam uma vantagem significativa em termos de detec¢do precoce em relacao as técnicas
soroldgicas. Entretanto, pode haver limitacdes relacionadas a sensibilidade do ensaio, uma vez
que portadores inaparentes mantém cargas virais associadas ao sangue e tecidos extremamente
baixos, que podem estar abaixo do limite de deteccdo dos ensaios baseados em PCR. Além
disso, as sequéncias do EIAV sdo altamente variaveis entre isolados de diferentes regifes
geogréficas e até mesmo em um Unico hospedeiro infectado, onde o virus sofre mutacoes
significativas ao longo do tempo gerando uma ampla populacdo de quasispecies. Essa
variabilidade resulta na perda de sensibilidade da PCR e até mesmo impede a amplificacdo em
casos de variacdo nas sequéncias de ligacdo do primer (Cook et al., 2013; Issel et al., 2014).
Em um estudo, duas diferentes PCR’s para a regido conservada 5’UTR apresentaram
sensibilidade entre 40-50% em relacdo ao IDGA, quando testados 0s mesmos animais.
Concluiu-se que embora a PCR néo seja suficientemente sensivel para substituir o IDGA, pode
ser usada para identificar infecgdo recente ou equinos sorologicamente silenciosos (Cook et al.,
2018).

Ha controvérsias quanto a aplicabilidade de cada teste de diagnostico, pois apresentam
vantagens e desvantagens especificas para cada situacdo. No caso da PCR, para que possa ser
implementada na rotina, é necessario que os primers sejam capazes de detectar as diferentes
estirpes em circulacéo, entretanto, a alta variabilidade prejudica o estabelecimento de primers
universais. Além disso, ha poucos isolados do EIAV disponiveis (Tab. 4), portanto, a extensdo
da variagdo genética do virus ndo é bem conhecida e caracterizada, o que dificulta saber quais
regibes do genoma néo estdo sujeitas a mutagdes, mesmo as mais conservadas, como 0 gene

pol. Assim, embora seja uma abordagem indireta e com limitacGes relacionadas a deteccédo
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precoce da infecgdo, os métodos soroldgicos sdo a Unica opgdo viavel até momento para o
diagnostico da AIE (Cook et al., 2013; Issel et al., 2014).

Tabela 4. Sequéncias de genoma completo do EIAV disponiveis

Origem Referéncia
Wyoming/EUA (Petropoulos, 1997)
Liaoning/China (Tu et al., 2007)
Miyazaki/Japao (Dong et al., 2013)

Irlanda (Quinlivan et al., 2013)

Italia (Cappelli et al., 2017)

Devon e Cornwall/Inglaterra (Dorey-Robinson et al., 2019)
Franga (Deshiere et al., 2019)
Poconé/Brasil (Malossi et al., 2020)

2.2.8. Controle da AIE no Brasil

Esta em vigor atualmente no Brasil a Instrucdo Normativa n°45 de 15 de junho de 2004
sobre as Normas para a Prevencdo e Controle da AIE. Durante muito tempo, somente o IDGA
foi reconhecido oficialmente para o diagnostico da doenca, entretanto, ha poucos anos foi
anexada a Portaria n® 378, de 17 de dezembro de 2014, permitindo o uso do teste de ELISA,
devidamente registrado pelo MAPA (Brasil, 2004; Brasil, 2014). Recentemente, a Portaria 378
e o artigo 15 da IN n° 45 foram revogados pela IN n°52 de 26 de novembro de 2018, que
apresenta mais detalhes e informacgdes sobre a execucdo dos testes de diagndstico e
procedimentos para o credenciamento de laboratérios (Brasil, 2018).

Conforme a IN n°%2, o ELISA ¢é utilizado para triagem e o IDGA como teste
confirmatorio dos resultados positivos no ELISA. Ao contrario dos EUA e Itélia, no Brasil ndo
h& regulamentacdo para o0 uso de um teste complementar, portanto, mesmo em caso de
discordancia entre os métodos, prevalece o resultado do IDGA (Brasil, 2018).

O teste para AIE é obrigatério para animais que serdo submetidos ao transito
interestadual (exceto quando destinados ao abate), participacdo em eventos agropecuarios e
para ingresso em Territorio Nacional. O resultado negativo tem validade de 180 dias para
propriedades controladas (aquelas em que todos os equideos apresentam resultados negativos
por dois testes consecutivos) e de 60 dias para os demais casos. Potros com menos de 6 meses
de idade acompanhados de maes negativas ndo precisam ser testados (Brasil, 2004).

Em caso de foco, a propriedade de origem do equideo positivo deve ser interditada e

todos os animais devem ser testados, a desinterdicdo ocorrerd apds dois exames negativos
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consecutivos de todo o rebanho, realizados com 30 e 60 dias. Quando houver resultado positivo,
0 proprietario pode requerer contraprova ou reteste, nesse caso o animal deve permanecer
isolado até a classificacdo final. A conduta adotada para equideos positivos geralmente é a
eutanasia, mas de acordo com as condi¢des epidemioldgicas especificas de cada regido, o
isolamento é permitido para animais localizados em &rea de alto risco (endémicas), quando
estabelecido pela Comisséo Estadual para o Controle da Anemia Infecciosa Equlina (CECAIE)
da respectiva Unidade Federativa, e os portadores da doenca devem ser permanentemente
marcados. Tais animais ficam proibidos de transitar e caso o equideo marcado seja encontrado
fora da propriedade de origem (exceto para fins de abate), ele sera eutanasiado (Brasil, 2004).

No Pantanal sul-mato-grossense, onde a prevaléncia da AIE é muito alta, o isolamento
dos positivos € permitido por lei, uma vez que seria economicamente inviavel realizar o abate
sanitario de todos 0s positivos na regido, pois comprometeria a pecuaria extensiva, dependente
dos cavalos principalmente em épocas de cheia (Reis and Cook, 2014).

O Programa de Controle e Prevencdo da AIE no Pantanal Sul-mato-grossense
(CAIEPAN), proposto pela Embrapa Pantanal e pela CECAIE do Estado de Mato Grosso do
Sul, preconiza o diagndstico inicial de todos os equideos da propriedade, seguido pela
segregacdo dos animais negativos em piquetes a uma distancia de seguranca de 200 metros,
para impedir a transmiss@o mecéanica pelos vetores. O grupo negativo deve ser retestado a cada
trés a quatro meses. Em caso de resultado positivo, o animal deve ser realocado para o rebanho
de positivos. Ap6s dois resultados negativos consecutivos, 0 monitoramento pode ser feito a
cada seis meses. O programa também recomenda o desmame aos seis meses de idade, para a
obtencdo de potros negativos nascidos de éguas positivas. O desmame ndo deve ser realizado
mais tarde, uma vez que a atratividade dos potros em relagdo aos vetores aumenta com a idade
e pelo maior tempo de exposicao junto ao rebanho positivo. Os potros desmamados devem ser
isolados e testados na mesma época do grupo negativo, apds dois resultados negativos

consecutivos, podem ser incorporados no devido rebanho (Silva et al., 2001; Silva et al., 2004).

2.2.9. Controle da AIE em outros paises

A AIE comecou a ser relatada na China a partir da década de 1950 e, inicialmente, o
controle da doenca era baseado apenas no diagnéstico clinico. De 1974 a 1978, foram
introduzidos os testes de fixacdo do complemento (FC) e o IDGA, e 0s animais soropositivos
eram eutanasiados ou mantidos em quarentena, dependendo da regulamentacéo local (Wang et
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al., 2018). Em 1979 foi implementado ELISA para detecgédo de anticorpos anti-p26 (Shen et
al., 1984).

Uma vacina contra a AIE, baseada em virus vivo atenuado em leucdcitos de jumento,
foi desenvolvida em 1975, no Harbin Veterinary Research Institute, referéncia em AIE (HRVI,
2015). A partir de 1976, a vacina (estirpe vacinal EIAVrppv13) foi implementada em um
programa de controle integrado a quarentena e mais de 70 milhGes de equideos foram
vacinados. Os cientistas chineses afirmam que a estratégia foi efetiva e teve sucesso até mesmo
em erradicar o EIAV em algumas regides. Em 1976, foram detectados 87.760 positivos em
15.236 focos de surto, ja em 1990, apos os esforcos, o nimero de positivos caiu para 820 em
apenas 36 focos (Wang et al., 2018).

Com a queda na prevaléncia e a impossibilidade de distin¢do entre os animais vacinados
e naturalmente infectados, a vacinacdo foi suspendida na década de 1990 e a estratégia de
controle passou a ser baseada em teste, quarentena e eutanasia dos positivos (Wang et al., 2018;
OIE, 2019). Foi emitido um “Plano Nacional de Médio e Longo Prazo para Controle de
Doencas Animais (2012-2020)” que tinha como um dos principais objetivos erradicar a AIE
em todo o pais até 2020 (FFTC, 2014), mas até o momento ndo foram disponibilizados os
resultados dessa empreitada.

Na Itdlia o IDGA é utilizado desde 1976, sendo realizado pelo Istituti Zooprofilattici
Sperimentali (IZS) territorialmente competente, e 0s animais positivos colocados em
quarentena. Apo6s o surgimento de alguns surtos de AIE, foi implementada a Ordinanza
Ministeriale 14/11/2006, a fim de verificar a real prevaléncia da doenca na populacdo de
equideos da Italia, bem como a adocdo de medidas de controle sanitario em todo o territério
nacional. O regulamento determinou o teste soroldgico de toda a populacdo nacional de
equideos com idade superior a trés meses, com exce¢do de animais criados exclusivamente para
abate, para fins de consumo. Os animais positivos deveriam ser isolados sob condic¢oes
especificas de biosseguranca até a morte ou abate (1ZSTO, 2021, Italia, 2006). Atualmente esta
em vigor o Plano Nacional de Vigilancia da AIE de 02/02/16 (lItalia, 2016).

Apbs serem testadas pelo 1ZS territorialmente competente, as amostras positivas sao
enviadas para 0 CRAIE, no 1ZS da regido Lazio e Toscana. No periodo de 2007-2011, os 1ZSs
analisaram 1.141.643 amostras por ELISA e IDGA, das quais 2.255 foram submetidas a
confirmacéo pelo CRAIE. Com a implementacédo do plano de controle, houve reducéo de 477
casos em 2007, para 106 em 2011 (IZSLT, 2011). Desde essa data, o CRAIE incluiu o
immunoblot na rotina de diagnoéstico, aplicando-o como confirmatério dos resultados

discordantes entre ELISA e IDGA. Atualmente a legislacdo considera como caso suspeito o
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animal negativo no IDGA e positivo no immunoblot, entretanto, os pesquisadores afirmam que,
baseados na eficiéncia ja comprovada desse teste complementar, a regulamentacdo deveria
considerar esse caso especifico como positivo, uma vez que um caso suspeito € equivalente a
um animal positivo no IDGA, em termos de risco de transmissdo da doenca (Scicluna et al.,
2019).

Nos EUA, o IDGA tem sido utilizado para diagndstico da AIE desde 1972 (USDA,
2006). Atualmente, o United States Department Of Agriculture (USDA) reconhece também
varios formatos de ELISA como testes oficiais para a realizacdo dos exames. Os resultados
positivos no ELISA devem ser confirmados por IDGA e um teste suplementar pode ser utilizado
em caso de discordancia entre os dois primeiros testes. O immunoblot ndo é reconhecido como
teste oficial, mas pode ser adotado para resolver esses casos, sendo aprovado para ser conduzido
apenas no National Veterinary Services Laboratories, em lowa e no Laboratorio de Referéncia
para AIE da Universidade de Kentucky, ambos reconhecidos nacionalmente como referéncia
para a pesquisa nesse campo.

As principais acdes regulatdrias para controle da AIE nos EUA sdo estaduais, mas, para
uniformizar a conduta dos estados e facilitar o desenvolvimento de um programa de controle,
0 USDA criou em 2002 o Equine Infectious Anemia: Uniform Methods and Rules (UM&R). A
versdo mais recente desse documento que estad em vigor atualmente é a de 2007 (USDA, 2006;
USDA, 2020). Uma vez que um equino foi diagnosticado como positivo, ele deve ser
eutanasiado, abatido ou colocado em isolamento nas instalacGes de origem, dependendo da
regulamentacdo estadual (USDA, 2007).

Desde que os esforcos para controle da AIE nos EUA comecgaram, ha mais de 40 anos,
a taxa de positivos entre 0s animais testados caiu de 4% em 1975, para 0,01% em 2005 e para
0,004% em 2017 (USDA, 2006; USDA, 2020). O Animal and Plant Health Inspection Service
(APHIS), do USDA, e o Servico Veterinario afirmam que a reducdo do nimero de casos se
estabilizou nos dltimos anos e que alguns estados carecem de recursos para controlar

adequadamente os surtos de doencas dos equideos (USDA, 2016).
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3. CAPITULO 2. Proposta para controle da AIE em uma propriedade na llha de

Marajo

Resumo

A llha de Maraj6, na Amazonia brasileira, concentra uma populacdo de aproximadamente
30 mil equideos domeésticos e selvagens, incluindo os cavalos Marajoara e Puruca,
altamente especializados as adversidades climaticas e territoriais. A anemia infecciosa
equina (AIE), transmitida predominantemente de forma horizontal por fomites e picada de
insetos hematdfagos, é uma das doencas que assola estes animais. Apesar da escassez de
dados, ha fortes indicios de que AIE esteja presente em alta prevaléncia na llha, uma
condicdo que dificulta o método tradicional de controle que é a eutanasia dos positivos.
Considerando a importancia social e econdmica dos cavalos na regido e a necessidade de
conservacdo das racas Marajoara e Puruca, atualmente em risco de extingdo, o objetivo
desse trabalho foi estabelecer uma metodologia de controle da doenga, baseada em testes
periddicos do rebanho, segregacdo dos positivos e boas praticas de manejo. Durante dois
anos foram realizadas cinco coletas de um rebanho pertencente a uma propriedade rural,
representativa da Ilha, localizada no municipio de Soure. Amostras de animais com idade
superior a 6 meses foram submetidas a dois testes soroldgicos em série (ELISApgp45 como
triagem e IDGA como confirmatorio) e todos os reagentes foram realocados para outra
propriedade constituida somente por animais positivos. A prevaléncia inicial na propriedade
foi de 27,09% (97/358) e ao final do estudo a taxa de positividade foi reduzida para 0,36%
(1/274). Apesar da alta prevaléncia e das condi¢Ges ambientais favoraveis a manutencéo de
grandes populacdes de insetos vetores, 0s resultados obtidos mostram que € possivel
controlar a disseminacdo da AIE na regido Amazonica, preconizando o monitoramento
soroldgico periddico e segregacdo dos soropositivos, alternativamente ao abate sanitario.

Palavras-chave: Anemia infecciosa equina, controle, segregacao, regido Amazonica

3.1. Introducéo

A llha de Marajd, localizada no extremo norte do Para (Brasil) constitui-se numa das
regides mais ricas do Brasil em termos de recursos hidricos e bioldgicos. Situada na Amazonia,
a regido é caracterizada por clima equatorial, quente e Umido, com ciclos anuais de secas e

inundacgdes, quando aproximadamente dois tergos do territorio ficam alagados (FUNDAJ,
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2014). A economia local é essencialmente priméria, com destaque para a atividade pecuaria,
com cerca de 22,8% do territdrio destinado a essa préatica (Brasil, 2007).

Em geral, a pecuaria marajoara emprega baixa tecnologia no processo produtivo, o que
determina sistemas extensivos de producéo, portanto os cavalos tém um papel fundamental no
desenvolvimento desta atividade, além de serem parte indissociavel das relagdes socioculturais
da regido (Marques et al., 2016). Dados preliminares estimam o efetivo marajoara em 28.744
equinos, e destes, 6.892 encontram-se no municipio de Soure, localizado na costa oriental da
llha (IBGE, 2019). Devido a alta resisténcia ao territério alagadico, forca, rusticidade e
versatilidade, os cavalos das racas Marajoara e Puruca, originados na llha de Marajo, sdo
altamente adaptados as condi¢des climaticas adversas locais e sdo fundamentais no manejo
extensivo dos rebanhos bovino e bubalino, para suprir as necessidades do trabalho de campo e
transporte, com baixo custo operacional, além de apresentar um perfil adequado para o
desenvolvimento de atividades como turismo, esporte e lazer (Costa, 2008; Marques et al.,
2016).

A AIE, provocada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV), é de grande importancia
para industria de equideos e possui distribuicdo mundial (OIE, 2019), porém no Brasil poucos
trabalhos relatam o status da doenca e atualmente ainda ndo se tem dados reais sobre a
prevaléncia geral no pais, que é subnotificada. Apesar da escassez de dados, o Paré esta entre
o0s estados com maior nimero de casos notificados ao MAPA (Brasil, 2019b) e estima-se que a
prevaléncia seja alta em algumas regides. Heinemann et al (2002) detectaram animais positivos
em 53% das propriedades visitadas no municipio de Uruara. Na llha de Marajd, uma pesquisa
soroldgica em quatro municipios revelou que 46,26% das amostras foram positivas (Freitas et
al., 2015).

O controle da doenca é dependente da quebra do ciclo de transmisséo, que se da de
forma mecanica pela picada de insetos hematdéfagos, principalmente membros da familia
Tabanidae, e pela via iatrogénica. De acordo com a regulamentacdo, o diagnostico deve ser
realizado por teste de ELISA para triagem, seguido por IDGA como confirmatdrio dos positivos
no ELISA, prevalecendo o resultado da IDGA em caso de discordancia entre os testes. Os
animais classificados como positivos devem ser eutanasiados, sem indenizacao ao proprietéario
do animal abatido, entretanto as medidas de prevencéo e controle devem ser adotadas de acordo
com as condi¢des epidemiologicas especificas de cada regido (Brasil, 2004; Brasil, 2018).

Considerando os indicativos da alta prevaléncia da AIE na Ilha de Marajo e a
importéncia da equinocultura, que desempenha um papel determinante para a economia local,

a eutanasia de todos os positivos da regido seria inviavel, pois comprometeria a pecuéria
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extensiva. Isso traria também impacto significativo em relacdo a preservacdo das racgas
autoctones, que ja se encontram em numero reduzido e em um severo processo de
descaracterizacdo, além de trazer prejuizos socioculturais, devido a estreita relacdo da
populacdo com seus cavalos. Dessa forma, é importante a ado¢do de medidas de controle da
doenca na regido que leve a uma reducdo gradativa da prevaléncia de animais infectados, sem
a necessidade de realizar o abate sanitario. Assim, o objetivo desse trabalho foi estabelecer uma
metodologia de controle da AIE em uma propriedade representativa da Ilha, localizada no
municipio de Soure, baseada em testes periodicos do rebanho utilizando dois testes soroldgicos
em série, 0 ELISApgp45 (Naves et al., 2019) como triagem e o IDGA como confirmatorio,
segregacdo dos positivos e boas préaticas de manejo, nas condi¢fes dos sistemas de producéo

do arquipélago.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Coleta de amostras

As amostras dos equideos foram coletadas por médico veterindrio em campo, com apoio
de funcionérios da fazenda, em cinco ocasides diferentes (Fig. 1), utilizando agulhas individuais
para cada animal. O sangue total foi coletado por puncdo da jugular em tubos sem
anticoagulante. Apo6s o processamento, o soro foi transferido para microtubos de 1,5mL, que
foram encaminhadas para o Laboratorio de Retroviroses (RetroLab) da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob refrigeracao, onde foram armazenadas
a-20°C até realizac&o dos testes soroldgicos. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFMG, sob o protocolo 171/2018 (Anexo 1).

1" - Jan/2018 3% - Nov/2019 5% - Jan/2020

6 meses 4 meses 8 meses 6 meses

2% - Jul/2018 4 - Jul’2019

Figura 1. Representacdo esquematica da data e intervalos de tempos entre as cinco coletas realizadas durante o
periodo experimental de dois anos.



3.2.2. Area de estudo

Os animais do estudo pertenciam a uma propriedade particular
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de

aproximadamente 5.000 hectares, composta por cinco retiros interligados por uma estrada

vicinal, localizada a 15 km da sede do municipio de Soure — llha de Marajo (Fig. 2). A

propriedade faz limite com o oceano Atlantico ao leste, com o rio Paracauari a oeste, e nas

extremidades norte e sul, faz fronteira com trés produtores rurais. Uma segunda propriedade,

pertencente a0 mesmo proprietario, foi utilizada para isolar os equideos com diagndstico

positivo para AlE, localizada do outro lado do rio Paracauari, a cerca de 15 km de distancia da

primeira, onde foram mantidos os animais negativos. Em ambas as fazendas, havia tambem

criacdo extensiva de bubalinos, caprinos e ovinos. Assim como a maioria das propriedades da

Ilha, as duas encontram-se em uma regido periodicamente alagada.
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[J Regido Norte
M Para
M Ilha de Marajé
B Soure

Geographic Coordinate System, Datum Sirgas 2000.
Cartographic bases: IBGE, 2019.

Figura 2. Localizacéo geografica do municipio de Soure (azul).

3.2.3. Caracterizagédo do grupo de estudo

O grupo estudado (inicialmente 388 equideos) era composto por muares, equinos e um

asinino, domados e ndo domados, com idades variaveis e de ambos 0s sexos, ndo havendo

critérios de exclusdo. Uma caracterizagdo do rebanho completo foi realizada por especialista
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(zootecnista), durante a qual todos os animais foram microchipados e classificados em relacéo
a faixa etéria aproximada, espécie e raga. Todos 0s equinos possuiam a base genética das ragas
Marajoara e Puruca, submetidos a mesticagem com as ragas Arabe, Crioulo, Quarto de Milha e
Mangalarga Marchador, além dos proprios cruzamentos entre Marajoara e Puruca.

O rebanho era criado em sistema extensivo, onde o0s equideos subdividiam-se
espontaneamente em grupos de aproximadamente 20 animais, que sdo familias formadas por
garanh@es, matrizes e potros em amamentacdo e recém-desmamados. Os animais eram criados
em liberdade durante todo o ano e praticamente ndo havia interferéncia humana. Eles nédo
recebiam complemento de dieta e mistura mineral, ndo eram vacinados e raramente eram
manipulados, por isso, considera-se que eram criados em estado semisselvagem. As
manipulacdes ocorriam somente para marcacao a ferro (uma vez em toda a vida) e nas ocasides
de coleta de amostras biologicas. Uma menor parcela do rebanho era composta por equideos de
servico, cavalaria e reserva, como sao regionalmente classificados. A cavalaria constituia-se de
equinos machos e muares, selecionados anualmente, em fase de doma ou que ainda seriam
domados, para serem incorporados ao grupo de servico ou comercializados. Os reservas sao
candidatos a garanhdes, mas inicialmente utilizados como animal de servico para serem
testados quantos as suas habilidades de montaria. Assim como 0s animais semisselvagens, estes
também ndo recebiam suplementacdo alimentar e ndo eram submetidos a nenhum esquema

vacinal.

3.2.4. ldentificacdo dos animais

Todos os equideos receberam um microchip subcutaneo (2 mm de didametro x 12 mm
de comprimento), encapsulado em biovidro, com cobertura antimigratoria, que foi inserido do
lado esquerdo, no terco medio do ligamento da nuca. A implantagdo dos microchips foi

realizada por médico veterinario, utilizando uma agulha individual a cada aplicacéo.

3.2.5. Diagnéstico sorologico

Todas as amostras foram inicialmente submetidas a um ELISA indireto para a detecgéo
de anticorpos contra a proteina transmembrana gp45 do envelope viral, 0 ELISA pgp45 (Naves
et al, 2019). Uma placa (Nunc-Immuno Plate Maxisorp, USA) foi adsorvida com
0,51g/100uL/poco do antigeno diluido em tampédo carbonato/bicarbonato 50mM (pH 9,6).

Apbs incubacdo overnight a 4°C, foi feito bloqueio por uma hora em temperatura ambiente
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(T.A.) com solucéo salina tamponada com fosfato pH 7,0 (PBS) contendo Tween 20 a 0,01%
(PBS-Tween), acrescida de 5% de leite em p6 desnatado. Soros controle positivo, negativo e
soros teste foram adicionados (100uL/pogo) na diluicdo 1:100, em duplicata e incubados por
uma hora em T.A. Foi adicionado 100uL/po¢o do conjugado anti-lgG equino marcado com
peroxidase (Sigma-Aldrich, USA) na diluicdo de 1:5.000 e apds novo periodo de incubagéo por
uma horaem T.A., a reagéo foi revelada com substrato o-phenylenediamine (OPD) a 0,5mg/mL
mais 0,02% de H20. 30 volumes em tampéo citrato-fosfato (pH 5,0), seguida da interrupgéo
com acido sulfarico 1N. Foram realizadas trés lavagens com 200uL/poco de PBS-Tween entre
todas as etapas, exceto apos a adicdo do substrato. A leitura das reacGes foi realizada em leitor
de ELISA (BioTek ELx800, USA) em comprimento de onda de 492nm. ApGs normatizagao
das leituras, de acordo com as leituras dos controles em cada placa, as amostras com densidade
Optica acima 0,251 foram consideradas positivas, conforme padronizacao prévia.

As amostras positivas no ELISA pgp45 foram submetidas ao teste de IDGA
(Laboratorio Bruch, Brasil) para a detecgdo de anticorpos contra a proteina p26, do capsideo
viral, conforme recomendado pela IN n° 52 de 2018 (Brasil, 2018). O protocolo foi executado
seguindo as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, laminas de microscopia foram
preenchidas com solucdo de agarose 1% em tampéao borato pH 8.6. Apos solidificacdo, o gel
foi perfurado e foram adicionadas as amostras, controle positivo e antigeno. A leitura foi
realizada apds 48 horas de incubacdo em camara Umida a temperatura ambiente.

3.2.6. Segregacdo e monitoramento

Apos o diagndstico laboratorial, os equideos com resultado positivo em ambos os testes
soroldgicos, ELISA e IDGA, foram separados dos animais negativos. Os positivos foram
realocados para outra propriedade, formando um rebanho de positivos e outro somente de
animais negativos. Uma vez que a infeccdo pelo EIAV ¢é persistente, somente o rebanho dos
negativos foi submetido a novos testes, além dos potros nascidos no grupo dos positivos, 0s
quais foram transferidos para o grupo negativo apds apresentarem dois resultados negativos
consecutivos. Em caso de resultado positivo, apenas aqueles com sete meses de idade ou mais
foram considerados infectados, devido a possivel influéncia de anticorpos maternos. Os
equideos positivos foram mantidos em isolamento e continuaram sendo utilizados na rotina de
trabalho da propriedade positiva. Nao foi realizada a marcacao especifica para portadores de
AIE, mas foi fortemente recomendado que 0s mesmos ndo deixassem a propriedade em

nenhuma circunstancia até a morte ou abate. Novos animais adquiridos permaneceram na
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propriedade de estudo, em uma area cercada e afastada (aproximadamente 2 km de distancia),
e s6 foram incorporados ao rebanho ap6s dois resultados negativos consecutivos.

3.2.7. Manejo

Os funcionarios das propriedades (positiva e negativa) foram capacitados para as boas
praticas de manejo em equideotecnia, para que eles se habituassem as préaticas de coleta e ao
manejo sanitario. Foram realizadas reunides, com informacdes sobre a doenca, suas formas de
transmissdo e a importancia da educagao sanitéaria no seu controle. Foi proibida a permanéncia
de animais externos a propriedade e os funcionarios foram instruidos a fazer uma “verificagdo”
diaria dos equideos, para se ter um melhor controle da situacdo do rebanho, como data de

nascimento, nimero de Obitos e animais feridos.

3.2.8. Andlise estatistica

A regressdo logistica € comumente usada em epidemiologia para analisar fatores de
risco em estudos de prevaléncia por meio da Raz&o de Chances (ODDS RATIO). Inicialmente,
foi realizada anélise univariada para testar a associacdo das variaveis independentes (Tab. 1)
com a variavel dependente (animal positivo para AIE). Aqueles com valor de p <0,15 foram
consideradas para a analise multivariada. Para a analise multivariada, foi utilizado o método
stepwise, com selecdo reversa, onde todos os preditores sdo inseridos no modelo e 0s menos
contributivos sdo removidos até que todas as covaridveis fossem significativas (p <0,05). As
variaveis foram testadas para possiveis interacoes e fatores de confuséo.

As interagdes foram analisadas por meio da relevancia bioldgica com a entrada e saida
das variaveis dependentes no modelo. O controle das variaveis de confusdo foi realizado,
retirando cada variavel do modelo e verificando o impacto no coeficiente das restantes.
Variaveis que impactam mais de 20% dos coeficientes das variaveis restantes no modelo devem
ser removidas (Dohoo et al., 2003). Foi calculado também o Intervalo de Confianca (1.C.: 95%)
da prevaléncia obtida em cada uma das cinco coletas realizadas durante o periodo experimental.
Todas as analises foram realizadas utilizando o software Stata 11 (StataCorp. 2009. Stata
Statistical Software: Release 11. College Station, TX: StataCorp LP).

Tabela 1: Variaveis utilizadas na anélise estatistica
Variaveis Agrupamento
Sexo Macho
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Fémea
Faixa etaria 7 — 24 meses
3 -6 anos
7 —10 anos
11 a 15 anos
16 anos ou mais
Tipo de Manejo Cavalaria
Reserva
Semisselvagem
Servico

3.3. Resultados

O estudo teve duracdo de dois anos e neste periodo foram realizadas cinco coletas:
janeiro/2018, julho/2018, novembro/2018, julho/2019 e janeiro/2020. Na primeira visita
foram coletadas 388 amostras. Do total, havia 30 potros com idade igual ou inferior a seis
meses, todos semisselvagens, incluindo Marajoaras, Purucas e mesticos, machos e fémeas.
O animal mais velho do rebanho foi uma mula da cavalaria, de 30 anos, a Unica desta idade,
0 restante tinha entre zero e 20 anos, sendo que a maior parte possuia de sete meses a seis

anos de idade. A composicao etaria inicial do rebanho esta representada na Figura 3.

o

m 0-6 meses (30)

= 7 meses-2 anos (132)
3-6 anos (115)
7-10 anos (60)

M 11-15 anos (29)

m 16-20 anos (21)

m 30 anos (1)

Figura 3. Estrutura etéaria do rebanho (n=388) em janeiro/2018. O nimero entre parénteses, na legenda,
representa 0 n em cada agrupamento.

Devido a influéncia de anticorpos maternos, 0s potros com < seis meses de idade
foram excluidos das analises, assim o grupo de estudo inicial passou a ser constituido por
358 animais. A maior parte do grupo era composto por animais semisselvagens (n=229) e/ou
mesticos (n=174). No rebanho havia apenas um jumento, da raca P&ga, garanhdo,

semisselvagem, com quatro anos de idade na data da primeira coleta (Fig. 4).
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15,1%

45.3%

B Asinino (1) B Muar (31) m Fémeas (196) m Reserva (9)
® Marajoara (113) = Puruca (32) = Machos (162) W Cavalaria (54)
Mestico (174)  m Outras (7) = Servigo (66)

Semi-selvagem (229)

Figura 4. Composi¢do do rebanho, incluindo apenas animais > 7 meses de idade (n=358), em janeiro/2018,
em relacdo a raca/espécie (A), sexo (B) e tipo de manejo (C). O nimero entre parénteses, na legenda,
representa 0 n em cada agrupamento.

Dos 358 equideos, 36,59% (131) foram positivos no ELISApgp45 e 27,09% (97)
foram confirmados por IDGA. Dos animais com resultados discordantes entre o
ELISApgp45 e o IDGA, 22 foram amostrados na coleta seguinte, dos quais trés apresentaram
resultados positivos em ambos 0s métodos na testagem posterior, indicando a capacidade do
ELISApgp45 em identificar 13,63% de positivos a mais do que o IDGA. Dos positivos,
52,6% (51/97) eram semisselvagens, 33% (32/97) eram de servigo, 52,6% (51/97) eram

mesticos (52,6%), a maior parte com idade entre trés a 10 anos (Fig. 5).

15,5%

B Muar (9) B 7 meses-2 anos (15)
27,8% m Marajoara (27) m3-6 anos (31)

= Puruca (7) 7-10 anos (23)
Mestico (51) 11-15 anos (14)
u Outras (3) ® 16-20 anos (13)
m 30 anos (1)
M Cavalaria (12)
® Machos (53) B Reserva (2)
SUCN  m Fémeas (44) 33,0% = Servigo (32)

Semisselvagem (51)

Figura 5. Caracterizacdo dos positivos (n=97) em janeiro/2018 em relacdo a raca/espécie (A), faixa etaria
(B), sexo (C) e tipo de manejo (D). O nimero entre parénteses, na legenda, representa o n em cada
agrupamento.
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Dentre as diferentes variaveis, 0 modelo de regressdo logistica (Tab. 2) revelou uma
interacdo entre 0 sexo dos animais e a categoria de servi¢co. Tendo como base line
(comparacao) as fémeas que ndo eram de servi¢co. Os animais machos da categoria de servico
apresentaram maior chance de se infectarem (O.R.: 2,50; I.C.: 1,29 — 4,83; p=0,006),
enquanto fémeas de servico néo diferiram de fémeas (p=0,488) e de machos (p=0,455) que
recebiam outro tipo de manejo. Em relagdo as diferentes categorias de idade dos animais, 0s
equideos jovens, com idade entre 7 e 24 meses, apresentaram menor chance de estarem
infectados (O.R.: 0,34; I.C.: 0,17 — 0,66; p=0,002), j& adultos entre 11 e 15 anos de idade
(O.R.: 2,38; I.C.: 1,04 — 5,43; p=0,04) e aqueles com mais de 16 anos (O.R.: 3,54; I.C.: 1,36
—9,21; p=0,009) apresentaram maior chance de serem infectados. Nao houve associagdo
estatisticamente significativa para as demais variaveis.

Tabela 2. Resultado obtido na anélise de regressdo logistica multivariada considerando as varidveis que
apresentaram associacgdo estatisticamente significativa em relagdo ao risco de infeccdo pelo EIAV.

Resultados  Odds Ratio Erro Padréo Valor Z Valor P Intervalo de Confianca 95%
Sexo/Servigo
sim ou néo
Fémea/Sim 0,4512922 0,5173644 -0,69 0,488 0,0477128 4,268555
Macho/Né&o 1,271083 0,4079122 0,75 0,455 0,6776549 2,38418
Macho/Sim 2,501397 0,8398639 2,73 0,006 1,295343 4,830368
Idade
7—-24 meses  0,3423835 0,1159347 -3,17 0,002 0,176314 0,6648732
11— 15 anos 2,383746 1,00826 2,05 0,040 1,040459 5,461287
> 16 anos 3,542033 1,727001 2,59 0,009 1,362164 9,210344
_cons 0,3327407 0,0739507 -4,95 0,000 0,2152429 0,5143788

Apds a primeira testagem do rebanho completo e segregacdo dos soropositivos, foram
realizadas outras quatro coletas (jul/2018, nov/2018, jul/2019 e jan/2020) para o
monitoramento do grupo de negativos. Por ser uma propriedade particular que manteve suas
atividades usuais durante a realizacdo deste trabalho, como compra e venda de animais, 0
numero de amostras coletadas foi variavel ao longo do tempo. Além da comercializacéo,
morte e abate, os equideos eram criados livremente em grandes extensdes territoriais e por
essa razdo, em poucas situacdes, alguns animais ndo foram localizados na data da coleta.
Também foram acrescentados em cada testagem potros que adquiriram idade suficiente (>
sete meses) entre cada uma das ocasides de coleta. As amostragens das quatro coletas

seguintes estdo detalhadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Detalhamento da quantidade de amostras coletadas na 22 a 52 coleta.

Negativos na < 6 meses na Candidatos a Nao coletados Coleta ndo Total
Coleta . . . .
coleta anterior coleta anterior entrar no rebanho!  na anterior? realizada® coletado
Jul/18 261 30 1 - 39 253
Nov/18 229 35 1 3 7 261
Jul/19 245 23 10 2 27 253
Jan/20 250 50 - 5 31 274

! Animais a serem adquiridos pelo proprietario da fazenda. Somente um foi positivo (42 coleta) e néo foi
introduzido no rebanho.

2 Equideos que nédo haviam sido encontrados na data da coleta anterior.

3 Coleta ndo realizada por motivo de venda, 6bito ou eutanasia.

As praticas de manejo sanitario empregadas reduziram significativamente a
prevaléncia de AIE no rebanho estudado. A representacdo esquemaética dos resultados
obtidos durante o periodo experimental esta apresentada na Figura 6. No momento da
primeira coleta, em jan/2018, a prevaléncia era de 27,09% (1.C. 95%: 22,55 — 32,01%) e aos
seis meses de adocdo da proposta, a prevaléncia foi reduzida em mais da metade, caindo para
9,48% (1.C. 95%: 6,17 — 13,78%). Na terceira coleta, apds quatro meses, 6,13% (IC 95%: 3,54
—9,76%) dos animais foram positivos. A quarta coleta foi realizada ap6s oito meses e mesmo
apos um periodo maior, foi observada nova queda significativa na taxa de positividade,
correspondente a 1,18% (IC 95%: 0,24 — 3,42%). Ao final de dois anos, durante a quinta e
ultima coleta, somente um animal foi positivo, equivalente a apenas 0,36% (I.C. 95%: 0,009
—2,01%) de todo o grupo dos negativos.

30%
27,09% (97/358)

25%
20%

15%
10% 9,48% (24/253)
6,53% (16/261)

5%

1,18% (3/253) 0,36%
(1/274)
0%
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Figura 6. Prevaléncia da AIE na propriedade durante o periodo de estudo.
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3.4. Discussao

O controle da AIE a partir de testes periodicos e segregacdo dos soropositivos ja havia
sido demonstrado anteriormente em um trabalho conduzido no Pantanal, em que a
prevaléncia foi reduzida de 42,7% para zero em trés anos, o que levou a cria¢do do Programa
de Controle da Anemia Infecciosa Equina no Pantanal sul-mato-grossense (CAIEPAN)
(Silva et al., 2001; Silva et al., 2004), todavia, o controle da AIE em equideos da regido
Amazonica nunca havia sido demonstrado anteriormente. Neste estudo piloto foi
confirmado, pela primeira vez, que a reducdo gradativa da prevaléncia da AIE em rebanhos
na llha de Marajd, sem o abate dos positivos, também é viavel, caindo de 27,09% para 0,36%
em dois anos. Como a pesquisa foi realizada em uma propriedade particular, que aderiu a
proposta, mas sem interromper sua rotina de trabalho, como a comercializacdo (aquisicédo e
venda) de equideos e manejo do gado, estes resultados mostram ainda que a metodologia de
controle é compativel com o sistema de producéo local, sem interferir nas praticas e rotina
da propriedade.

Dentre as diferencas em relacdo ao CAIEPAN, destacam-se 0s maiores intervalos de
monitoramento, a auséncia do desmame precoce e de um rebanho constituido somente de
potros desmamados, e 0 uso de dois testes soroldgicos em série, 0 ELISApgp45, com elevada
sensibilidade, como triagem e o IDGA de elevada especificidade como confirmatoério. A
principio, a proposta era que os equideos fossem testados inicialmente a cada quatro meses,
mas por questdes financeiras e de logistica, principalmente durante o periodo chuvoso, onde
0 acesso a propriedade fica impossibilitado, ndo foi possivel manter essa periodicidade. O
desmame precoce dos potros, aos seis meses de idade, conforme preconizado no CAIEPAN
(Silva et al., 2004) também ndo pode ser realizado. Foi relatado pelos funcionarios da
propriedade que no estado semisselvagem em que sdo criados a taxa de mortalidade seria
muito alta, pois os potros ndo sobrevivem quando apartados de suas mées muito jovens,
dessa forma, o desmame foi realizado de forma natural (aproximadamente aos 10 a 12 meses
de idade). Em caso de potro negativo nascido no rebanho de positivos, ele era mantido com
a mae positiva até ter idade suficiente para ser realocado diretamente para o rebanho de
negativos (apds ter dois resultados negativos consecutivos), sem a formagdo de um grupo
constituido somente por potros recém-desmamados.

H& autores que questionam o uso do IDGA como diagnostico definitivo da AIE e
recomendam um terceiro teste para confirmar os resultados discordantes entre ELISA e

IDGA. Utilizando immunoblot, pesquisadores identificaram 17% de falsos negativos por
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IDGA, que haviam sido classificados como positivos em um ELISA (lIssel et al., 2012). Na
Italia, em uma vigilancia epidemioldgica, 44 amostras positivas por ELISA e immunoblot
ndo reagiram no IDGA (Scicluna et al., 2013). O ELISApgp45 utilizado para triagem neste
trabalho foi desenvolvido utilizando um amplo painel de soros de equinos, asininos e muares,
e apresentou sensibilidade de 98,6% e especificidade de 95,6% para as trés espécies. Durante
a padronizacdo, 33 amostras apresentaram resultados discordantes com o IDGA, das quais
81,8% (26/33) foram positivas em ambos, ELISApgp45 e immunoblot (Naves et al., 2019).
De fato, neste trabalho o ELISApgp45 foi capaz de identificar mais animais positivos do que
0 IDGA (36,59% e 27,09% na primeira coleta, respectivamente), mas conforme regulamenta
a Instrucdo Normativa n°45 de 2018, os reagentes no IDGA foram considerados positivos e
somente eles foram separados do rebanho. Infelizmente ndo foi possivel realizar o
immunoblot para confirmar o diagndstico, mas baseado nos resultados ja publicados
anteriormente e na capacidade do ELISApgp45 em detectar precocemente 13,63% a mais de
positivos em relacdo ao IDGA, é provavel que alguns animais tenham sido erroneamente
classificados como negativos no IDGA, contribuindo para a circulacdo do EIAV no rebanho
negativo e eventual surgimento de novos casos.

A alta prevaléncia inicial encontrada no rebanho, de 27,09% (I.C. 95%: 22,55 —
32,01%), ja era esperada, devido a relatos anteriores (Freitas et al., 2015; Heinemann et al.,
2002), a falta de manejo sanitario e as caracteristicas ambientais favoraveis a manutencéo de
vetores. Ja foi demonstrado anteriormente que regides com estradas precérias, baixo grau de
avanco tecnologico, criacdo extensiva de gado e caréncia de assisténcia veterinaria tem maior
probabilidade (mais de 10 vezes) de terem prevaléncia da AIE mais elevada do que em
regides com melhor infraestrutura. Nestes locais 0s equideos comumente sdo utilizados para
manejo do gado e como meio de transporte, situacbes em que o teste para AIE ndo é
obrigatorio, o que faz com que o virus permaneca em circulacdo (Almeida et al., 2017,
Almeida et al., 2006). Todos esses fatores associados ao resultado encontrado indicam que
a AIE pode ser endémica na llha de Marajo e que apresente alta prevaléncia em ambos 0s
equideos, selvagens e domésticos.

Equideos machos utilizados para servigco apresentaram maior chance de se infectarem
pelo EIAV (O.R.: 2,50; p=0,006), enquanto as fémeas dessa categoria ndo apresentaram
maior probabilidade de infeccdo. Entretanto, a maior parte da tropa de servi¢co do grupo
estudado era constituida por machos (60/66), o que pode ter influenciado na classificagdo da
variavel “sexo macho” como um fator de risco, visto que os machos que recebiam outro tipo de

manejo ndo apresentaram associacdo estatisticamente significativa. Em relacdo ao tipo de
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manejo, ja é bem estabelecido que equideos de servigo representam um grupo de risco, uma vez
que esses animais normalmente se mantém mais proximos do que aqueles de vida livre, o que
facilitaria a transmissdo por insetos hematdéfagos. Além disso, esse grupo de animais é
manuseado com maior frequéncia (Silva et al., 2001; Barros et al., 2018; Almeida et al., 2017).
Apesar de praticamente ndo haver o uso de agulhas, esporas, freios e embocaduras metélicas na
propriedade onde o estudo foi realizado, era comum o uso de selas e chicotes, que poderiam ser
compartilhados entre os equideos. O unico procedimento realizado, eventualmente, era a
castracdo dos equinos de servico. Apos o inicio do estudo, o material utilizado na castracao
passou a ser esterilizado, mas antes disso, ndo se sabe se 0s habitos de higienizacao/esterilizacdo
eram comuns. Isso poderia justificar a ocorréncia mais elevada no grupo de servico e reforga o
guanto outros tipos de materiais podem ser significativos na disseminacdo da AIE, ndo apenas
agulhas. O avanc¢o da idade também ja foi identificado anteriormente como outro fator de
risco (Silva et al., 2001; Maresca et al., 2012; Borges et al., 2013), em acordo com 0
resultado aqui encontrado, o que provavelmente esta associado ao maior tempo de exposi¢do
dos animais mais velhos aos agentes de transmissao.

Apesar de ter sido menor do que entre os animais de servico, a prevaléncia de 22,3%
(51/229) encontrada entre os semisselvagens foi muito alta, principalmente se considerarmos a
auséncia de manejo neste grupo. Essa alta taxa de positividade poderia ser atribuida a
transmissao pela picada de insetos hematdfagos. Pesquisas apontam que fazendas localizadas
em areas regularmente inundadas tem 60 vezes mais chances de ter um animal positivo para o
EIAV do que aquelas localizadas em areas ndo inundadas, o que corrobora com localizacéo da
propriedade e com as condicdes ecoldgicas do arquipélago marajoara, como excesso de calor e
umidade, que favorecem uma alta densidade de vetores (Borges et al., 2013).

Em um trabalho realizado no municipio de Corumba (Mato Grosso do Sul), a
prevaléncia da AIE nos equideos de servigo praticamente dobrou em 20 anos, mesmo com a
implementacdo do CAIEPAN. A partir de questionarios, foi identificado que apenas 38%
dos entrevistados tinham conhecimento do programa de controle, além disso, na percepcao
da maioria, a AIE ndo era considerada uma ameaca importante. Os autores atribuiram a fraca
difusdo do programa a falta de politicas publicas de incentivo a adesdo ao CAIEPAN
(Nogueira et al., 2017). Portanto, em uma possivel futura implementacdo de um programa
de controle na Ilha de Marajo, para que haja interesse e adesao da populacao, é importante o
desenvolvimento de uma acdo integrada das autoridades, com politicas de incentivo,
divulgacdo, assisténcia técnica e um extenso trabalho de educacdo dos cidaddos, para que

eles compreendam os impactos econémicos e sanitarios da AlE.
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Este trabalho também tem uma implicacdo positiva no que diz respeito a preservacao
dos cavalos da Amazonia, as racas Marajoara e Puruca, que vem sofrendo um intenso
processo de descaracterizacdo em funcdo de cruzamentos desordenados com outras racas
introduzidas, colocando-as em risco de extin¢do, principalmente o Puruca, que atualmente
encontra-se com uma populagdo extremamente reduzida e praticamente restrita & Ilha de
Marajo. A situacdo pode ser agravada pela ocorréncia de doencgas infecciosas, como AlE,
que esta entre as principais afec¢des observadas por pesquisadores locais, juntamente com a
encefalomielite equina do leste, garrotilho, brucelose, tétano, tripanossomose e outras
(EMBRAPA, 2016; Marques et al., 2016). O controle da AIE aumenta a sobrevida dos
cavalos, além de agregar valor e possibilitar a comercializacdo. Adicionalmente, a
implementacdo de manejo sanitario previne ndo so a disseminacao da AIE, mas de qualquer

outra doenca infecciosa, melhorando a qualidade do rebanho de forma geral.

3.5. Conclusdo

Foi observada reducdo gradativa e constante da prevaléncia da AIE no rebanho
estudado. Dessa forma, conclui-se que é possivel controlar a disseminacdo da AIE através
de monitoramento soroldgico periddico, utilizando o ELISA como triagem e o IDGA como
confirmatério, seguido da segregacdo dos positivos, respeitando as praticas de manejo e as
especificidades locais. Os resultados obtidos sdo promissores e abrem portas para que novos
trabalhos sejam realizados, abrangendo outras popula¢6es de equideos de outras localidades
da Ilha de Marajo, entretanto os desafios da implementacdo de um programa de controle
devem ser levados em consideracédo, para que haja ampla difusdo e adesdo dos criadores a

proposta.
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4. CAPITULO 3: Baixa taxa de transmissdo do EIAV para potros nascidos de éguas
ferais soropositivas na Amazonia Brasileira, apesar das condi¢fes climéticas

favoraveis a grandes populacdes de insetos vetores.

Resumo

Na llha de Maraj6 (Para), localizada na foz Rio Amazonas, existem numerosos bandos
de cavalos selvagens, incluindo o Marajoara, uma raca geneticamente distinta.
Aproximadamente 40% dos equideos da Ilha estdo infectados com o Equine Infectious
Anemia Virus (EIAV) e na auséncia de transmisséo iatrogénica, a disseminagao desse
lentivirus é mediada principalmente por insetos hematdfagos, cuja alta prevaléncia anual
na regido é sustentada por condicGes climaticas favoraveis. O abate sanitario de todos
0s positivos ndo € uma estratégia viavel quando ha alta prevaléncia doenca ou para racas
altamente especializadas ou raras, em que a manutencdo do patriménio genético deve
ser uma prioridade. Ambas as situacdes exprimem a realidade do cavalo Marajoara, cuja
preservacao é dificultada por altas taxas de soropositividade, que aumentam o potencial
para transmissdo vertical ou transmissdo mediada por inseto para 0s potros. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar as taxas de transmissao vertical e horizontal do EIAV
para potros nascidos de éguas semisselvagens soropositivas até o desmame natural.
Durante dois anos, o status sorolégico de 28 potros nascidos de éguas ferais infectadas
pelo EIAV foi monitorado, por meio do ELISApgp45 seguido do IDGA para
confirmacéo dos resultados positivos. Dependendo da data de nascimento, alguns deles
foram amostrados até seis vezes. Todos 0s potros permaneceram com suas respectivas
éguas até o desmame completo, aproximadamente aos 10 meses de idade, e apenas
7,14% (2/28) dos potros tornaram-se positivos para o EIAV. Este resultado mostrou que
na maioria dos casos € possivel obter potros negativos para o EIAV quando nascidos e
criados por éguas positivas em condi¢Oes naturais de desmame, mesmo em regides com
clima equatorial, onde chuvas substanciais e altas temperaturas favorecem a proliferacao
de insetos vetores.

Palavras-chave: EIAV, transmissao para potros, equideos ferais, Marajoara, Amazonia

4.1. Introducao

A llha de Marajo (Pard), na foz do rio Amazonas, abriga aproximadamente 30.000

equinos, incluindo os cavalos Marajoara, introduzidos na regido pelos colonizadores
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portugueses no inicio do seculo XVIII (IBGE, 2019; Marques et al., 2016). Apos o transporte
das pastagens temperadas da Europa para a regido Amazonica, esses animais foram
confrontados com um clima de floresta tropical, diferentes fontes de vegetacdo, nutrientes e
condic@es severas de calor (27°C) e umidade (>80%) durante todo o ano. Além disso, a regido
tem altos indices pluviométricos (2.800 - 3.400 mm/ano), com chuvas mais intensas
concentradas entre janeiro e junho, periodo em que a llha de Marajé é inundada em mais de
dois tercos do seu territorio (Lima et al., 2005; Schaan, 2010). Uma das principais
caracteristicas da raca Marajoara € a adaptacao as condicGes locais adversas e embora muitos
equideos da Ilha vivam em condigdes selvagens/semisselvagens, muitos sdo utilizados
principalmente para o transporte e manejo extensivo de rebanhos bovinos e bubalinos, uma das
atividades econémicas mais importantes da regido (Brasil, 2015; Marques et al., 2016).

Embora originalmente isolados geograficamente, essa raca distinta comecou a sofrer
cruzamentos com outras racas de cavalos recentemente introduzidas e infelizmente, essa préatica
se tornou uma ameaca a integridade genética do cavalo Marajoara. Outra raca altamente
especializada encontrada na Ilha de Marajo é o cavalo Puruca, resultante de cruzamentos entre
0 Marajoara com pdneis Shetland, sendo selecionados individuos com altura padrdo maxima
de 1,18 metros. Eles sofrem uma ameaca ainda maior, pois constituem uma populagdo muito
pequena e 0s cruzamentos desordenados tém resultado na substituicdo progressiva por um
animal de maior porte, descaracterizando o padréo principal da raca (lanella et al., 2017; Reis
et al., 2008; Marques et al., 2016).

Além da diluicdo das caracteristicas genéticas pelo cruzamento com outras racgas, outra
grande ameagca aos equideos que habitam a llha do Marajé é o Equine Infectious Anemia Virus
(EIAV), que causa a anemia infecciosa equina (AIE). Em uma pesquisa realizada com apenas
294 equideos, 46,26% foram soropositivos (Freitas et al., 2015), sugerindo que este virus é
endémico na regido. A AIE se apresenta classicamente em trés fases clinicas distintas: aguda,
crénica e assintomatica, sendo que aproximadamente 90% dos equideos encontram-se no
estagio de portador assintomatico, em que, embora as cargas virais associadas ao sangue sejam
geralmente baixas, eles permanecem como uma potencial fonte de transmissdo viral (Craigo
and Montelaro, 2013; Leroux et al., 2005).

O EIAV é transmitido através do sangue contaminado principalmente por via
iatrogénica, pela reutilizagdo de equipamentos e materiais cirurgicos. Embora a transmisséo
vertical tenha sido relatada, na auséncia de intervencdo humana a forma mais importante de
transmissdo ocorre através da picada de insetos hematéfagos, incluindo moscas de cavalo

(familia Tabanidae, género Tabanus ou Hybomitra), moscas do cervo (familia Tabanidae,
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Género Chrysops) e com menor frequéncia, moscas do estdbulo (familia Muscidae, género
Stomoxys) (Issel and Foil, 2015). O risco de transmissdo vetorial esta diretamente relacionado
ao numero de animais infectados, proximidade entre os equideos e densidade de vetores, sendo
esta Gltima determinada por fatores ambientais, incluindo altas temperaturas e umidade
(Baldacchino et al., 2014; Cook et al., 2013; Silva et al., 2001). Essas condi¢des climéticas
caracterizam a regido Amazonica e, portanto, as populacfes de equideos locais estdo sujeitas a
grandes populacdes de insetos vetores, incluindo diferentes espécies de tabanideos
(Baldacchino et al., 2014; Coscarén and Papavero, 2009).

Na auséncia de vacinas ou tratamentos eficazes, o controle do EIAV depende da
identificacdo e remocdo de individuos infectados da populacdo, o qual é realizado por
quarentena vitalicia ou, mais frequentemente, por eutanasia. Embora eficazes na reducdo da
incidéncia geral de EIAV, tais métodos, especialmente quando envolvem a eutanasia, ndo sdo
compativeis com a preservacdo de racas raras, em que a manutencdo da diversidade genética é
uma prioridade. Um estudo indica que potros nascidos de éguas soropositivas para EIAV podem
permanecer negativos (McConnico et al., 2000), o que sugere a possibilidade de que éguas
infectadas podem ser incorporadas com sucesso em programas de reproducdo, resultando em
implicacOes significativas na preservacdo de equideos raros ou de alto valor zootécnico em
areas onde a AIE tem alta prevaléncia. Todavia, o estudo de McConnico et al. (2000) foi
conduzido nos EUA, que tem clima predominantemente temperado e subtropical, onde grandes
populacdes de vetores de insetos ndo estdo continuamente presentes. Portanto, foi conduzido
um estudo longitudinal para determinar as taxas de transmissdo viral em potros nascidos de
éguas ferais soropositivas para o EIAV, sob condi¢6es de desmame natural, que habitam a llha
de Marajo, uma regido com clima equatorial, grandes populagdes de insetos vetores durante

todo 0 ano e uma composicao entomoldgica diferente da encontrada na Ameérica do Norte.
4.2. Material e métodos
4.2.1. Areado estudo
Todas as amostras foram coletadas em uma propriedade rural composta por um habitat
predominantemente nativo, com cerca de 5.000 hectares, no municipio de Soure, situado na

costa leste da Ilha de Marajo. Com aproximadamente 49.606 kmz2, o Maraj6 esta localizado no

extremo Norte do Parg, na foz do Rio Amazonas. Nas porg¢des oeste e noroeste, a Ilha é limitada
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pelas aguas do rio Amazonas, ao norte pelo Oceano Atlantico, ao leste pela Baia do Marajo e

ao sul pelo rio Para (ver Figura 1 - Capitulo 2).

4.2.2. Coleta das amostras

O estudo foi conduzido entre janeiro de 2018 a janeiro de 2020 e envolveu 28 potros,
26 machos da espécie equina e dois muares fémeas, todos nascidos de éguas que eram ou se
tornaram soropositivas para AIE, conforme mostrado na Tabela 1. Embora a maioria dos potros
equinos fossem mesticos, oito animais eram da raga Marajoara. Durante 0 curso deste estudo,
dependendo da data de nascimento, os potros foram amostrados até seis vezes para investigar
seu status sorolégico. A maioria dos equideos na propriedade (66,75% - 259/388) eram
semisselvagens (incluindo os equideos analisados neste estudo), enquanto uma menor parcela
(19,32% - 75/388) era utilizada na lida com o gado, mas nenhum dos dois grupos eram
submetidos a qualquer forma de procedimentos convencionais de criagdo, como vacinacao e
suplementacdo alimentar. O parto ocorreu em condicdes naturais e 0S potros permaneceram
com suas maes até o desmame natural, por volta dos 10 meses de idade. O sangue foi coletado
por puncdo venosa da jugular em tubos sem anticoagulante e posteriormente o soro foi
transferido para microtubos de 1,5 mL. O material foi armazenado sob refrigeracéo e enviado
ao Laboratério de Retroviroses, da Escola de Veterinaria da UFMG, para realizagdo dos testes.
Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMG, sob o protocolo niumero 171/2018 (Anexo 1).

4.2.3. Ensaios soroldgicos

Anticorpos contra glicoproteina do envelope gp45 do EIAV foram detectados por
ELISA indireto (ELISApgp45), conforme descrito por Naves et al., (2019) (ver detalhes no
topico 3.2.5.1. — Capitulo 2).

Todas as amostras positivas para ELISApgp45 foram subsequentemente analisadas para
a presenca de anticorpos contra a proteina p26 do EIAV, através do teste comercial de
imunodifuséo em gel de agar (IDGA) (Bruch Laboratories, Brasil), seguindo as instrugdes do
fabricante. Conforme recomendacdo das autoridades regulatérias (Brasil, 2018), apenas as

amostras gue reagiram em ambos os testes foram classificadas como positivas.
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4.3. Resultados

Durante o curso deste estudo, analises soroldgicas foram realizadas para 26 potros
equinos e dois potros muares, no entanto, os animais eram de diferentes idades, em que
aproximadamente metade do grupo nasceu somente apds a data da primeira coleta
(Janeiro/2018). Dessa forma, os potros foram divididos em trés grupos: o Grupo A, que consistia
de 14 potros nascidos antes de janeiro/2018; o Grupo B, composto por oito potros nascidos
entre janeiro e julho/2018; e o Grupo C, constituido por seis potros nascidos apos julho/2018
(Tabela 1). No momento da data da primeira coleta de amostra, os potros do Grupo A variavam
em idade de um a 11 meses e, portanto, os trés mais velhos (Potros 28, 46 e 165) estavam quase
totalmente desmamados e eram negativos para EIAV. Todas as éguas deste grupo, exceto uma
(mae do Potro 24), foram soropositivas para EIAV quando testadas em janeiro/2018 (Tabela
1). Trés potros neste grupo produziram reac0es positivas nos testes ELISApgp45 e IDGA. O
potro 230 possuia anticorpos contra 0 EIAV na amostra coletada em janeiro/2018, mas tornou-
se soronegativo no teste realizado em julho/2018 e assim permaneceu nos testes subsequentes
até a conclusdo do estudo. Considerando o fato de que este potro foi estimado em apenas um
més de idade em janeiro/2018, as reacOes positivas do teste produzidas apenas pela amostra
inicial sdo quase certamente resultado da transferéncia anticorpos maternos. Entretanto, os
potros 45 e 158, que tinham idades estimadas de sete meses em janeiro/2018, ndo tinham
anticorpos detectaveis para EIAV neste primeiro ponto de coleta, mas ambos foram
soropositivos em julho/2018. Em vista das idades desses potros, a presenca de anticorpo
especifico para EIAV em julho/2018, aos 13 meses de idade, sugere fortemente a exposi¢do ao
virus em algum momento depois de janeiro/2018. O potro 24 permaneceu com sua mée por
mais alguns meses e nado se infectou até o final do experimento, mesmo apds a égua ter testado
positivo em julho/2018.

Dois potros do Grupo B (398 e 422) produziram resultados positivos em mar¢o/2018 e
julho/2018, respectivamente (Tabela 1). Todavia, estima-se que ambos tinham
aproximadamente um més de idade no momento da coleta e, como eram soronegativos em todas
as datas de amostragem subsequentes, &€ mais provavel que as reagdes positivas iniciais no
ELISApgp45 e no IDGA fossem o resultado da transferéncia de anticorpos maternos. Um caso
semelhante de transferéncia de anticorpos colostrais também foi observado para o potro muar
454, do Grupo C, em que embora tenha testado positivo aos dois meses de idade
(novembro/2018), apresentou resultados negativos em julho/2019 e novamente em
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janeiro/2020 (Tabela 1). Coletivamente, esses resultados demonstram que dos 28 potros

estudados, apenas dois (7,14%) foram verdadeiramente infectados pelo EIAV.

Tabela 1. Idade, raca, data das coletas e resultados dos potros avaliados para AIE

Idade (meses) na

Data do teste

Datas das coletas dos potros

Potro Raca/Espécie i, 9
épocada 1%coleta  positivodamae  jan/18 Mar/18 Jul/18 Nov/18 Jul/19  Jan/20
24 Mestico 1 Jul/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
28 Mestico 10 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
45 Mestico 7 Jan/18 Neg Neg Pos NC NC NC
46 Mestico 11 Jan/18 Neg NC Neg Neg NC NC
78 Marajoara 7 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
89 Mestico 6 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
137 Mestico 7 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
154 Marajoara 8 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
155 Mestico 7 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
158! Marajoara 7 Jan/18 Neg NC Pos NC NC NC
165 Mestico 10 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
196 Mestico 6 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg Neg
200 Mestico 6 Jan/18 Neg NC Neg Neg Neg ND
230 Mestico 1 Jan/18 Pos NC Neg Neg Neg Neg
398 Marajoara 1 Jan/18 - Pos Neg Neg Neg Neg
404 Marajoara 1 Jan/18 - Neg Neg Neg Neg Neg
420 Mestico 4 Jan/18 - - Neg Neg NC NC
421 Mestico 4 Jul/18 - - Neg Neg Neg Neg
422 Mestico 1 Jan/18 - - Pos Neg Neg Neg
424 Mestico 3 Nov/18 - - Neg Neg Neg Neg
436 Mestico 3 Jul/18 - - Neg Neg NC NC
439 Mestico 2 Nov/18 - - Neg Neg Neg Neg
454 Muar 2 Jul/18 - - - Pos Neg Neg
455 Marajoara 5 Jan/18 - - - Neg Neg Neg
516 Marajoara 7 Jul/18 - - - - Neg Neg
517 Marajoara 4 Jul/18 - - - - Neg Neg
518 Mestico 3 Nov/18 - - - - Neg Neg
519 Muar 4 Nov/18 - - - — Neg Neg
Legenda:

! Potro 158 apresentou resultado positivo no ELISApgp45 e negativo no IDGA em jan/2018 e no teste seguinte

tornou-se positivo também no IDGA
NC: Nao coletado
—: Potro ndo nascido na data da coleta
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4.4. Discussao

Os cavalos Marajoara e Puruca se adaptaram ao longo dos anos para sobreviver nas
condicdes adversas de calor e umidade da llha de Marajo, mas mesmo geograficamente isolados
por seu ambiente insular, eles foram submetidos a cruzamentos com outras ragas introduzidas
na regido, o que resultou em uma reducdo no numero de individuos com caracteristicas
genéticas e fenotipicas associadas a essas racas, colocando-as em risco de extincdo (Costa et
al., 2005; Marques et al., 2016). Os esforcos para preservar tais racas sao dificultados ainda
pela ocorréncia de doencas infecciosas, como a AIE, que parece ser endémica na Ilha de Maraj6.
Os métodos convencionais de controle do EIAV envolvendo eutanésia de individuos infectados
ndo sdo viaveis, especialmente quando a prevaléncia na populacdo de equideos da regido parece
ultrapassar 40% (Freitas et al., 2015).

Para a preservacao de qualquer espécie ou raca ameagada, € importante manter a maior
diversidade genética possivel da populacdo original, a fim de evitar efeito fundador, ou seja,
guando uma nova populacdo é estabelecida, baseada em poucos individuos fundadores,
aumentando assim a possibilidade de manifestacao de caracteristicas genotipicas ou fenotipicas
indesejaveis. Consequentemente, para garantir a sobrevivéncia dos cavalos Marajoara e Puruca,
pode ser desejavel ou mesmo necessario inserir éguas soropositivas para EIAV em um
programa de reproducdo. Isso ndo seria possivel se houvesse alto risco de transmisséo vertical
da égua para o potro, seja in utero, durante o parto ou pela ingestdo de colostro e/ou leite
materno. Em populagdes humanas infectadas com o lentivirus relacionado Human
immunodeficiency virus (HIV), por exemplo, foi demonstrado que o risco de transmisséo
vertical, na auséncia de terapia antirretroviral, variou de 15% a 35% (Newell, 2000). Além do
HIV, foi demonstrado que outros lentivirus, incluindo os Small ruminant lentiviruses (SRLV)
e o Feline immunodeficiency virus (FIV), assim como outros retrovirus, Mouse mammary tumor
virus (MMTYV), Bovine leukemia virus (BLV) e Human T-cell leukemia virus type-1 (HTLV-1)
podem ser transmitidos através do leite materno (Blacklaws et al., 2004; Burkhard and Dean,
2003; Dudley et al., 2016; Romero et al., 1983; Carneiro-Proietti et al., 2014).

Apesar da escassez de informag0es sobre a transmisséo vertical do EIAV, um estudo
relatou que o EIAV pode ser transmitido in utero com uma incidéncia de 100% (7/7) se as éguas
apresentarem episodios clinicos durante a gestacdo, mas a taxa de transmissao vertical diminuiu
para menos de 11% (5/45) em caso de éguas assintomaticas. Os cinco potros desse estudo
desenvolveram sinais clinicos aos quatro meses de idade, mas foram mantidos no mesmo

ambiente de outro potro infectado, portanto a transmissdo pode nao ter sido vertical, mas sim
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por via horizontal através da picada de insetos (Kemen Jr and Coggins, 1972 citado por Gregg
and Polejaeva, 2009). Isso sugere que as altas cargas virais associadas ao sangue presentes
durante os episodios febris aumentam significativamente a probabilidade de que o EIAV
atravesse a placenta, entretanto, se a égua infectada permanecer assintomatica, o risco de
transmissdo para o feto no Utero ou durante o parto diminui em pelo menos 90%.
Adicionalmente, embora o leite de éguas positivas contenha particula viral infecciosa, capaz de
infectar cavalos quando inoculado intradermicamente, o EIAV parece néo ser transmitido aos
potros durante aamamentacéo (Board, 1914; Stein and Mott, 1947; Stein and Mott, 1946; citado
por Gregg and Polejaeva, 2009), ao contrario do que é observado para outros lentivirus, como
HIV, FIV e SRLV (Blacklaws et al., 2004; Burkhard and Dean, 2003; Newell, 2000). Isso ¢é
apoiado pelos resultados obtidos neste estudo e por trabalhos anteriores envolvendo potros
nascidos de éguas positivas (Issel et al., 1985; McConnico et al., 2000; Nogueira et al., 2011;
Silva et al., 2001). De fato, dois potros (45 e 158) se tornaram soropositivos durante o curso
deste estudo, contudo isso ocorreu quando eles tinham entre sete e 13 meses de idade, e,
portanto, é improvavel que a transmissao tenha sido vertical.

Embora a transmissdo vertical de EIAV para potros pareca ser um evento raro, eles ainda
podem ser expostos ao virus atraveés da picada de insetos hemat6fagos, visto que geralmente
permanecem proximos as maes até o desmame completo. Para reduzir o risco de transmissao
mediada por insetos Silva et al. (2001) desmamaram potros nascidos de éguas soropositivas aos
seis meses de idade e os segregaram do restante do rebanho em pelo menos 200 metros. Embora
essas medidas evitem a exposicao ao EIAV, o desmame precoce resulta em estresse tanto para
as éguas, quanto para seus potros, além disso, as medidas de isolamento exigem muito recurso
e manejo. Um experimento conduzido nos EUA, envolvendo 12 potros selvagens, separados de
suas maes antes dos trés/quatro meses de idade, demonstrou que eles permaneceram negativos,
embora tenham sido criados nos primeiros meses de vida por suas respectivas maes, portadoras
inaparentes do EIAV, mesmo com altas populacGes de insetos vetores durante 0s meses de
verdo em que o projeto foi realizado (McConnico et al., 2000). Nossos resultados demonstraram
que 92,86% (26/28) dos potros nascidos de éguas soropositivas permaneceram negativos para
esse virus durante todo o periodo do estudo, na regido Amazo6nica. Ao contrario dos animais
descritos por McConnico et al. (2000), os equideos aqui avaliados foram mantidos com suas
respectivas mées soropositivas por longos periodos em condi¢Ges semisselvagens, em um
ambiente onde o EIAV é endémico e o clima de floresta tropical quente e tmido favorece altas
populagdes de insetos vetores durante todo o ano (Baldacchino et al., 2014; Guimarées and
Aguiar, 2019).
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Os resultados aqui relatados estdo de acordo com uma pesquisa realizada na regido do
Pantanal sul-mato-grossense, onde as taxas de soropositividade em potros com
aproximadamente um ano de idade foram encontradas em apenas 3,3%, apesar de 65,93% da
populacéo de equideos em geral apresentar sorologia positiva (Nogueira et al., 2011). Embora
nesta pesquisa a falta de registro dos nascimentos tenha resultado no desconhecimento do status
soroldgico das respectivas mées de cada potro, os achados de Nogueira et al. (2011) juntamente
com os resultados aqui obtidos, indicam que os potros tém um risco relativamente baixo de
infeccdo pelo EIAV, mesmo em um ambiente altamente favoravel a transmissao mediada por
insetos hemat6fagos. Uma possivel explicagdo para isso inclui os efeitos protetores da
transferéncia de anticorpos especificos para EIAV no colostro. Inicialmente, estes podem estar
presentes em concentracdes relativamente altas no soro de potros, mas diminuem com o tempo,
tornando-se indetectaveis por IDGA em uma idade média de 183 dias (McConnico et al., 2000).
Outro fator de protecdo pode ser o fato de os potros jovens terem uma resposta defensiva mais
vigorosa a presenca de insetos hemat6fagos do que os equideos adultos, e 0s movimentos
defensivos costumam fazer com que o inseto se mude para um hospedeiro mais passivo. Foi
observado em cavalos em pastagem livre, que os potros tém apenas 2,43% da carga de
tabanideos encontrada em animais mais velhos (Foil et al., 1985). Além disso, animais de maior
porte podem ser mais atraentes visual e olfativamente aos insetos hemat6fagos, pois produzem
maiores concentracfes de substancias quimiotaticas, como o dioxido de carbono (Baldacchino
etal., 2014).

As cargas virais associadas ao sangue em portadores inaparentes também podem ser
extremamente importantes, mas infelizmente, isso ndo foi estudado extensivamente,
especialmente em populac6es de equideos selvagens. Em situacdes experimentais, 0s episddios
clinicos de AIE estdo associados a cargas virais que podem ultrapassar 10 doses infecciosas
em cavalos por mL de sangue periférico. Um inseto hematéfago de tamanho médio, como
Tabanus fuscicostatus, retém 10 + 5nL de sangue no aparelho bucal apés interrupgéo do repasto
sanguineo, e no caso de alimentacdo em equideos febris, esse volume equivale a cinco a 15
particulas infecciosas de EIAV. Isso sugere que, em teoria, a disseminagdo de EIAV pode
ocorrer ap6s uma Unica picada de mosca em um equideo com sinais clinicos de AIE, embora
experimentalmente tenha sido demonstrado que a transmissdo por T. fuscicostatus nessas
circunstancias ocorreu em uma a cada sete tentativas. Em contraste, os portadores inaparentes
tém titulos de viremia de uma dose infecciosa em cavalo por mL de sangue periférico. Nessas
circunstancias, a probabilidade numérica da transmissdo por T. Fuscicostatus é de
aproximadamente uma em 67.000-200.000 (Foil et al., 1987; Hawkins et al., 1976; Issel et al.,
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1982). Se esses numeros se aplicarem a realidade do campo, o risco de transmissdao mediada
por insetos pode ser considerado baixo, mesmo em situagdes com elevada densidade de insetos
vetores, a ndo ser que a alimentacdo ocorra em um equideo com sinais clinicos de AIE. Embora
mais estudos sejam necessarios, os resultados detalhados aqui sugerem fortemente que éguas
positivas e inaparentes representam um risco muito baixo de transmissdo do EIAV para seus
potros em todos os estagios da vida, desde o desenvolvimento no Utero até o desmame

completo.

4.5, Conclusdo

Este trabalho apresenta evidéncias que apoiam 0 argumento de que a transmissdo
vertical é um evento raro em potros nascidos de éguas soropositivas assintomaticas. Além disso,
as taxas de transmissdo mediada por insetos hematdfagos para potros sdo baixas, permitindo
gque um potro permaneca com sua mae soropositiva até o desmame completo, mesmo em
condicdes que sdo altamente favoraveis para a manutencao de alta densidade de vetores durante
todo o ano. Esses achados demonstram que é possivel obter potros livres de EIAV mesmo
quando nascidos de mées soropositivas, desde que as éguas ndo apresentem sinais clinicos de
AlE.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A anemia infecciosa equina é uma doenca amplamente distribuida e de grande
importancia socioeconémica, sobretudo em regides com alta prevaléncia e que dependem da
equideocultura para o desenvolvimento de determinadas atividades, como a pecuéria extensiva.
Um exemplo cléssico € o Pantanal, mas outra regido que compartilha algumas caracteristicas,
como alta prevaléncia da AIE, alta densidade de insetos hemat6fagos e dependéncia dos
equideos para 0 manejo do gado e até mesmo para o transporte, é a Ilha de Marajo, na Amazénia
brasileira. Além da importancia econémica dos cavalos na regido, ha ainda o agravante das
racas Marajoara e Puruca, geneticamente distintas e adaptadas as adversidades climéticas
locais, estarem em risco de extincdo. Apesar disso, poucos sdo os esfor¢os para melhorar os
aspectos sanitarios da populacao de equideos da llha.

Em vista da alta prevaléncia da AIE, o abate sanitario € uma medida inviavel, que
colocaria em risco ndo apenas a sobrevivéncia dessas ragas raras, mas também a subsisténcia
de muitos cidaddos marajoaras. Diante disso, o trabalho piloto aqui desenvolvido demonstrou
que é possivel controlar a AIE, tanto em equideos que vivem em condicdes semisselvagens,
quanto daqueles que séo utilizados para o trabalho de campo, preconizando a segregacéo dos
soropositivos em vez da eutanasia e implementando medidas basicas de manejo sanitario, como
uso individual de agulhas. Adicionalmente, os potros podem permanecer com suas maes
positivas até o desmame natural, com baixo risco de se infectarem, isso aumenta a sobrevida
do potro e facilita 0 manejo, ndo havendo necessidade de criar um terceiro grupo de animais.

A abordagem proposta permite que os cavalos continuem sendo utilizados e, desde que
0s proprietarios/funcionéarios se comprometam com o0s cuidados necessarios, leve a uma
reducdo gradativa da prevaléncia da AIE, agregando valor ao rebanho.

Alguns entraves impediram que o trabalho fosse conduzido de forma “ideal”. A
dificuldade de acesso a Ilha e a propriedade durante a época de cheia, bem como 0 manejo
dos animais para a realizacdo das coletas neste periodo é uma limitacdo dificil de ser
contornada e representa a realidade de boa parte das fazendas da Ilha de Marajé. Além disso,
havia toda uma questdo de logistica e recursos humanos para que as amostras fossem
coletadas e posteriormente fossem transportadas para Belo Horizonte, nas devidas condi¢des
de acondicionamento e biosseguranca, sem que houvesse perda da qualidade do material. O
custo dessa empreitada, adicionalmente ao custo dos testes de diagndstico, foi muito elevado
e infelizmente ndo houve financiamento especifico para esta proposta. A parceria com 0S

colaboradores da UFPA e a captacéo de recursos por fontes alternativas foram fundamentais
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para a realizacdo deste projeto. Por fim, mesmo com todos os empecilhos, o trabalho
desenvolvido foi bem-sucedido e os resultados alcangados foram extremamente satisfatérios.

As informacdes adquiridas também sdo importantes para programas de preservacdo dos
cavalos Marajoara e Puruca, pois além de ndo ser necessario abater os positivos, ainda podem
utilizar éguas soropositivas para a reproducdo, garantindo potros livres de infecgdo na grande
maioria dos casos. Além destas ragas autdctones, o modelo proposto poderia servir como base
para a preservacao de outras racas que habitam a Amazonia, como os cavalos Lavradeiro, dos

campos de Roraima, e 0 Baixadeiro, da Baixada Maranhense.
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6. PERSPECTIVAS

Apesar dos indicativos de que a AIE seja endémica, € necessaria a realizacdo de um
amplo estudo de prevaléncia na Ilha de Marajo, para determinar o perfil epidemiolédgico da AIE
na regido e ajudar a direcionar os esforcos para o controle da doenca.

O modelo de controle proposto neste trabalho foi implementado em uma propriedade
representativa da Ilha e mostrou-se eficaz, assim, estudos mais abrangentes, envolvendo outras
propriedades em outros municipios devem ser conduzidos. E importante que haja interesse e
participacdo do poder publico, que deve estimular a populagdo para que haja adesdo a proposta.

Por ultimo, e ndo menos importante, a preservacao das racas Marajoara e Puruca € um
dos pontos que merece destaque e que precisa ser considerado como uma prioridade pelas
autoridades locais, que devem realizar um extenso trabalho de conscientizacdo com 0s
criadores, bem como devem promover outras a¢oes viabilizem maior sobrevida e aumento da
populagéo dos equinos da Amazonia.
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