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RESUMO 

A Anemia Infecciosa Equina (EIA) é uma doença viral, que acomete todos os membros 

da família Equidae. Apesar disso, os asininos quando infectados são capazes de suprimir 

os sinais clínicos e manter o título viral abaixo do limiar de provocar doença ao longo de 

todo período de infecção. Aspectos associados à resposta imune humoral e celular podem 

estar envolvidos no quadro clínico diferente encontrado em jumentos infectados com o 

Equine infetious anemia virus (EIAV), dentre eles, os fatores de restrição retrovirais 

(RRFs), proteínas induzíveis por interferons, que limitam alguma etapa do ciclo de 

replicação viral e a expressão diferenciada do receptor de lentivírus equino tipo I (ELR1) 

que está associado à entrada do vírus na célula-alvo. Nesse sentido, esse trabalho propôs 

analisar a expressão dos RRFs APOBEC3, ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2, BST2, 

SERINC e TRIM5α, bem como comparar a expressão do ELR1 na sua forma funcional e 

a presença de isoformas solúveis em células mononucleares de cavalos e jumentos 

infectadas com o EIAV, in vitro. Para isso, o sangue total de 3 cavalos e 3 jumentos foram 

submetidos ao isolamento e cultivo das células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC), seguindo de infecção com a estirpe patogênica EIAVWyo. Nossos resultados 

demonstraram que o ADAR1 é mais expresso nos equinos, assim como o Mx2. Já os 

RRFs A3Z3, TRIM5α e SERINC, são mais expressos nos macrófagos de jumentos 

quando comparado aos de cavalos. Com relação ao ELR-1, foi observado que macrófagos 

de jumentos e de cavalos expressam igualmente o receptor ao longo do tempo, porém a 

isoforma solúvel do receptor (sELR1) é inicialmente mais expressa em macrófagos 

derivados de monócitos (MDM) de jumentos. Dessa forma, sugerimos que a expressão 

diferenciada dos RRFs e do sELR1 em MDM de jumentos quando comparado aos de 

cavalos, pode estar associado ao controle rigoroso da replicação do EIAV nessa espécie.  

  

Palavras-chave: Patogênese, EIAV, fatores de restrição, ELR1, sELR1, macrófagos, 

jumentos, cavalos.  

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Equine Infectious Anemia (EIA) is a viral disease that affects all members of the Equidae 

family. Despite this, donkeys, when infected, are able to suppress clinical signs and keep 

the viral titer below the threshold of causing disease throughout the entire period of 

infection. Factors associated with the humoral and cellular immune response may be 

involved in this different issue found in donkeys infected with the Equine infectious 

anemia virus (EIAV), including retroviral restriction factors (RRFs), interferon-inducible 

proteins that limit some stage of the viral replication cycle and the differentiated 

expression of the equine lentivirus receptor type I (ELR1) which is associated with virus 

entry into the target cell. In this sense, this work proposed to analyze the expression of 

the RRFs APOBEC3, ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2, BST2, SERINC and TRIM5α, 

as well as to compare the expression of ELR1 in its functional form and the presence of 

soluble isoforms in mononuclear cells of horses and donkeys infected with EIAV, in vitro. 

For this, whole blood from 3 horses and 3 donkeys were subjected to isolation and culture 

of peripheral blood mononuclear cells (PBMC), followed by infection with the 

pathogenic strain EIAVWyo. Our results demonstrated that ADAR1 is more expressed in 

horses, as well as Mx2. The RRFs A3Z3, TRIM5α and SERINC are more expressed in 

donkey macrophages when compared to horses. With regard to ELR-1, it was observed 

that macrophages from donkeys and horses equally express the receptor over time, 

however the soluble receptor isoform (sELR1) is initially more expressed in macrophages 

derived from monocytes (MDM) from donkeys. Thus, we suggest that the differentiated 

expression of RRFs and sELR1 in MDM of donkeys when compared to horses, may be 

associated with the strict control of EIAV replication in this species. 

Keywords: Pathogenesis, EIAV, restriction factors, ELR1, sELR1, macrophages, 

donkeys, horses. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A equideocultura é uma atividade ascendente em diversos países do mundo, 

inclusive no Brasil. Com uma população mundial de aproximadamente 116,7 milhões de 

equídeos, a importância primária desses animais está diretamente ligada ao rendimento 

financeiro e à geração de empregos proporcionado pela indústria equídea. No entanto, um 

grande entrave que vem limitando a expansão da equideocultura são as enfermidades que 

acometem os animais e trazem grandes prejuízos para os criadores interessados na 

melhoria das raças (Almeida et al., 2006).  

No Brasil, devido às condições geoclimáticas locais, uma das principais doenças 

que acometem os equídeos é a Anemia infecciosa equina (EIA), uma doença viral, 

mundialmente distribuída, transmissível e que não possui tratamento e nem vacina eficaz. 

A EIA acomete todos os membros da família Equidae (equinos, asininos e muares) e é 

causada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV), um retrovírus, classificado dentro 

do gênero Lentivirus (Cook et al., 2013).  

O curso clínico da EIA é bem documentado em cavalos e se divide em fase 

aguda, caracterizado por febre, trombocitopenia, letargia e inapetência; fase crônica onde 

o animal apresenta ciclos de viremia, ocasionando anemia, perda de peso, edema, 

trombocitopenia com eventuais sinais neurológicos e fase inaparente prolongada, com 

ausência de sinais clínicos e replicação viral limitada aos tecidos (Cook et al., 2013; Issel 

et al., 2013) 

Assim como os equinos, os muares quando infectados pelo EIAV são 

sintomáticos (Spyrou et al., 2003). Em contrapartida, os asininos são naturalmente 

resistentes à manifestação dos sinais clínicos e mantém o título viral abaixo do limiar de 

provocar doença, ao longo de todo período de infecção. Além disso, os jumentos têm um 

‘atraso’ na soroconversão e apresentam uma expressão diferenciada de citocinas pró- 

inflamatórias como IL-1, TNF- α e IL-6 (Câmara et al., 2020; Cook et al., 2001; Oliveira, 

2016).  

Apesar da notável similaridade morfológica, estima-se que o último ancestral 

comum entre os cavalos e jumentos viveu há aproximadamente 4,5 milhões de anos atrás, 

desde então, as espécies vêm sendo agrupadas em clados monofiléticos distintos (Vilstrup 

et al., 2013). Análises dos genomas completos dos equídeos, demostraram divergências 

em genes diretamente envolvidos no sistema imunológico e no metabolismo dos animais 

(Orlando, 2015). Essa evolução independente dos cavalos e jumentos, pode ter alterado a 
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expressão de componentes importantes do sistema imune entre os animais, como dos 

fatores de restrição retroviral (RRFs) e das isoformas do receptor ELR-1. 

Os RRFs, são sistemas mediados por proteínas frequentemente 

estimuladas por interferons (IFN), que atuam em alguma etapa do ciclo de replicação 

viral, limitando ou estimulando a síntese de novas partículas infecciosas (Schoggins, 

2014; Schoggins & Rice, 2011). Em equinos, os RRFs APOBEC3, ADAR1, RSAD2, 

SAMHD1, Mx2 e BST2 já foram descritos com alguma atividade restritiva ou 

potencializadora do EIAV (Gramberg et al., 2013; Ji et al., 2018; Tang et al., 2014; Tang 

et al., 2016; Yin et al., 2014a; Zielonka et al., 2009). Todavia, os RRFs SERINC e 

TRIM5α, que aparentemente têm algum efeito restritivo sobre o vírus, até o momento, 

todos estudos são baseados em vírus pseudotipados e cultura de células imortalizadas de 

rim embrionário humano (HEK-293) (Chande et al., 2016; Stremlau et al., 2005). 

 Já o receptor ELR1, um membro da superfamília de receptores do fator de 

necrose tumoral (TNFR), atualmente é o único receptor associado à entrada do EIAV nas 

células-alvo, monócitos/macrófagos (Leroux et al., 2004; Zhang et al., 2008). Em 

equinos, além do ELR1 na sua forma funcional, a presença de uma isoforma solúvel 

(sELR1) permite a ligação do envelope viral à superfície da membrana celular, mas 

impede as mudanças conformacionais subsequentes que são necessárias para a fusão do 

EIAV à célula-alvo, exercendo dessa forma, efeitos inibitórios na infecção viral (Lin et 

al., 2013). 

Como in vitro, as células de equinos e asininos são igualmente infectadas pelo 

EIAV (Cook et al., 2001; Oliveira, 2016). Contudo, a expressão diferenciada dos RRFs e 

do receptor ELR1 nos macrófagos de jumentos quando comparada aos macrófagos de 

cavalos poderia justificar o eficiente controle da carga viral pelos asininos quando 

infectadas pelo EIAV. 

Nesse sentido, os objetivos desse trabalho foram: 

▪ Comparar o perfil de expressão de mRNA proveniente dos fatores de 

restrição APOBEC3, ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2, BST2, SERINC e TRIM5α em 

PBMCs de cavalos e jumentos infectados com o EIAV in vitro.   

▪ Detectar a expressão de SERINC e TRIM5α em macrófagos derivados de 

monócitos de cavalos e jumentos.   

▪ Identificar a expressão do receptor ELR1 e sELR1 em macrófagos de 

jumentos, pós infecção pelo EIAV in vitro. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/interferon
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▪ Avaliar a expressão do receptor funcional ELR1 e sua isoforma solúvel 

sELR1 em macrófagos derivados de monócitos de cavalos e jumentos, ao longo do tempo 

pós-infecção.   
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CAPÍTULO 1: Uma revisão sistemática sobre a genômica do gênero 

Equus correlacionada à patogênese diferenciada da Anemia Infecciosa Equina em 

cavalos e jumentos  

 

1.1 Resumo 

A equideocultura é uma atividade ascendente em diversos países do mundo, cuja 

importância primária está diretamente ligada ao rendimento financeiro e à geração de 

empregos de forma direta e indireta proporcionado pela indústria equídea. No entanto, 

um grande entrave que vem limitando a expansão do segmento é a anemia infecciosa 

equina (EIA), uma doença viral, mundialmente distribuída, transmissível e que não possui 

tratamento e nem vacina eficaz. Com o curso clínico bem documentado em cavalos e 

ponéis, a EIA é conhecida por desenvolver um quadro inicial agudo caracterizado por 

febre, trombocitopenia, letargia e inapetência, seguindo de uma fase crônica com ciclos 

viremia, ocasionando anemia, perda de peso, hemorragias, edema, trombocitopenia e uma 

fase inaparente prolongada, com ausência de sinais clínicos e replicação viral limitada 

aos tecidos. Contudo, apesar do EIAV acometer naturalmente todos os equídeos, os 

asininos de alguma maneira, conseguem suprimir todos os sinais clínicos e manter o título 

viral abaixo do limiar de provocar doença ao longo de todo período de infecção, além de 

demonstrarem um ‘atraso’ na soroconversão e uma baixa produção de anticorpos, o que 

dificulta o diagnóstico precoce dos animais infectados. Apesar da notável similaridade 

morfológica, geneticamente, cavalos e jumentos são divididos em dois clados distintos 

dentro do gênero Equus. A maioria das variações encontradas entre as espécies, estão em 

genes envolvidos diretamente no metabolismo energético e na resposta imunológica dos 

animais. Esse fator poderia justificar a baixa susceptibilidade dos asininos, ao 

desenvolvimento de sinais clínicos quando acometidos por diversos agentes infecciosos, 

dentre eles o EIAV. 

 

1.2. Importância dos equídeos 

Os cavalos (Equus caballus) e os jumentos (Equus asinus) são mamíferos 

ungulados pertencentes a família Equidae e ao gênero Equus (Rose et al., 2014). O 

cruzamento dessas duas espécies resulta em um híbrido estéril, denominado mula/burro, 

que possui as características morfólogicas das duas espécies progenitoras, mas mantém 

as suas características fisiológicas semelhantes às dos cavalos (Matthews & Van Loon, 

2013). 
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Atualmente, a população mundial de equídeos é de aproximadamente 116,7 

milhões de animais, subdividos em 57,7 milhões de cavalos, 50,4 milhões de jumentos e 

8,5 milhões de mulas (FAO, 2019). A maioria destes animais estão concentrados em 

países em desenvolvimento, garantindo a subsistência de 500 milhões de pessoas, que os 

utilizam para fins domésticos e comerciais que variam desde a agricultura, construção, 

turismo, mineração e transporte público (FAO, 2019; Valette, 2015). Apesar disso, a 

importância primária desses animais está diretamente ligada à movimentação econômica 

proporcionado pela indústria equídea, que envolve setores ligados a agricultura, negócios, 

esportes, jogos, entretenimento e recreação (Lima & Cintra, 2016), fazendo da 

equideocultura um importante componente do agronegócio mundial. 

Nos Estados Unidos, que possui atualmente a maior população de equídeos do 

mundo, a indústria equídea contribui anualmente com cerca de US$122 bilhões para a 

economia do país, sustentando aproximadamente 1,74 milhões de empregos (AHCF, 

2018). A Irlanda, apesar de ser o sexagésimo maior rebanho de equídeos do mundo é o 

terceiro maior produtor de puro-sangue, produzindo cerca de €400 milhões por ano para 

a economia do país, já a França que ocupa a trigésima primeira colocação, com um 

rebanho de aproximadamente um milhão de animais, possui um volume de negócios 

anual de aproximadamente €12 bilhões (Gilbert et al., 2018; Jara et al., 2020; Younge & 

Vial, 2012). Na Austrália, mais de US$6 bilhões do produto interno bruto (PIB) do país 

é oriundo da indústria equídea (RIRDC, 2014). A equideocultura canadense, com um 

rebanho de 398.303 animais, contribui com mais de US$19 bilhões anuais para a 

economia nacional e produz aproximadamente 154 mil empregos (Canadian horse 

industry profile., 2010). Já o Brasil, maior produtor de equídeos da América Latina e 

quarto maior do mundo, vem arrecadando cerca de R$16,15 bilhões por ano com a 

indústria equídea, produzindo cerca de 800 mil empregos diretos e 3,5 milhões indiretos. 

(Lima & Cintra, 2016). 

Mesmo com a relevante importância dos equídeos para a economia mundial, as 

doenças infecciosas que acometem os animais são um grande obstáculo na expansão da 

equideocultura por trazerem prejuízos aos proprietários e aos criadores interessados na 

melhoria das raças e impedir o acesso ao mercado internacional (Almeida et al., 2006). 

Nesse sentido, a anemia infecciosa equina tem uma grande importância, pois além de 

trazer grandes prejuízos econômicos, em regiões endêmicas, onde a segregação de 

animais positivos a uma distância de 200m do restante do rebanho é adotada como uma 
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alternativa segura à eutanásia (Silva et al., 2001), existe uma preocupação relacionada ao 

bem-estar animal, uma vez que alguns estudos já relataram a menor capacidade dos 

equídeos infectados com EIA em realizar atividades de alto impacto como tração, 

montaria ou carga (Andrade et al., 2018; Benedict, 1999). 

 

1.3. Caracterização da Anemia Infecciosa Equina 

Atualmente, a EIA é uma das dezoito doenças que acometem a família Equidae, 

consideradas de notificação obrigatória pela World Organisation for Animal Health 

(WOAH, 2022), além de ser uma das enfermidades consideradas prioridades dentro dos 

programas de saúde equídea em todo mundo, devido a sua comum manifestação 

subclínica, o que garante a manutenção da doença no rebanho e a possibilidade de 

introdução da mesma em outras subpopulações mediante ao trânsito de animais 

infectados, porém assintomáticos (Domingues et al., 2015). 

A EIA é uma infecção causada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV), um 

retrovírus, classificado no gênero Lentivirus, de distribuição mundial, transmissível e cuja 

única forma de controle disponível se dá pela quebra do ciclo de transmissão da doença, 

através da identificação dos animais positivos, segregação e/ou eutanásia dos mesmos 

(Reis & Cook, 2014). 

1.3.1 Etiologia viral  

O EIAV possui aproximadamente 115nm de diâmetro e um capsídeo icosaedro 

envolvendo o material genético composto de duas cópias de RNA senso positivo, não 

complementares (Figura 1A). Após a ligação do vírus ao receptor da célula hospedeira, a 

entrada do EIAV pode ocorrer por um mecanismo dependente de pH baixo, utilizando 

vacúolos revestidos com clatrina ou por um mecanismo independente de pH, onde ocorre 

a fusão do envelope viral com a membrana celular, seguido da liberação do material 

genético no citoplasma (Brindley & Maury, 2008). O RNA viral sofre transcrição reversa, 

mediante a ação da enzima transcriptase reversa, codificada pelo próprio vírus, que 

sintetiza um DNA de cadeia dupla que migra para o núcleo e se integra ao genoma da 

célula do hospedeiro, formando o provírus (Poltronieri et al., 2015). O DNA proviral do 

EIAV possui 8,2 kpb (Cook et al., 2013; Dong et al., 2012), sendo responsável por 

codificar três proteínas estruturais: gag, pol e env. O gene gag sintetiza as proteínas do 

core viral p26, p15, p11 e p9. O gene pol codifica a transcriptase reversa que atua na 
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síntese de DNA a partir do RNA; a integrase, necessária para a integração do provírus ao 

genoma do hospedeiro e a protease que é responsável pela clivagem da poliproteína gag 

e gag-pol. O gene env é responsável pela produção de glicoproteínas transmembrana 

(gp45) e de superfície (gp90), requeridas para a ligação e penetração do vírus na célula 

hospedeira e que atuam também como potentes imunoestimulantes (Li et al., 2005). Além 

dos genes estruturais, o genoma do vírus codifica três proteínas acessórias: Tat, Rev e S2 

que desempenham respectivamente funções reguladoras, de proteção do vírus contra as 

defesas do hospedeiro e aumento da patogenicidade (Covaleda et al., 2010). O genoma 

viral é ainda flanqueado nas extremidades por regiões de repetição (LTRs) contendo 

sequências regulatórias (Craigo et al., 2009) (Figura 1B). 

 

Figura 1: Representação esquemática (A) da partícula do EIAV e (B) das 

proteínas acessórias (Tat, S2 e Rev) e estruturais produzidas a partir de poliproteínas 

precursoras clivadas por protease (Gag / Pol) ou por endoproteinases (SU / TM), 

flanqueado nas extremidades por terminais LTR (Fonte: Cook et al., 2013). 
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1.3.2. Ciclo de replicação viral 

Uma vez no hospedeiro, a infecção retroviral inicia-se quando as glicoproteínas 

de superfície do vírus (gp90) são reconhecidas e se ligam aos receptores de lentivírus 

equino tipo 1 (ELR1) que estão presentes na superfície dos monócitos, disponíveis 

principalmente na corrente sanguínea e medula óssea. Após a ligação, ocorrem mudanças 

conformacionais tanto no receptor celular quanto na glicoproteína de superfície, 

permitindo a fusão do envelope viral, seguindo da liberação do capsídeo e desnudamento 

do material genético do EIAV no citoplasma celular (Lin et al., 2013). No entanto, mesmo 

sendo as primeiras células-alvo do EIAV e permitir a entrada do vírus, os monócitos não 

possuem todos os fatores de transcrição necessários para a replicação viral (Evans et al., 

2013). Dessa forma, induzido por um processo inflamatório, que causa expressão de 

citocinas específicas e do receptor de fator de crescimento hematopoiético (Csfrl1), os 

monócitos migram para os tecidos onde se diferenciam em macrófagos ou em células 

dendríticas, que são capazes de sintetizar as proteínas virais e produzir novos vírions 

(Geissmann et al., 2010; Maury, 1994; Sellon, 1993). Apesar do EIAV infectar 

inicialmente os monócitos disponíveis principalmente na corrente sanguínea, os 

principais sítios de replicação viral são os órgãos ricos em macrófagos, como o baço, o 

fígado e os rins, (Covaleda et al., 2010).  

Monócitos/macrófagos são as únicas células descritas in vivo, que possuem o 

ELR1, um membro da superfamília de receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) e 

o único receptor associado a entrada do EIAV nas células-alvo, até o momento (Leroux 

et al., 2004; Zhang et al., 2008).  

O ELR1 é uma proteína transmembrana, formado por quatro domínios ricos em 

cisteína (CRD1 a CRD4) (Naismith & Sprang, 1998). Estudos demonstraram que uma 

única leucina (Leu) presente na posição 70, do domínio CRD1 é essencial para a ligação 

funcional do ELR1 à glicoproteína de superfície (Gp90) do EIAV, enquanto os demais 

domínios, embora não sejam essenciais, podem influenciar os níveis de ligação do 

receptor com a Gp90 (Zhang et al., 2008). Todavia, Lin e colaboradores (2013), 

identificaram na superfície dos monócitos/macrófagos, a presença de uma isoforma 

predominante funcional do ELR1, contendo 942bp, subdividida em 9 éxons (1-9), bem 

como, a presença de uma isoforma solúvel (sELR1), contendo uma inserção de 153 

nucleotídeos no íntron 6. Enquanto o receptor ELR1 permite a ligação e fusão do 

envelope viral à superfície da membrana celular, a isoforma sELR1 permite a ligação da 

gp90 ao receptor, mas impede as mudanças conformacionais subsequentes que são 
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necessárias para a fusão do EIAV à célula-alvo, exercendo dessa forma, efeitos inibitórios 

na infecção viral. Além disso, o sELR1 aparece com uma alta frequência em comparação 

com o transcrito ELR-1 funcional predominante (de 25% a 50%) (Lin et al., 2013; Ma et 

al., 2014). Posteriormente, um estudo observou que o EIAV regula positivamente a 

expressão de sELR1, indicando que a presença dessa proteína solúvel atua tanto na 

infectividade viral quanto na resistência do hospedeiro frente ao vírus (Ma et al., 2014). 

1.3.3. Transmissão  

Na natureza, a transmissão do EIAV ocorre a partir dos repastos sanguíneos 

realizados por vetores mecânicos pertencentes ao gênero Tabanus e em menor frequência 

por dípteros das espécies Hybomitra spp. ou Stomoxys spp. (Hawkins et al., 1976; Issel 

& Foil, 1984). Para a transmissão ocorrer, é necessário que a alimentação inicial seja 

suspensa e a mosca encontre um novo hospedeiro para alimentar-se (Issel et al., 2014). O 

bloqueio do repasto sanguíneo é comum, uma vez que ao voar ao redor dos olhos, pousar 

na pele e tentar picar, esses insetos induzem nos animais movimentos defensivos da 

cabeça, orelhas, pele, pernas e cauda (Baldacchino et al., 2013). Contudo, foi observado 

que 99% das moscas tendem a retornar ao hospedeiro inicial se a sua alternativa estiver a 

mais de 50 metros de distância (Issel & Foil, 1984). Além disso, o volume de sangue 

retido no aparelho bucal desses insetos é de 1x10-5mL e o conteúdo viral é de apenas 

10TCID50, se o primeiro repasto sanguíneo for realizado em um animal virêmico. Um 

outro fator limitante é o tempo, uma vez que a infectividade viral no aparelho bucal de 

um inseto diminui 99% em 1 hora e se torna indetectável após 4 horas (Cook et al., 2013; 

Reis & Cook, 2014).  

Com isso, uma outra forma de disseminação viral muito importante é a 

iatrogênica, onde o homem atua como o principal vetor, a partir do compartilhamento de 

agulhas, materiais cirúrgicos ou acessórios de montaria contaminados (Mealey et al., 

2005). Estudos demonstram que o volume residual de sangue retido em uma agulha após 

uma coleta, varia de 0,05 a 0,1mL, nesse volume a viabilidade do vírus dura cerca de 96 

horas (Reis & Cook, 2014). Nesse sentido, a transmissão iatrogênica, vem sendo 

associada aos recentes surtos da doença em países onde a ocorrência da EIA era baixa, 

devido a práticas deficientes em biossegurança por parte dos criadores e cuidadores de 

equídeos durante o manejo dos animais (Oliveira et al., 2017).  

Além dessas, outras possíveis rotas de transmissão para EIA se encontram sob 

investigação. A primeira delas é através da inalação de partículas virais aerossolizadas, 

após estudos detectarem a presença de antígenos virais no epitélio pulmonar de equídeos 
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diagnosticados como positivos para EIA. Embora não seja considerada importante em 

ambientes naturais, tal mecanismo de transmissão em ambientes fechados pode induzir a 

infecção de animais sadios confinados no mesmo espaço (Bolfa et al., 2013; Bueno et al., 

2020; Cook et al., 2013). Uma segunda via de disseminação seria por transmissão vertical 

seja por via uterina / perinatal ou após a ingestão de colostro infectado, porém, 

recentemente foi demonstrado que a transmissão do EIAV de mães soropositivas para 

potros é um evento infrequente quando as éguas se encontram assintomáticas, indicando 

um risco muito baixo de transmissão viral do desenvolvimento no útero até o desmame 

completo (Câmara et al., 2020; Resende et al., 2022). 

1.3.4. Diagnóstico  

O método oficial para o diagnóstico da EIA é o teste sorológico de Imunodifusão 

em Gel de Ágar (IDGA) ou teste de Coggins (Coggins et al., 1972), capaz de detectar a 

presença de anticorpos contra a proteína viral p26 (Brasil, 2004; OIE, 2019). O IDGA é 

considerado um teste altamente específico e já provou estar correlacionado com a 

presença do vírus no animal (Coggins et al., 1972). No entanto, a necessidade de 

concentrações de anticorpos relativamente altas para formar linhas visíveis de 

precipitação, torna o IDGA pouco sensível, produzindo 17% de resultados falso-

negativos quando utilizado como teste único no diagnóstico da EIA (Issel et al., 2013; 

Oliveira et al., 2017; Scicluna et al., 2013).  

Para minimizar os resultados errôneos, atualmente, o diagnóstico da EIA vem 

sendo executado como testes em série (Brasil, 2018; OIE, 2019). O Ensaio de 

Imunoabsorção Enzimática (ELISA), devido a sua alta sensibilidade é utilizado como 

teste de triagem e os animais diagnosticados como positivos são novamente testados pelo 

método de IDGA (Brasil, 2018).  

Vários ELISAs vêm sendo padronizados in-house, para a detecção de anticorpos 

do hospedeiro frente às proteínas virais. Tendo em vista que o controle da carga viral 

plasmática é exercido, dentre outros fatores, pela presença de anticorpos frente as 

glicoproteínas de superfície (gp90), transmembrana (gp45) e proteína do core viral (p26) 

(Hammond et al., 1999), esses imunógenos virais vêm sendo constantemente alvos dos 

testes de ELISA padronizados no Brasil e, alguns já mostraram maior sensibilidade do 

que o IDGA para o controle eficiente da EIA no país (Naves et al., 2018; Reis et al., 

2012). Apesar de atualmente, já existir um teste nacional comercialmente disponível, a 

exigência de se retestar um animal positivo no ELISA pelo teste de IDGA e nos casos 

discordantes entre ambos os testes, prevalecer o resultado do IDGA (Cursino et al 2019), 
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torna o ELISA, um teste ainda dispendioso, e nos dias atuais, vem sendo mais utilizado 

para fins de monitoramento associados à presença de animais subclinicamente infectados 

nas propriedades em inquéritos soroepidemiológicos.  

Alguns países como os Estados Unidos, a Irlanda e a Itália, tem adotado o 

diagnóstico em três níveis para detecção da EIA. Nesse caso os testes de ELISA são 

utilizados para rastreamento de foco, o IDGA é utilizado como teste confirmatório e em 

caso de resultados discordantes, o ensaio de immunoblot é utilizado como um terceiro 

teste, fechando assim o diagnóstico final (Issel et al., 2014).  

Porém, um dos grandes problemas de usar apenas testes sorológicos para o 

diagnóstico de EIA é que existe uma “janela imunológica”, que se refere ao tempo após 

a infecção e antes da soroconversão. Normalmente, este período é geralmente inferior a 

45 dias, todavia períodos de até 157 dias já foram relatados (Cullinane et al., 2014). 

Durante este período, as cargas virais associadas ao sangue atingem seus níveis mais 

elevados, maximizando o risco de transmissão (Cook et al., 2013). Além disso, estudos 

já relataram que alguns equídeos quando infectados, estabelecem infecções 

sorologicamente silenciosas, onde o material genético viral é detectado, mas por um 

mecanismo ainda não elucidado, a replicação viral não estimula uma resposta imune 

humoral detectável (Ricotti et al., 2016).  

Nesse sentido, alguns testes moleculares baseados em reações em cadeia da 

polimerase (PCR) para detecção do material genético viral no sangue dos equídeos, foram 

descritos e avaliados como um possível método de diagnóstico promissor (Cappelli et al., 

2011; Dong et al., 2012; Quinlivan et al., 2013). Entretanto, a necessidade de 

oligonucleotídeos destinados a regiões altamente conservadas do genoma viral, a escassez 

de informações acerca da variabilidade genética mundial do EIAV e a presença de 

portadores inaparentes que comumente mantém as cargas virais abaixo do limite de 

detecção dos ensaios de PCR, inviabiliza o uso dos métodos moleculares para o 

diagnóstico da EIA (Capomaccio et al., 2012; Craigo & Montelaro, 2013).  

 

1.4. Patogenia comparada da EIA em cavalos e jumentos 

O curso clínico da doença é bem documentado em cavalos e se divide em três 

fases: fase aguda, com um pico de viremia associado ao plasma, 3 a 5 semanas pós 

infecção, promovendo febre, trombocitopenia, letargia e inapetência, fase crônica onde o 

animal apresenta viremia recorrente e ciclos de anemia, perda de peso, edema, 

trombocitopenia com eventuais sinais neurológicos e fase inaparente prolongada, com 
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ausência de sinais clínicos e viremia comumente não detectável, no qual os animais 

infectados desenvolvem uma resposta imune amplamente robusta, limitando a replicação 

viral e reduzindo drasticamente a carga viral associada aos tecidos (Issel et al., 2014; 

Sellon, 1993; Leroux et al., 2004; Montelaro et al., 1993; Dong et al., 2012; Oaks et al., 

1999). 

Os achados clínico-patológicos e laboratoriais demostraram que os muares 

quando infectados pelo EIAV desenvolvem sinais clínicos semelhantes aos observados 

em cavalos e pôneis (Spyrou et al., 2003). Em contrapartida, Cook et al., (2001) ao 

realizarem uma infecção experimental em equinos e asininos com o clone molecular 

altamente patogênico do EIAV (EIAVPV), observaram que os equinos desenvolviam uma 

queda acentuada na quantidade de plaquetas e recorrentes episódios febris, o que resultou 

em anorexia e depressão. Além disso, um dos animais infectados desenvolveu um quadro 

de caquexia e uma queda de 22% do hematócrito. Já os asininos infectados nas mesmas 

condições e com a mesma estirpe patogênica permaneceram clinicamente saudáveis. 

Nesse mesmo estudo, um novo grupo de cavalos e jumentos foram infectados 

experimentalmente, dessa vez, com a estirpe de campo EIAVWyo, nesse caso, enquanto 

os cavalos desenvolveram uma grave trombocitopenia, febre aguda, edema generalizado 

nos membros inferiores e hemorragias petéquias na mucosa oral, os jumentos 

apresentaram apenas um declínio transitório de 14% na quantidade de plaquetas (Cook et 

al., 2001). 

Alguns estudos demonstraram que equinos quando infectados 

experimentalmente com o clone molecular EIAVPV estabelecem uma viremia plasmática 

infecciosa de alto título entre 10 e 21 dias após a infecção, onde a quantidade de vírus 

circulante no plasma dos animais é diretamente proporcional à gravidade dos sinais 

clínicos (Cook et al., 2001; Hammond et al., 1997). Com o tempo, o título viral reduz 

drasticamente após a intervenção de uma resposta imune específica do hospedeiro 

mediada por fatores humorais, especialmente com o aumento da avidez dos anticorpos 

anti-EIAV, e celulares (Sellon et al., 1994). Em contrapartida, os jumentos quando 

infectados experimentalmente nas mesmas condições não estabeleceram viremia 

detectável antes de 32 dias após a infecção (Cook et al., 2001). Curiosamente, utilizando 

ensaios moleculares de PCR quantitativa em tempo real, Cook et al., (2001) observaram 

que quando cavalos e jumentos eram infectados experimentalmente com a estirpe de 

campo EIAVWyo, o material genético viral era detectado no plasma de ambas as espécies 
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6 dias após a infecção, entretanto os níveis de RNA viral detectado nos cavalos era 40 

vezes maior que nos jumentos. Uma segunda análise realizada 20 dias após a infecção 

demonstrou que, o título viral no plasma dos cavalos infectados aumentou 1000 vezes, 

quando comparado ao título detectado com 6 dias após a infecção, enquanto nos jumentos, 

esse aumento foi de apenas 4 vezes, indicando que, os jumentos mantem um rigoroso 

‘controle’ sobre a replicação viral (Cook et al., 2001). 

Ainda nesse sentido, o tempo de desenvolvimento e maturação da resposta 

humoral específica frente ao EIAV em cavalos e jumentos também se diferem. A presença 

de anticorpos específicos contra as proteínas virais do envelope (gp90 e gp45) e do 

capsídeo (p26), que são as principais proteínas imunogênicas do EIAV, foram detectadas 

em equinos experimentalmente infectados com a estirpe EIAVPV, cerca de 21dias após a 

infecção inicial (Cook et al., 2001; Hammond et al., 1997), com o tempo, o título dos 

anticorpos específicos aumentam gradualmente, atingindo os maiores valores entre 50-70 

dias após a infecção inicial. Todavia, quando os cavalos são infectados 

experimentalmente com a estirpe de campo EIAVWyo, a detecção de anticorpos 

específicos frente as proteínas virais são observadas 14 dias após a infecção inicial (Cook 

et al., 2001). Em animais naturalmente infectados, a presença de anticorpos específicos 

frente ao EIAV é observada em aproximadamente 45 dias após a infecção, com alguns 

casos incomuns, cuja detecção ocorreu após 119 dias (Reis & Cook, 2014). No entanto, 

esse período de soroconversão nos animais de campo são baseados em resultados 

apresentados pelo teste de Imunodifusão em gel de ágar (IDGA), mas sabendo que esse 

método é muito específico, mas pouco sensível, acredita-se que esse período de 

soroconversão seja menor do que o observado (Issel et al., 2013). Já em asininos 

experimentalmente infectados com a estirpe EIAVPV, a detecção de anticorpos 

específicos frente a proteína p26 foi detectada após 42 dias de infecção, contudo, esses 

animais só produziram anticorpos detectáveis frente a proteína viral gp45, 63 dias após a 

infecção inicial. Além disso, quando os asininos são infectados com a estirpe de campo 

EIAVWyo, a soroconversão é mais rápida, e em 18 dias após a infecção os anticorpos frente 

as proteínas virais já são observados, mas em níveis 5 vezes menor que quando 

comparado aos cavalos (Cook et al., 2001) (Tabela 1). 
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Tabela 1: Resumo das respostas encontradas em equinos (Equus caballus) e 

asininos (Equus asinus) quando infectados experimentalmente com o clone molecular 

EIAVPV e com a estirpe de campo EIAVWyo. 

Parâmetros analisados 

EQUINOS 

(Equus caballus) 

ASININOS 

(Equus asinus) 

Infecção 

com o 

EIAVPV 

Infecção 

com o 

EIAVWyo 

Infecção 

com o 

EIAVPV 

Infecção 

com o 

EIAVWyo 

Período de observação (dias) 365 20 365 365 

 

Sinais clínicos 

Febre Febre 

Declínio 

transitório 

na 

quantidade 

de 

plaquetas 

Declínio 

transitório 

na 

quantidade 

de 

plaquetas 

 

Queda na 

quantidade 

de plaquetas 

Queda na 

quantidade 

de 

plaquetas 

 

Anorexia 

Edemas nos 

membros 

inferiores 

 

Depressão 

Petéquias 

na mucosa 

oral 

 

Primeira detecção do vírus 

(d.p.i.) 
10 a 21 7 32 7 

 

 

Método de detecção do vírus 

Isolamento 

em células 

FEK 

qPCR em 

tempo real 

Isolamento 

em células 

FEK 

qPCR em 

tempo real 

 

 

Título viral 

(TCID50/ml) 

Primeira 

detecção 
3,52x105 a,b 1,6x105 <100 4,0x104 

 

 

20 d.p.i. 7,1x105 a,b 1,9x108 4,5x102,5 a,b 1,7x105 
 

 

Tempo para 

soroconversão 

(d.p.i.) 

ELISA p26 21-28 14 42 18  

ELISA gp45 21 14 63 18  

IDGA p26 21 NF 49 NF  
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Imunoblot 28 14 28 14  

NF: Não foi realizado IDGA para cavalos e jumentos infectados com EIAVWyo. 

a: A primeira detecção viral pelo teste de qPCR em tempo real para cavalos infectados com EIAVPV foi 

com 15 d.p.i., mas nesse mesmo período não houve detecção para jumentos, que só foi primeiramente 

observada com 20 d.p.i. 

b: Média dos níveis virêmicos. 

Fonte: (Cook et al., 2001). 

1.5. A genômica por trás da patogenia diferenciada de cavalos e jumentos 

frente ao EIAV 

Cavalos, jumentos e zebras são classificados na classe Mammalia, ordem 

Perissodactyla, família Equidae e em um único gênero, Equus, que emergiu a cerca de 4 

– 4,5 milhões de anos (m.a.) (Orlando et al., 2009). Atualmente, baseado em análises 

metagenômicas, o gênero Equus é subdividido em uma linhagem caballine, formada por 

um grupo monofilético contendo cavalos domésticos (E. caballus) e selvagens (E. 

ferus ou E. przewalskii), bem como, uma linhagem não-caballine, representado pelos 

asnos selvagens africanos (E. africanus), asiáticos (E. hemionus e E. kiang) e o progenitor 

do jumento doméstico (E. asinus), juntamente com as zebras das planícies (E. quagga), 

as zebra de Grevy (E. grevyi) e duas subespécies de zebras da montanha, localizadas na 

África do Sul (E. z. zebra) e sudoeste da Angola/oeste de Namíbia (E. z. hartmannae) 

(Vilstrup et al., 2013)(Figura 2). Embora atualmente, os equídeos sejam uma das famílias 

mais estudadas devido ao seu rico registro fóssil, a sucessão de eventos que deu origem à 

diversidade de espécies existentes permanece incerta (Jónsson et al., 2014). 
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Figura 2: Análise filogenética sob uma estrutura bayesiana (gerações de 50M) e 

de Máxima Verossimilhança (500 bootstraps), construída a partir de um alinhamento 

metagenômico (Fonte: Vilstrup et al., 2013). 

Os equídeos exibem frequentemente cariótipos muito divergentes: enquanto os 

jumentos (EAS) dispõem de 31 pares de cromossomos, os cavalos (ECA) apresentam 32  

(Bailey & Binns, 1998; Jónsson et al., 2014). Um fator chave envolvido na rápida 

evolução cariotípica desse gênero foi o reposicionamento do centrômero evolutivo, 

ocasionando eventos de fusão durante a evolução dos equídeos, desenvolvendo nos 

jumentos cromossomos ortólogos quando comparados aos cavalos (Carbone et al., 2006; 

Musilova et al., 2013; Piras et al., 2009). Estima-se que pelo menos oito eventos de 

reposicionamento dos centrômeros ocorreram nos últimos 3 m.a. no gênero Equus e pelo 

menos seis desses rearranjos estão presentes em asininos, incluindo processos de 

crossing-over entre os cromossomos ECA20/EAS8, ECA14/EAS9, ECA17/EAS11, 

ECA22/EAS15 (Carbone et al., 2006; Huang et al., 2015; Renaud et al., 2018). 

Em se tratando da genômica, Jónsson et al, (2014) observaram na linhagem 

ancestral dos E. asinus, cerca de 58 mutações em microRNAs, quando comparado aos E. 

caballus. Além disso, dentro do gênero Equus foram detectadas mutações com seleção 

positiva em quarenta e oito genes diretamente envolvidos no metabolismo, interações 
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celulares, tráfego de substâncias, olfato e imunidade. Das mutações observadas, dezessete 

estão diretamente envolvidas com a evolução dos asininos em comparação aos equinos  

(Burden & Thiemann, 2015). Parte dessas mutações estão envolvidas em um conjunto de 

genes que induzem uma eficiente digestão de fibras em dietas de baixa qualidade 

nutricional, bem como uma maior produção de ácidos graxos voláteis e à reciclagem 

aprimorada de ureia, diferentemente dos cavalos (Faurie & Tisserand, 1994; Suhartanto 

et al., 1993; Wood, 2010). Mutações adicionais foram observadas nos genes ITIH4 e 

SIGLEC1 que estão diretamente envolvidos na resposta inflamatória ao trauma e na 

interações célula-célula (Lima-camara, 2016; Lisowski et al., 2020).  

Em jumentos, estudos pontuais descreveram também polimorfismos em genes 

que estão diretamente envolvidos na resposta imunológica do hospedeiro, como é o caso 

de genes codificantes do complexo principal de histocompatibilidade da classe II (MHC-

II), que são responsáveis por desencadear o início da resposta imune adaptativa (Vranova 

et al., 2011). Atualmente, o sistema MHC dos equídeos é divido em classe I (MHC-I) 

presente em células nucleadas e responsáveis pela ativação de células TCD8+ citotóxicas, 

classe II (MHC-II) expresso principalmente em células dendríticas, macrófagos e células 

B, que atuam na ativação de células T CD4+ auxiliares e por fim, classe III (MHC-III) 

que não possui uma estrutura e função bem estabelecida na resposta imune do hospedeiro 

(Wieczorek et al., 2017). Todas as classes de MHCs são sintetizadas mediante a expressão 

de um complexo do gene do antígeno leucocitário equino (ELA),  enquanto o MHC-I é 

formado pelas regiões ELA -A, -B, -C, -E, -F e -G, o MHC-II é produzido pelos genes 

ELA -DR, -DP , -DQ, -DO e -DM (Gobin & Van den Elsen, 2000; Kropshofer et al., 

1999; Wieczorek et al., 2017). Os genes que codificam os receptores MHCs são altamente 

polimórficos, devido à necessidade de reconhecimento e ligação dos receptores a diversos 

antígenos peptídicos (Wieczorek et al., 2017); contudo, para garantir a funcionalidade do 

receptor, algumas regiões gênicas são pouco variáveis em algumas espécies de 

mamíferos, como é o caso do gene DR codificantes da cadeia α (DRA), expressos em 

MHC-II (Handunnetthi et al., 2010). Apesar disso, no gênero Equus, a região gênica DRA 

exibe um nível relativamente alto de polimorfismo interespécies, especialmente em 

asininos, que apresentam um único lócus DRA com pelo menos sete alelos distintos, 

identificados até o momento e uma taxa de substituições não sinônimas 1,9 vezes maior 

do que as substituições sinônimas. Além disso, em comparação à sequência DRA de 

humanos, foi observado a presença de nove sítios polimórficos, sendo 5 sinônimos e 4 

https://en.wikipedia.org/wiki/Human_leukocyte_antigen
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não sinônimos, divergindo dos padrões de polimorfismo típico dos mamíferos (Arbanasic̈ 

et al., 2013; Janova et al., 2009). O complexo principal de histocompatibilidade do cavalo 

está localizado no cromossomo ECA 20 (Gustafson et al., 2003). Alguns estudos 

descrevem que o polimorfismo encontrado no lócus DRA é um reflexo a adaptação dos 

asininos a condições climáticas adversas, com diferentes níveis de cuidados gerais e de 

saúde associados à reprodução seletiva (Trowsdale & Parham, 2004; Vranova et al., 

2011). 

Ainda nesse sentido, parâmetros hematológicos como o volume de neutrófilos, 

linfócitos, eosinófilos, basófilos e monócito que estão diretamente envolvidos na resposta 

imunológica do hospedeiro, são diferenciados entre os asininos e os equinos (Tabela 2). 

Em ambas as espécies, os valores de neutrófilos e linfócitos tendem a aumentar 

gradativamente até a vida adulta, contudo os asininos apresentam menores taxas de 

neutrófilos segmentados e maior quantidade de linfócitos desde o seu nascimento, quando 

comparado aos equinos (Axon & Palmer, 2008; Vranova et al., 2011).  

Tabela 2: Perfil hematológico e de proteína plasmática total de cavalos e 

jumentos imediatamente após o parto, com 24 horas e 7 dias de vida. 

Variável Após o parto 24 horas 7 dias 

Cavalo Jumento Cavalo Jumento Cavalo Jumento 

Hematócrito 

(%) 

40-52 38,7-51,9 32-46 38,6-43,6 28-43 26,7-37,2 

Hemoglobina 

(g/dL) 

13,4-19,9 17,4-19 12-16,6 12,9-17 10,7-15,8 10,4-15,3 

Hemácia 

(x106/µL) 

9,3-12,9 8,1-11,7 8,2-11 7,4-10,15 7,4-10,6 7,1-7,8 

VCM (fL) 37-45 42,5-50,1 36-46 43-48,7 35-44 43-47,8 

Leucócitos totais 

(x103/µL) 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/selective-breeding
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Neutrófilos 5,5-12,38 3,6-7,6 3,36-9,57 2,9-6,7 4,35-

10,55 

4,6-7,7 

Linfócitos  - 0,8-2,1 0,67-2,17 1,1-3,1 1,4-2,3 2,1-3,4 

Eosinófilos  - 0,02-0,1 0-0,02 0,01-0,2 0 -0,09 0,03-0,11 

Basófilos  - 0,03-0,11 0-0,03 0,01-0,1 0-0,2 0,02-0,08 

Monócitos  - 0,04-0,18 0,07-0,3 0,07-0,21 0,03-0,54 0,2-0,35 

PPT (g/dL) 4,4-5,9 3,2-6,6 5,2-8 3-6,25 5,2-7,5 4,2-6,4 

VCM: volume corpuscular médio; PPT: proteína plasmática total.     

Fonte: (Riccio et al. 2019; Veronesi et al. 2014)  

 

As funções imunológicas representam um dos principais componentes da 

aptidão de um organismo e determinam o potencial para interações evolutivas com 

patógenos ou com outras espécies (Lazzaro & Little, 2009). A diversidade de genes 

importantes para as funções imunológicas pode estar associada à resistência e 

suscetibilidade a patógenos (Vranova et al., 2011). 

Com relação ao EIAV, sabe-se que uma vez no hospedeiro, o vírus tem tropismo 

pela linhagem tecidual de monócitos-macrófagos (Geissmann et al., 2010; Oaks et al., 

1998; Sellon et al., 1992). Alguns estudos demonstraram que os macrófagos derivados de 

monócitos (MDMs) de equinos e asininos são igualmente suscetíveis à infecção pelo 

EIAV in vitro (Cook et al., 2001; Oliveira, 2016). No entanto, Lim et al., (2005) 

observaram que quando os MDMs de equinos são infectados com um clone molecular do 

EIAV altamente virulento (EIAV17), ocorria um aumento na expressão das interleucinas 

(IL) 1α, 1β, 6, 10 e do fator de necrose tumoral - α (TNF-α), mas, quando a infecção 

celular era realizada com um clone molecular de baixa virulência (EIAV19), apenas a 

citocina IL-1β tinham seus níveis de expressão alterados. Em contrapartida, Oliveira 

(2016), demonstrou que a infecção de MDMs de jumentos, com clones moleculares do 

EIAV de patogenicidades diferentes, não alteram significativamente a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias; contudo, quando essas células são infectadas com a estirpe 

de campo EIAVWyo, ocorre uma variação da expressão de citocinas pró e anti-

inflamatórias TNF-α, IL-1α e IL-6, IL-10, bem como, da citocina anti-viral interferon-β 

(IFN-β). Além disso, foi observada uma tendência dos MDMs de jumentos quando 
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infectados com o EIAVWyo, em apresentar inicialmente uma maior expressão de IL-1α e 

IL-6 e uma menor expressão de TNF-α, com o passar do tempo, enquanto que MDMs de 

cavalos tendem a aumentar a expressão de IL-6 e diminuir a expressão de IL-1α em 

comparação aos MDMs de jumentos. 

Os sinais clínicos associados à fase aguda da EIA são mediados pela expressão 

de diversas citocinas pró-inflamatórias, que são liberadas quando a carga viral no plasma, 

atinge limiares entre 5×10 7 a 1×10 8 cópias RNA/ml (Cook et al., 2003). Enquanto, IL-6 

e o TNF-α estão envolvidos diretamente do desenvolvimento de febre e anemia nos 

equídeos infectados, ativando a via araquidônica para aumentar a produção de 

prostaglandina E2 (PGE2) e promovendo uma regulação negativa da eritropoiese (Dufour 

et al., 2003; Felli et al., 2005), o TGF-β e o IFN- α atuam principalmente na supressão de 

plaquetas circulantes, por inibição do crescimento dos megacariócitos (Tornquist & 

Crawford, 1997).  

A expressão aumentada de IL-1 e TNF-α pode exacerbar a anemia mediada pelo 

EIAV ativando macrófagos e neutrófilos, aumentando a fagocitose de eritrócitos 

revestidos de complemento, suprimindo a eritropoiese ao diminuir a produção de 

eritropoietina e desregulando o metabolismo do ferro (Felli et al., 2005; Reis & Cook, 

2014). Todavia, em MDMs infectados, o aumento inicial da expressão de IL-1 induz a 

potencialização da diferenciação e ativação de outras células relacionadas ao sistema 

imune, sugerindo um importante papel dessa citocina pró-inflamatória na resposta inicial 

à infecção. Já, a baixa expressão de TNF-α, pode explicar a ausência de sinais clínicos 

nos asininos quando infectados pelo EIAV (Akdis et al., 2011; Lim et al., 2005). Por outro 

lado, o aumento da expressão de IL-6 em MDMs de cavalos, pode estar relacionado à 

regulação da resposta imune de fase aguda, hipergamaglobulinemia e ativação de células 

B, aumentando consequentemente a concentração sérica de imunoglobulinas M (IgM) e 

induzindo a formação de complexos imunes, incluindo anemia hemolítica, 

glomerulonefrite e hepatite, comumente encontrado, a longo prazo, em animais 

infectados pelo EIAV (Covaleda et al., 2010; Russell et al., 1998). 

Além da expressão diferenciada de citocinas em MDMs de cavalos e jumentos 

quando infectados pelo o EIAV, divergências encontradas em genes envolvidos em outros 

componentes importantes do sistema imune, podem estar associados à maior resistência 

dos asininos a infecção pelo vírus, por exemplo, a diferente expressão de Fatores de 

Restrição Retroviral (RRF) entre equinos e asininos.  Os RRFs, são sistemas mediados 
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por proteínas frequentemente estimuladas por IFNs, que atuam em alguma etapa do ciclo 

de replicação viral, limitando a síntese de novas partículas infecciosas (Schoggins, 2014; 

Schoggins & Rice, 2011). 

O antígeno 2 do estroma da medula óssea (BST2), conhecido popularmente 

como teterina é um RRF glicosilado, formado por um domínio transmembranar N-

terminal (TM) e uma âncora de glicosilfosfatidilinositol C-terminal (Hinz et al., 2010) A 

teterina atua por um mecanismo de ‘amarração’, interagindo com o envelope viral e 

retendo os vírions em brotamento na membrana celular (Perez-Ecija & Mendoza, 2017; 

Venkatesh & Bieniasz, 2013). Recentemente foi relatado que a teterina também atua 

como um sensor inato para ativar o NF-κB, que promove a expressão de diversos genes 

pró-inflamatórios (Galão et al., 2012). Nesse sentido, Yin et al., (2014b), descreveram a 

presença de dois ortólogos da teterina, sendo um codificado por cavalos e outro por 

jumentos. A teterina expressa em macrófagos de jumentos apresenta três deleções de 

aminoácidos valina no domínio transmembrana e outras três mutações ao longo do 

ectodomínio; contudo, a deleção e substituição de aminoácidos não alterou a atividade 

antiretroviral desse RRF. Além disso, a teterina expressa nas células de cavalos e 

jumentos são igualmente sensíveis à proteína de envelope do EIAV e ativam igualmente 

a sinalização de NF-κB (Yin et al., 2014b). Um segundo estudo demonstrou que a eficácia 

da atividade de restrição da teterina de jumentos é dependente da virulência da estirpe 

infectante, ou seja, quanto menos virulenta for a estirpe infectante, mais forte é o efeito 

da teterina sobre ela, da mesma forma, quanto mais virulenta for a estirpe infectante, 

maior o efeito de antagonização sobre a teterina (Yao et al., 2017). 

A enzima de edição de mRNA da apolipoproteína B (APOBEC3), pertence à  

família de proteínas citidina desaminases (CDA) e podem atuar sobre a replicação viral 

por um mecanismo dependente de desaminase, induzindo uma desaminação excessiva 

das citidinas durante a etapa de transcrição reversa, transformando-as em uridinas e 

promovendo dessa forma, uma hipermutação nas fitas de DNA (Newman et al., 2005), 

bem como, por um mecanismo independente de desaminase, onde a APOBEC3 se liga ao 

RNA retroviral ou ao ssDNA no início da sua síntese e inibe as reações de alongamento 

do DNA catalisadas pela transcriptase reversa (Iwatani et al., 2007). Tang et al., (2015) 

observaram a expressão do gene A3Z3 de asininos (jAPOBEC3) em uma análise da 

infecciosidade viral. Nesse estudo foi observado que a superexpressão da proteína 

jAPOBEC3 em cultura de células imortalizadas de rim humano (HEK-293T), infectadas 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/n-terminus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/n-terminus
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https://en.wikipedia.org/wiki/Cytidine_deaminase
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com o EIAV pseudotipado com as glicoproteínas do Vesicular stomatitis virus (VSV), 

induz mutações de G para A, produzindo códons de parada prematuros e síntese de 

proteínas truncadas, o que diminui consideravelmente a infecciosidade viral (Mangeat et 

al., 2003; Zhang et al., 2003). Contudo, não foram divulgadas até o momento, quaisquer 

informações sobre a sequência do gene isolado de jumentos, com isso, não se sabe o grau 

de variabilidade do gene A3Z3 da proteína APOBEC3 expresso em macrófagos de 

equinos e asininos. 

As adenosinas desaminases específicas de RNA (ADAR1) são enzimas que 

reconhecem o RNA de fita dupla e medeiam a conversão de adenosina (A) em inosina (I) 

(Nishikura, 2010; Samuel, 2011). As propriedades de emparelhamento da inosina são 

diferentes daquelas da adenosina e, portanto, a edição A para I altera a estrutura do RNA , 

o potencial de codificação e os padrões de splicing (Samuel, 2011). Embora a edição 

excessiva de uma sequência viral frequentemente resulte em mutações letais ou um 

aumento do número de alvos nos genomas virais para degradação por ribonucleases 

específicas da inosina (Scadden, 2005), frente ao EIAV, a ADAR1 expressa em cavalos 

regula positivamente a replicação viral, ao ampliar a expressão das regiões LTR que 

atuam como promotor para a transcrição do EIAV e consequentemente, contribuindo para 

o aumento da infecciosidade viral (Tang et al., 2016). Durante o desenvolvimento de uma 

vacina atenuada contra o EIAV, foi observado que, quando os jumentos são 

experimentalmente infectados com uma estirpe de campo atenuada em cavalos (LN40), os 

animais não desenvolvem nenhum sinal clínico da EIA, em contrapartida, quando os 

jumentos são infectados com uma estirpe atenuada na própria espécie (DV117), todos os 

animais desenvolvem sinais agudos da doença (Shen et al., 1979). Nesse sentido, Tang et 

al., (2016) observaram que, quando a estirpe do EIAV era atenuada em jumentos, ocorria 

um aumento significativo da frequência de mutações de A para G preferencialmente nos 

dinucleotídeos 5'TpA e 5'ApA, o que corrobora com a ação da ADAR1 em cultura de 

células HEK-293T infectadas com o EIAV. Além disso, foi observado que o ADAR1 é 

amplamente expresso nos macrófagos dos equídeos, que são as células alvo do EIAV, 

isso indica que as mutações geradas pela proteína ADAR1 no material genético viral pode 

ter contribuído para a adaptação do EIAV em jumentos, o que justificaria a capacidade 

dos jumentos em regular a replicação viral (Tang et al., 2016). 

Além das diferenças observadas entre os cavalos e os jumentos quando 

infectados com o EIAV, o padrão no uso de códons sinônimos pelo EIAV também se 
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difere entre as espécies. Na natureza, a maioria dos 20 aminoácidos naturais são 

codificados por diferentes trincas de nucleotídeos, a frequência de utilização de códons 

sinônimos varia entre os genomas de distintas espécies, sendo que a maior variação na 

utilização dos códons ocorre principalmente em genes que são amplamente expressos, em 

função da necessidade de utilização de trincas que maximizem a eficiência traducional 

(Liu et al., 2005). Nesse sentido, uma análise comparativa dos valores do índice de 

adaptação do códon (CAI) entre o EIAV e seus hospedeiros sugere que os jumentos têm 

uma menor eficiência em sintetizar proteínas do EIAV quando comparado aos cavalos, 

devido a isso, o EIAV utiliza a maquinaria de tradução celular dos cavalos de forma mais 

eficiente do que dos jumentos. Sendo assim, a interação no uso de códons entre o EIAV 

e seus hospedeiros influencia na aptidão, replicação, sobrevivência e evolução viral (Yin 

et al., 2013). 

 

1.6. Conclusões 

Os jumentos têm susceptibilidade e manifestações clínicas diferentes dos cavalos, 

frente a certos agentes infecciosos. No entanto, existem poucos estudos científicos que 

visam elucidar a patogênese, resposta imune e/ou fisiopatologia dessa espécie. Muitos 

dos conhecimentos disponíveis vêm das experiências clínicas de médicos veterinários e 

das inferências extrapoladas dos cavalos para os jumentos. Com relação a EIA, estudos 

apontam que os jumentos são portadores de EIAV e podem ser fontes de infecção. No 

entanto, apenas um único estudo experimental comparou a infecção pelo EIAV em 

equinos e asininos, enfatizando que os jumentos são naturalmente resistentes aos 

desenvolvimentos dos sinais clínicos e controlam eficientemente a carga viral.  

Mesmo sendo morfologicamente similares, eventos de reposicionamento do 

centrômero observados principalmente durante o processo evolutivo dos asininos, 

desenvolveu na espécie, a presença de cromossomos ortólogos quando comparados aos 

equinos. Além disso, a adaptação dos cavalos e jumentos a ambientes e condições 

distintas induziu uma ampla variação genotípica, causando mutações em genes 

diretamente envolvidos na resposta imune, o que pode contribuir para a resistência natural 

dos jumentos ao desenvolvimento de infecções por diversos patógenos, como os vírus.  

Até o momento, estudos paliativos vêm apostando na expressão diferenciada de 

alguns elementos relacionados à resposta imunológica inata e/ou celular como por 



44 
 

exemplo, citocinas, fatores de restrição retrovirais e isoformas solúveis dos receptores de 

superfície celular como justificativa para o controle rigoroso da replicação viral pelos 

jumentos, mas, até o momento, nenhum estudo conseguiu compreender os mecanismos 

imunológicos que atuam na resistência dos asininos ao EIAV. 

Todavia, considerando a importância da equideocultura para o agronegócio 

mundial, compreender os mecanismos imunológicos que são responsáveis pela 

resistência dos jumentos a EIA, podem ter implicações consideráveis no desenvolvimento 

de medicamentos e vacinas eficazes que possam ser utilizados frente ao EIAV em cavalos 

que está diretamente envolvido na rentabilidade proporcionada pela indústria equídea. 
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CAPÍTULO 2: Análise comparativa da expressão dos fatores de restrição 

retrovirais em macrófagos de jumentos e de cavalos infectados com o Vírus da 

Anemia Infecciosa Equina 

 

2.1. Resumo 

A Anemia Infecciosa Equina (EIA) é uma doença viral que acomete todos os 

membros da família Equidae. Contudo, os asininos quando infectados conseguem 

controlar de maneira eficaz a carga viral e o desenvolvimento de sinais clínicos. Fatores 

relacionados à resposta imune humoral e celular podem estar envolvidos nessa resistência 

natural da espécie, dentre eles, os fatores de restrição retrovirais (RRFs), proteínas 

induzíveis por interferons, que limitam alguma etapa do ciclo de replicação viral. Nesse 

sentido, esse trabalho propôs analisar a expressão dos RRFs APOBEC3, ADAR1, 

RSAD2, SAMHD1, Mx2, BST2, SERINC e TRIM5α em cultura de PBMC isoladas do 

sangue total de 3 cavalos e 3 jumentos, posteriormente infectados in vitro, com a estirpe 

patogênica EIAVWyo. Como resultados, observamos que o ADAR1 e o Mx2 são mais 

expressos em equinos. Já os RRFs A3Z3, TRIM5α e SERINC, foi observada uma maior 

expressão em macrófagos de jumentos. Dessa forma, os nossos resultados sugerem que o 

controle rigoroso da replicação pelo EIAV nos asininos pode estar associado à menor 

expressão de ADAR1 que aumenta a infecciosidade viral, bem como, a maior expressão 

de outros RRFs, que atuam em diferentes etapas do ciclo de replicação viral, restringindo 

a formação de novas partículas virais infecciosas.  

 

2.2. Introdução 

A Anemia Infecciosa Equina (EIA) é uma doença de notificação obrigatória, 

transmissível, incurável, de difícil controle que acomete os membros da família Equidae, 

e é causada pelo Equine Infectious Anemia Virus (EIAV), um retrovírus, classificado no 

gênero Lentivirus. 

O curso clínico da EIA é bem documentado em cavalos e se divide em fase 

aguda, caracterizado por febre, trombocitopenia, seguindo de fase crônica com ciclos de 

anemia, perda de peso, edema, trombocitopenia e hemorragias, terminando em uma 

prolongada fase inaparente, com ausência de sinais clínicos (Dong et al., 2012; Harrold 

et al., 2000). O primeiro controle da carga viral é exercido por linfócitos T citotóxicos e 
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anticorpos não neutralizantes (Hammond et al., 1997; Mealey et al., 2005). Contudo, isso 

promove uma pressão seletiva sobre o vírus, induzindo mutações e o surgimento de 

variantes antigenicamente distintas, as quasispécies, obrigando o hospedeiro a entrar em 

um constante ciclo de ‘atualização’ até a ampliação e maturação da resposta imune, onde 

são reconhecidos uma maior variedade de epítopos associados à resposta imune celular, 

criando interações de alta avidez, que são capazes de restringir a replicação viral nos 

tecidos (Hammond et al., 1997; Reis & Cook, 2014). 

Todavia, dada a mutabilidade inerente dos vírus e seus mecanismos de evasão 

do hospedeiro, os mamíferos, no geral, desenvolveram estratégias antivirais que vão além 

da resposta imune humoral e celular, como os fatores de restrição retrovirais (RRFs), que 

são sistemas mediados por proteínas frequentemente estimuladas por interferons (IFN), 

que atuam em alguma etapa do ciclo de replicação viral (Schoggins, 2014; Schoggins & 

Rice, 2011). Porém, até o momento, poucos são os RRFs descritos que atuam frente à 

infecção do EIAV em macrófagos de equídeos.  

A APOBEC3, foi o primeiro RRF com atividade anti-EIAV caracterizado 

(Bogerd et al., 2008).  Uma das principais funções da APOBEC3 é induzir a desaminação 

de citidinas (C) em uridinas (U), promovendo uma hipermutação nas fitas de DNA 

(Newman et al., 2005). Em equinos, as células hematopoiéticas expressam cinco genes 

diferentes codificantes da proteína APOBEC3: A3Z1b, A3Z2a-Z2b, A3Z2c-Z2d, A3Z2e 

e A3Z3. Contudo, frente ao EIAV, apenas os genes A3Z3 e A3Z2c-2d são capazes de 

exercer alguma atividade inibitória; porém, nos macrófagos, estes genes possuem uma 

baixa expressão (Bogerd et al., 2008; Zielonka et al., 2009).  

Um segundo RRF conhecido, ADAR1, também induz uma desaminação 

excessiva durante a síntese de cDNA, de adenosina (A) para inosina (I) (Samuel, 2011). 

Embora a edição excessiva de uma sequência viral resulte em mutações letais, em cavalos 

frente ao EIAV, a ADAR1 regula positivamente a replicação viral, ampliando a expressão 

da região gênica LTR e contribuindo para o aumento da infecciosidade do EIAV (Tang et 

al., 2015). 

Os RRFs RSAD2, SAMHD1, Mx2 e BST2 também já foram descritos com 

atividades anti-EIAV em equinos, seja interrompendo a síntese de proteínas codificadas 

pelos genes gag e env, diminuindo o pool de dNTPs intracelular disponível, inibindo o 

desencapsulamento do capsídeo e a importação nuclear do cDNA proviral, bem como, 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/interferon
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interagindo com o envelope viral e retendo os vírions em brotamento na membrana celular  

(Gramberg et al., 2013; Ji et al., 2018; Tang et al., 2014; Yin et al., 2014) 

Demais RRFs amplamente descritos para outras retroviroses, como o SERINC e 

o TRIM5α, aparentemente têm algum efeito restritivo sobre o EIAV, seja restringindo 

infecções celulares subsequentes ou induzindo a desmontagem prematura do capsídeo 

viral. Porém todos os estudos conduzidos até o momento, são baseados em vírus 

pseudotipado, bem como cultura de células imortalizadas de rim embrionário humano 

(HEK-293) (Chande et al., 2016; Stremlau et al., 2005). Sendo assim, a expressão e a 

ação anti-retroviral desses RRFs frente ao EIAV em macrófagos de equídeos ainda é 

desconhecida.  

Como supracitado, o EIAV acomete todos os equídeos, todavia, a maioria dos 

estudos estão concentrados em cavalos, sendo poucas as informações acerca da 

patogênese do vírus em jumentos. Nesse sentido, Cook et al, (2001) realizaram uma 

infecção experimental em jumentos e cavalos com a estirpe patogênica EIAVWyo e 

observaram que, enquanto os cavalos desenvolveram a forma grave da doença, os 

jumentos tiveram completa ausência de sinais clínicos. Além disso, a carga viral detectada 

em ensaios de qPCR, nos jumentos era 1000 vezes menor que nos cavalos, indicando um 

controle rigoroso desta espécie na replicação viral. Entretanto, até o momento, não se 

sabe quais são os fatores que poderiam explicar, em partes, as diferenças observadas entre 

cavalos e jumento infectados pelo EIAV. 

Diante desse contexto, o objetivo desse estudo é comparar a expressão dos 

fatores de restrição APOBEC3, ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2, BST2, SERINC e 

TRIM5α em células mononucleares de cavalos e jumentos infectadas com o EIAV in 

vitro. 

 

2.3. Material e Métodos  

2.3.1. Delineamento experimental 

A amostra do trabalho corresponde a cada placa de 24 poços obtidos a partir da 

coleta de sangue total. Em estudos anteriores, registrados sob o CEUA 354/2012, foi 

observado que uma bolsa de 450mL de sangue de cavalos e jumentos produzem em média 

5x107cel/mL o que corresponde a 2 placas de 24 poços, com 1x106cel/poço (Oliveira, 

2016). 
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Tendo em vista que a expressão de mRNA dos fatores de restrição é diretamente 

proporcional a atividade de replicação do EIAV (Meier et al., 2018; Yin, X. et al., 2014), 

utilizamos a média da replicação viral em culturas de MDM de equinos e de asininos 

infectados com 0.01 MOI do EIAV (Cook et al., 2001; Oliveira, 2016). O tamanho da 

amostra necessária foi calculado a partir do Software estatístico STATA versão 14.0 

(College Station, TX, EUA), com significância de 0.05 e poder de 0.9, para um teste t 

simples com amostras independentes. Para os parâmetros impostos, seriam necessárias 8 

observações, ou seja, 8 placas de 24 poços, sendo 9 placas por grupo (9 placas para 

cavalos e 9 placas para jumentos), considerando que uma bolsa de 450mL de sangue, 

produz aproximadamente 2 placas de 24 poços de células mononucleares e que a 

diferença intraespecífica não foi relevante para esse estudo. Utilizamos cerca de 1000mL 

de sangue por animal coletados de 3 animais por grupo (3 cavalos e 3 jumentos). 

2.3.2. Coleta das amostras 

Foram coletados 1000mL de sangue periférico da veia jugular de três (n=3) 

cavalos e três (n=3) jumentos, com idade superior a 3 anos. Os cavalos são pertencentes 

a Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais e os jumentos da raça 

Pêga são oriundos de uma propriedade localizada na grande região metropolitana de Belo 

Horizonte. 

Todos os animais eram negativos para EIA, pelos testes diagnósticos ELISA 

rgp45 (Naves et al., 2018) e IDGA (Laboratórios Bruch, Brasil). 

Toda experimentação animal foi aprovada pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo número 59/2020 e 

registrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SISGEN) sob o nº A0DED08 (anexo 1). 

2.3.2. Obtenção das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)  

As culturas de macrófagos derivados de monócitos de cavalos (cMDM) e 

jumentos (jMDM) foram preparados a partir do sangue total heparinizado dos animais 

doadores. Após a coleta, foram adicionados ao sangue, volume igual de tampão fosfato-

salino 1x (PBS1x). A solução foi alíquotada em tubos de fundo cônico, seguindo da 

adição de Histopaque 1077 (Sigma Aldrish, EUA), conforme o protocolo estabelecido 

pelo fabricante.  

Os tubos foram submetidos a uma centrifugação inicial por 40min a uma 

velocidade de 400xg a 20 ºC, posteriormente os anéis de PBMC, foram coletados com 
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pipetas estéreis autoclavadas, transferidos para novos tubos cônicos de 50mL e 

submetidos a três rodadas sucessivas de diluição com PBS1x em igual volume e 

centrifugação por 10 minutos a 400xg, 4 ºC. O pellet final foi ressuspendido em 15mL de 

RPMI 1640, um meio para cultura celular rico em aminoácidos e vitaminas, adicionados 

em erleinmeyers de teflon e incubados a 37ºC em atmosfera contendo 5%CO2 por 4 horas. 

Posteriormente, as células não aderentes e frouxamente aderentes foram removidas por 

lavagem com RPMI frio rapidamente por três vezes. As células aderentes restantes foram 

destacadas, após adição de 5mL do meio de cultura RPMI aquecido (38°C) nos 

erleinmeyers de teflon, seguindo de uma homogeneização passiva. Posteriormente, as 

células coletadas foram adicionadas em tubos de fundo cônico estéreis e, submetidas a 

uma nova centrifugação por 10 minutos a 400xg, 20 ºC. Em seguida, foram 

ressuspendidas em 1mL de RPMI puro a 37ºC, contabilizadas em câmara de Neubauer e 

adicionadas em placas de 96 poços a uma concentração de 106cels/mL, ajustadas para o 

volume final de 100µL/poço com meio RPMI, suplementado com 20% de Soro Fetal 

Bovino (SFB), 4 U/mL de estreptomicina, 4 μg/mL de penicilina, 0,05 μg/mL de 

Fungizon e incubadas a 37ºC em atmosfera contendo 5%CO2 (Ma et al., 2014). 

 

2.3.3. Titulação e quantificação viral 

Os títulos dos estoques do EIAVWyo foram determinados a partir da infecção de 

células de derme equina (ED) (AATCC®CCL-57) com o isolado viral. Para isso, foi 

realizada uma diluição seriada (log10), de 10-2 até 10-6 em meio MEM puro, de um pool 

de sobrenadantes celulares infectados com o vírus, armazenados a -70ºC (Oliveira, 2016). 

Em placas de 96 poços contendo 100µL de meio MEM, suplementado com 10% 

de SFB, 4 U/mL de penicilina e estreptomicina, foram adicionadas 5x104 células 

ED/poço. Após a aderência das células no fundo dos poços, todo o sobrenadante foi 

retirado e 100μL de cada diluição viral em 8 replicatas, foram adicionadas sobre as 

células, incubadas a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2, por 1h, com intervalos de 

homogeneização a cada 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados aos poços mais 

100μL de meio MEM, suplementado, com 10% de SFB e 4 U/mL de antibiótico 

(Hierholzer & Killington, 1996; Ma et al., 2014; Oliveira, 2016) As placas foram 

monitoradas por 21 dias. Após o intervalo, ensaios quantitativos em tempo real de PCR 

de transcrição reversa (One-Step RT-qPCR) e atividade de transcriptase reversa (RT) 

foram usados para identificar a carga do EIAV.  
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A avaliação da atividade RT, foi realizada utilizando o kit Reverse Trascriptase 

Assay, Colorimetric, (Roche-Applied-Science, EUA), de acordo com as recomendações 

do fabricante. Onde valores de densidade óptica duas vezes maiores que os determinados 

para o controle negativo foram considerados como indicativos de replicação viral  (Ma et 

al., 2014). O título infeccioso do EIAV foi estimado pelo método de dose infecciosa de 

cultura de tecidos mediana (TCID 50), conforme descrito por Reed e Muench (1938) (Lei 

et al., 2020; Reed & Müench, 1938). 

Para examinar os perfis de replicação do EIAV, os sobrenadantes coletados com 

21 dias após a infecção, foram submetidos a extração do RNA total, utilizando TRIzol 

(Rio et al., 2010), posteriormente submetidos a quantificação por qRT-PCR, utilizando o 

método de curva padrão, juntamente com os primers, sondas e condições de volume 

descritos por Bueno et al., 2018 (Apêndice 2.1.).  

Os títulos relativos do EIAVWyo em células ED foram comparáveis e consistentes 

quando medidos em ambos os métodos. 

2.3.4. Síntese dos controles positivos de RNA sintético do EIAV para construção 

da curva padrão  

A construção dos controles positivos para a padronização da curva padrão, 

utilizando RNAs sintéticos, se deu conforme o protocolo descrito por Bueno et al., (2018). 

Para isso, uma PCR convencional, juntamente com os iniciadores e as condições 

previamente estabelecidas pelos autores, amplificou um fragmento de 520pb da região 

gênica de gag, de uma amostra de células ED previamente infectadas com o clone 

molecular infeccioso EIAVUK. Em seguida, o fragmento foi adicionado ao vetor pGEM-

T easy (Promega, EUA), usando a enzima T4 ligase (Promega, EUA) e propagado em 

bactéria Escherichia coli DH5-α, com subsequente midiprep (Kit Midi, Qiagen, 

Alemanha). A posteriori, o produto foi submetido a um concentrador a vácuo (Speed Vac, 

Thermo Fisher Scientific, EUA) e, após linearização com a enzima PstI (Promega, EUA), 

100ng do produto foi usado como modelo para transcrição in vitro usando o Kit T7 Ribo-

MAX ™ Express Large Scale RNA Production System (Promega, EUA), de acordo com 

as instruções do fabricante. Os RNAs sintéticos foram purificados usando o mini kit 

RNeasy (Qiagen, Alemanha) e o número de cópias do RNA foi calculado a partir da 

concentração do produto obtida no Qubit Fluorometric Quantification (Thermo Fisher 

Scientific, EUA). 
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O One-Step RT-qPCR para o EIAV foi novamente padronizado usando o kit Go 

taq Probe 1-Step RT-qPCR System (Promega, EUA) conforme o protocolo estabelecido 

pelo fabricante, juntamente com 0,8μM de cada iniciador e 125nM de sonda (Bueno et 

al., 2018; Cook et al., 2002). Além disso, foi utilizado o termociclador QuantStudio 1 

(Thermo Fisher Scientific, EUA), nas seguintes condições de temperatura 45ºC por 15 

min, 95ºC por 2 min, seguindo de 40 ciclos de 95ºC por 15 s e 60ºC por 1 min. Os 

resultados foram analisados no programa QuantiStudio 3 and 5 Real-Time PCR System 

Software. 

2.3.5. Infecção viral dos PBMCs proveniente do sangue dos jumentos e dos 

cavalos 

Após 48h de incubação das células sanguíneas de cada animal em estufa a 37ºC 

com 5% de CO2, quando boa parte dos monócitos aderentes já se diferenciaram em 

macrófagos (Apêndice 1), foi realizado o inóculo da estirpe patogênica EIAVWyo, no título 

de 1x103TCID50 (MOI 0,01) Para isso, todo o sobrenadante foi inicialmente retirado, 

100µL do vírus na concentração de interesse, previamente diluído em meio RPMI, foi 

acrescentado e deixado sobre a superfície celular pelo intervalo de 1h, com 

homogeneizações a cada 15min. Adiante, o sobrenadante, contendo vírus residual foi 

totalmente retirado e a cultura de células foi lavada por 3 vezes com meio de cultura. 

Posteriormente, um volume de 200µL de RPMI acrescido de 10% de SFB e 2U/mL de 

antibiótico (penicilina e estreptomicina) foi adicionado e, as placas foram incubadas a 

37ºC em atmosfera contendo 5%CO2 (Ma et al., 2014). Para a análise da expressão de 

fatores de restrição, as células foram coletadas nos tempos zero, um, dois, três, quatro, 

cinco, seis e sete dias pós-infecção (d.p.i.), congeladas a -70ºC até os procedimentos de 

extração do RNA total utilizando o reagente TRIzol, conforme descrito por Rio e 

colaboradores (2010). 

O lipopolissacarídeo (LPS) (Sigma aldrish-USA) foi incluído como controle 

positivo de resposta pró-inflamatória. LPS é conhecido como um clássico ativador de 

resposta imune dos monócitos/macrófagos, sendo por isso incluído nessa etapa do estudo 

(Weber et al., 1992). Dessa forma, poços com células destinadas a essa finalidade foram 

estimuladas com 100μL de LPS (2 μg/mL). O meio de cultura RPMI puro foi utilizado 

como controle negativo da infecção. Tanto a adsorção viral, quanto o estímulo com LPS 

foram realizados por 1h, com agitação de 15 em 15 min, em seguida, foi adicionado mais 
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100μL de meio RPMI acrescido de 10% de SFB, 2 U/mL de estreptomicina e penicilina 

em cada poço. 

A eficiência da infecção viral foi analisada por PCR convenvional, utilizando a 

cultura de células de MDM coletada, após extração do RNA total a partir do método de 

TRIzol (Rio et al., 2010) e síntese do cDNA utilizando a enzima M-MLV Reverse 

Transcriptase kit (Promega, EUA), conforme recomendado pelo fabricante. Para tal 

análise, foi utilizado os iniciadores EIAVPV1458: TTCAGAACGCAAATGAGGAA e 

EIAVPV1988: TGTTACTACCACAAACTGTCCA, produzindo um fragmento de 520pb, 

bem como, as condições de volume e ciclagem pré-estabelecidos por Bueno et al., (2018). 

2.3.6. Quantificação dos fatores de restrição em MDM de cavalos e de jumentos 

infectados com o EIAV 

Para o delineamento das expressões de mRNA referente aos fatores de restrição, 

APOBEC3, ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2, BST2, SERINC e TRIM5α, as culturas 

de células foram coletadas nos tempos zero, um, dois, três, quatro, cinco, seis e sete d.p.i., 

submetidas a extração do RNA total utilizando o reagente TRIzol (Rio et al., 2010) e 

transcritas em cDNA utilizando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase kit (Promega, 

EUA), conforme recomendado pelo fabricante. 

Para os estudos referentes à expressão dos RRFs nos cultivos de células 

mononucleares de cavalo e jumento foi utilizado o kit GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega, EUA), conforme protocolo estabelecido pelo fabricante, juntamente com um 

conjunto de iniciadores estabelecidos para cada RRF analisado (Tabela 3) (Apêndice 

2.2.). O gene β-actina, foi utilizado como gene normalizador para as qPCRs (Yin et al., 

2014). Os resultados foram analisados por quantificação relativa, utilizando o método de 

CT comparativo, onde se investiga a expressão de um gene em uma determinada amostra 

de interesse comparada a uma amostra de referência (Pfaffl, 2007).  

Tabela 3: Sequência dos iniciadores utilizados para amplificação dos RRFs e 

quantificação do EIAV.  

Gene            Iniciadores (5’-3’)  Amplicon 

(pb) 

Referência 

A3Z3 F CCGGGAACGGAAACACACAGCATC 132 
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R ACGGAGCAGCCTTCAGCTGGTAGCA Zielonka et al., 

2019 

A3Z2c-2d F AGTGGAAGGAAGGTTGAGCGGC 114 Zielonka et al., 

2019 
R CGGAACCAATCGAGGAAGCAGA 

ADAR1a F GAGACCATCGAAGGAAGCAG 197 In -house 

R TTGTCATAAAGGGCCTCGTC 

BST2 F GTGGTGGTCTTTTCTGCTTGTG 99 Yin et al., 

2014 

R GTTGCGACACTCCTGCTCTG 

Mx2 F TAGCTGGGAATGGAGTTG 197 Ji et al., 2018 

R CACCAGGTTGATCGTCTC 

RSAD2 F AGCGTCAACTACCACTTCACC 185 Tang et al., 

2015 
R TATTCGCCCCGGTCCTGA 

SAMHD1a F TGATCCTATCCATGGCCACA 78 In -house 

R CGMAGRCGYTGAAATTGAGG 

SERINCa F AGATGAGACACAAGGCAGGC 129 In -house 

R ACGGGGGCTGGTATAGAGAA 

TRIM5αb F AATCGGCATGTRGCCAACAT 150 In -house 

R CTCACAAAGCCAGCAAATGA 

qEIAV F GGAGCCTTAAAAGGAGGGCCACTAAA

A 

227 Cook et al., 

2002 

R TTGTTGTGCTGACTCTTCTGTTGTATCG

GG 

P FAM CGGGAAGCAAGGGGCTCAAGG 

GAGGCC BHQ-1 

a: Os iniciadores dos genes ADAR1, SAMHD1, SERINC foram desenhados com base nas 

sequências XM_001497551.4, XM-001499498.5, XM_001917430.5 e XM_023618093.1, 

respectivamente, disponíveis de equinos no Genbank. 

b: os iniciadores foram construídos, utilizando como referência a região mais conservada do 

TRIM5 entre os humanos e outras 10 diferentes espécies de primatas não humanos.  
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Todos os iniciadores foram previamente padronizados por PCR convencional, 

utilizando a enzima GoTaq G2 DNA Polymerase (Promega, USA), conforme o protocolo 

estabelecido pelo fabricante, acrescido de 1,5µM de MgCL2, 1µM de cada iniciador e 

aproximadamente 0,5µg de DNA total. A ciclagem consistiu em uma desnaturação inicial 

a 95ºC por 2 min, seguindo de 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 30 s, anelamento de 

60ºC por 60s, extensão a 72ºC por 60 s e uma etapa de extensão final de 72ºC durante 5 

min (Apêndice 3).  

A padronização das PCRs se deu, mediante a utilização de material genético 

extraído de cultura de macrófagos isolados de duas éguas sabidamente positivas para EIA, 

com sinais clínicos da doença, pertencentes ao banco de amostras do Laboratório de 

Retroviroses da Universidade Federal de Minas Gerais. O resultado da PCR foi analisado 

em gel de eletroforese a 1% com 0,01% de brometo de etídio. Os fragmentos amplificados 

foram cortados, purificados e encaminhados para sequenciamento, que comprovou a 

presença dos RRFs alvo.  

2.3.7. Quantificação do EIAV no sobrenadante celular de MDM de cavalos e 

jumentos 

Em paralelo à análise dos RRFs, também foram observadas as taxas de 

replicação viral no PBMC dos cavalos e dos jumentos nos tempos zero, dois e sete d.p.i. 

Para isso, o sobrenadante celular coletado, foi submetido a extração do RNA total 

utilizando o Kit QIAamp® Viral RNA Kit (Qiagen, EUA), seguindo de uma OneStep 

RT-qPCR em tempo real, utilizando o kit GoTaq probe 1-Step RT-qPCR (Promega, 

EUA) e os iniciadores e sonda descritos por Cook et al., (2002) (tabela 3; Apêndice 2.2.). 

Os resultados foram avaliados por quantificação absoluta, utilizado o método de curva 

padrão, construída a partir dos RNAs sintéticos produzidos neste estudo (Whelan et al., 

2003). 

2.3.8. Análise estatística 

As expressões de mRNA dos RRFs foram submetidas a um teste de Shapiro-

Wilk, para analisar a distribuição normal dos dados (Royston, 1992). Contudo, por não 

existir uma distribuição normal dos dados, os resultados das reações de qPCR foram 

normalizadas usando o método 2-ΔΔCT (Ji et al., 2018). Posteriormente os resultados foram 

submetidos a uma análise de variância (ANOVA two-way), um teste paramétrico, 

utilizado para verificar a existência de diferenças entre as médias de uma variável 



63 
 

(variável resposta) em relação a dois níveis categóricos (com/sem EIAV versus espécie), 

nesse caso o efeito do animal foi considerado aleatório (Fujikoshi, 1993). As variações 

da média dos dados transformados referentes aos jumentos, em relação à média dos 

resultados transformados do cavalo, correspondem à variação da resposta (Covaleda et 

al., 2010; Lim et al., 2005). 

Além disso, para compreender a discrepância entre as diferenças encontradas 

nos testes ANOVA, utilizamos o teste de Tukey, que consiste em comparar todos os pares 

de médias com mínimas diferenças estatísticas significativas (Kelseman & Rogan, 1977).  

Os dados foram analisados pelo programa Infostat Software estatístico. Os 

resultados foram considerados significativamente diferentes quando p<0,05. Os gráficos 

foram gerados no programa GraphPad Prism Software, versão 9 (Informer Technologies, 

Inc.). 

 

2.4. Resultados 

2.4.1. Análise da replicação viral em MDM de cavalos e jumento  

As culturas de cMDM e jMDM referente às coletas de sangue dos três cavalos 

(n=3) e três jumentos (n=3) utilizados nesse estudo, foram infectadas com o inóculo viral 

de 1x103 TCID50 e cultivadas durante sete dias, onde as células foram coletadas 

diariamente.  

Para comprovar a eficiência da infecção, as amostras de RNA total extraídos da 

cultura de células, após síntese em cDNA, foram submetidas a uma PCR convencional 

para amplificação de um fragmento de 520pb referente ao gene gag do EIAV (Bueno et 

al., 2018). Como resultado, observamos que após 24h da infecção, foi detectado RNA do 

EIAV nos MDMs dos três jumentos e dos três cavalos.  A infecção viral foi 

posteriormente confirmada pela detecção de quantidades crescentes de RNA viral no 

sobrenadante celular (Figura 3 e 4), garantindo que a presença de material genético viral 

nos MDMs dos cavalos e jumentos é proveniente da infecção celular e não oriundo de 

vírus residual do inóculo.  
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Figura 3: PCR das amostras de cultura de eMDM e jMDM, proveniente dos 3 

cavalos e 3 jumentos doadores de sangue utilizados no estudo, após a infecção pelo 

EIAVWyo, in vitro, extração de RNA e síntese de cDNA. Detecção do gene EIAVgag520 

24h após a infecção, amplificando um fragmento de 520pb, comprovando a presença do 

material genético viral na célula-alvo. 

 

Figura 4: Análise da replicação do EIAV no sobrenadante de cMDM e jMDM. 

A avaliação por RT-qPCR em tempo real foi realizada a partir do sobrenadante coletado 

das culturas de células, nos respectivos dias (0, 2 e 7 d.p.i.). Títulos de carga viral do 

EIAV em cultura de MDM de cavalos ao longo do tempo (barras em preto); Títulos de 

carga viral do EIAV em cultura de MDM de jumentos ao longo do tempo (barras em 

cinza).  

As taxas de replicação viral no sobrenadante das culturas de MDMs dos cavalos 

e jumentos infectados com o EIAVWyo, foram analisadas pelo método de One Step RT-
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qPCR em tempo real. Uma vez que a quantidade de vírus infectante inicial foi de 1,66x103  

nº de cópias de RNA/mL-1, em jMDM a carga viral aumentou aproximadamente 1,3 vezes 

(2,13x103 RNA/mL), em contrapartida, nos cMDM o aumento observado foi de 

aproximadamente 2,6 vezes (4,31x103 RNA/mL) com 2 d.p.i. Ao final do experimento, 

com 7 d.p.i., a carga viral nas culturas de células de cavalos e jumentos, aumentou 

8,73x103 e 1,40x103 vezes, respectivamente, quando comparados a quantidade infectante 

inicial (1,45x107 RNA/mL em cMDM e 2,33x106 RNA/mL em jMDM) (Figura 4).  

 

2.4.2. Avaliação dos fatores de restrição em MDM de cavalos e jumentos 

infectados com o EIAV 

O objetivo inicial do estudo era avaliar a resposta dos MDM de cavalos e 

jumentos quando infectados pelo EIAVWyo, referente à expressão dos RRFs APOBEC3, 

ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2, BST2, SERINCs e TRIM5α, ao longo dos dias. 

Contudo, ao realizarmos esse tipo de análise, não foi encontrada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos (Apêndice 4), isso se deve ao fato de que, 

para análises de variância utilizando como complemento o teste de Tukey, que é 

altamente preciso, tendo vários parâmetros a serem analisados como a relação 

intraespécie, expressão dos RRFs, o tratamento da cultura de MDM e o fator tempo, seria 

necessário um n maior que 3 animais por espécie.  

Contudo, ao excluirmos o fator tempo e analisarmos apenas a diferença na 

expressão dos RRFs em MDM de jumentos quando comparado aos cavalos, encontramos 

com relevância estatisticamente significativa, uma maior expressão de ADAR1 na cultura 

de macrófagos de equinos do que em asininos (Figura 5A). Resultado semelhante foi 

encontrado, quando analisamos o fator Mx2 (Figura 5B).  Em contrapartida, o gene A3Z3 

codificante da proteína APOBEC, bem como a proteína SERINC e TRIM5α, tinha maior 

expressão em MDM de jumentos que em MDM de cavalos infectados com o EIAVWyo, 

in vitro (Figura 5 C, D e E; Figura 6; Apêndice 5). 

 Nos demais RRFs não foi encontrada relevância estatisticamente significativa, 

porém existe uma tendência dos fatores A3Z2c-2d, BST2, SAMHD1 e o RSAD2, serem 

igualmente expressos em MDMs independente da espécie (Figura 5 F, G, H e I; Apêndice 

5).  
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Figura 5: Representação gráfica da expressão média de mRNA dos RRFs, 

proveniente da cultura de macrófagos derivados de monócitos, extraídos do PBMC de 

cavalos e jumentos infectados com o EIAVWyo, tratados com LPS ou com meio de 

cultivo RPMI (CC). O eixo x descreve as amostras analisadas e o eixo y indica as 

expressões relativas do mRNA proveniente dos MDMs de jumentos em relação ao mRNA 

extraído MDMs dos cavalos, após normalização (log2) dos fatores ADAR1 (A), Mx2 (B), 

A3Z3 (C), SERINC (D), TRIM5 (E), A3Z2c-2d (F), BST2 (G), SAMHD1 (H) e RSAD2 

(I).   *p <0,05. 
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Figura 6: Resumo da expressão dos RRFs encontrada em macrófagos derivados 

de monócitos de cavalos e jumentos e suas respectivas ações no ciclo de replicação do 

EIAV. Em cinza são os RRFs mais expressos em jumentos. A começar pelo TRIM5, que 

atua na etapa de entrada do capsídeo viral, estimulando o seu desnudamento prematuro, 

seguindo pela proteína APOBEC3, que induz hipermutações de G para U durante a 

transcrição do RNA viral em DNA, terminando em SERINC que se liga aos vírions em 

brotamento e limita as infecções subsequentes. Em branco são os RRFs mais expressos 

em cavalos. O Mx2 pode atuar em 3 etapas diferentes do ciclo de replicação viral: Na 

etapa inicial, degradando o capsídeo viral de maneira precoce (I); bloqueando a ação das 

nucleoporinas (II) e/ou das transportinas (III), impedindo a integração do material 

genético viral ao genoma da célula do hospedeiro. Além disso, o ADAR1 também é mais 

expresso em MDM de cavalos e, atua induzindo hipermutações de A para I, o que 

ocasiona escape do reconhecimento dos receptores tipo Toll e RIG-1, bem como, aumenta 

a infecciosidade viral, estimulando a transcrição da região gênica LTR. Fonte: Engelman 

& Cherepanov, 2012 (adaptado). 

 

  2.5. Discussão 

Os jumentos têm uma susceptibilidade diferente a certos agentes infecciosos 

quando comparados aos cavalos. No entanto, existem poucos estudos científicos que 
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visam elucidar a patogênese, resposta imune e/ou fisiopatologia dessa espécie. Muitos 

dos conhecimentos disponíveis vêm das experiências clínicas de médicos veterinários e 

das inferências extrapoladas dos cavalos para os jumentos. Com relação a EIA, 

atualmente existe apenas um único estudo que comparou a infecção pelo EIAV em 

equinos e asininos (Cook et al., 2001) enfatizando que os jumentos são naturalmente 

resistentes ao desenvolvimento dos sinais clínicos e controlam eficientemente a carga 

viral quando comparados aos cavalos.  

Semelhante aos resultados observados nesse trabalho, alguns estudos 

descreveram a igual permissibilidade de MDMs de equinos e asininos frente à infecção 

pelo EIAV in vitro (Cook et al., 2001; Oliveira, 2016). Contudo, Oliveira, (2016), 

demonstrou que os MDMs de jumentos, quando infectados com a estirpe de campo 

EIAVWyo, tem uma menor expressão de citocinas pró-inflamatórias, que os MDMs de 

cavalos. Embora, a presença exacerbada de citocinas pró-inflamatórias possa agravar os 

quadros de anemia e induzir a formação de imunocomplexos (Covaleda et al., 2010; 

Russell et al., 1998), a pouca diferença encontrada entre a expressão de citocina nos 

MDMs de jumentos e cavalos não seria suficiente para explicar a ausência de sinais 

clínicos, controle da carga viral e atraso na soroconversão dos asininos quando infectados 

pelo EIAV (Cook et al., 2001; Oliveira, 2016). Dessa forma, outros fatores podem estar 

associados à resistência natural dessa espécie, como por exemplo a expressão de Fatores 

de Restrição Retrovirais (RRF), que até o presente momento não tinham sido 

comparativamente avaliados. 

Atualmente, mais de quinze RRFs foram descritos como inibidores potentes do 

Human immunodeficiency virus (HIV) e de retroviroses murinas, felinas ou de primatas 

não-humanos (Chemudupati et al., 2019; Colomer-Lluch et al., 2018). Contudo, apenas 

seis foram analisados frente a infecção pelo EIAV em equinos, sendo eles APOBEC3, 

ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2 e BST2. A funcionalidade de outros RRFs, como o 

SERINC e o TRIM5α, foram observadas em estudos utilizando pseudovírus expressando 

o gene env ou o gene s2, restrito do EIAV, em cultura de células epiteliais humanas 

imortalizadas (HeLa) (Bogerd et al., 2008; Chande et al., 2016; Gramberg et al., 2013; Ji 

et al., 2018; Johnson & Sawyer, 2009; Tang et al., 2015; Tang et al., 2014; Yin et al., 

2014; Zielonka et al., 2009). 

As adenosinas desaminases específicas de RNA (ADAR1s) são enzimas que 

reconhecem o RNA de fita dupla e medeiam a conversão de adenosina (A) em inosina 

(I), alterando dessa forma a estrutura do RNA, o potencial de codificação e os padrões de 
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splicing (Nishikura, 2010; Samuel, 2011). Frente ao EIAV, a ADAR1 regula 

positivamente a replicação viral, pois a edição de A para I converte um códon de parada 

em um triptofano (Trp), aumentando a trans-ativação da região promotora U3 do gene 

LTR, ampliando por consequência, a transcrição viral e aumento da infecciosidade do 

EIAV, resultado esse, também observado em infecções causadas pelo Hepatitis Delta 

virus (HDV) (Poison et al., 1996; Tang et al., 2015). Embora pareça que o ADAR1 é 

expresso nos macrófagos de todos os equídeos, nos jumentos a expressão desse RRF é 

menor que nos cavalos. Em infecções in vitro de linfócitos T pelo HIV-1, foi observado 

que a linhagem de linfócitos quando ativada por interferons (IFN), expressa 

constitutivamente o ADAR1, que mantém a sua funcionalidade em induzir mutações de 

A para I, regulando positivamente a replicação do HIV. Porém, em linfócitos T em 

repouso, ocorre uma limitação da expressão de ADAR1, o que prejudica a expressão do 

HIV e, portanto, contribui parcialmente para o bloqueio da replicação viral (Phuphuakrat 

et al., 2008). No caso dos jumentos, embora igualmente susceptíveis à infecção pelo 

EIAV, a menor expressão de IFNs nos macrófagos de asininos quando comparado aos 

equinos (Oliveira, 2016), pode estar contribuindo para a baixa expressão de ADAR1 na 

célula-alvo e consequentemente, limitando a replicação viral nessa espécie.  

As Proteínas de resistência a mixovirus (Mxs) são pertencentes a família 

GTPase e possuem uma ampla gama de funções antivirais. Em equinos, as proteínas Mxs 

(eqMxs), são subdividas em tipo 1 e 2. Enquanto o Mx1 atua preferencialmente no 

citoplasma, limitando a replicação do Equine influenza virus (EIV) (Fatima et al., 2019), 

o Mx2, desempenha uma atividade crucial nas infecções retrovirais, tendo como alvo o 

capsídeo viral e atuando também no bloqueio da entrada nuclear de cDNAs provirais 

(Goujon et al., 2014). Estudos anteriores, descreveram que a superexpressão de IFN, 

induz fortemente a ação do eqMx2, que passa a inibir fortemente a replicação do EIAV, 

in vitro (Ji et al., 2018; Meier et al., 2018). Contudo, observamos, que em MDM de 

jumentos infectados com o EIAV a expressão de Mx2 é menor que em cavalos, isso 

porque o eqMx2 é dependente da presença de IFNs e, a menor expressão dessas citocinas 

nos macrófagos dos jumentos limita a expressão e funcionalidade antiviral desse receptor 

(Meier et al., 2018; Oliveira, 2016).  Com esse resultado, era esperado que os cavalos 

restringissem os sinais clínicos ao invés dos jumentos, porém, observamos que 

diferentemente de estudos anteriores, a expressão de Mx2 em cMDM infectados com o 

EIAVWyo é muito baixa. Hipotetizamos que esse fato ocorreu porque, nesse trabalho as 

culturas de MDMs não foram previamente tratadas com IFNs, conforme o protocolo feito 
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em estudos anteriores. Optamos por analisar a expressão natural da célula, mimetizando 

o mais próximo do que ocorreria em infecções in-vivo. Então, por mais que a 

funcionalidade frente ao EIAV do Mx2 seja mantida, a expressão natural do RRF nos 

macrófagos dos equinos infectados pelo EIAV é muito baixa. Busnadiego et al., (2014) 

observaram que o Mx2 de ovinos e caninos desempenha uma fraca atividade antiretroviral 

frente ao HIV-1, pelo fato dessa proteína ser pouco ou não expressa em poros nucleares. 

Embora, a localização subcelular de eqMx2 já tenha sido observada em cultura de células 

HeLa transfectadas, nos macrófagos dos equídeos, que são as células-alvo do vírus, até o 

momento, esse dado permanece desconhecido. Contudo, estudos adicionais são 

necessários, para explicar se a pouca expressão de Mx2 nos equídeos, estaria intimamente 

relacionada à localização celular do RRF nos macrófagos. 

A família APOBEC3 (A3) em equídeos é dividida em três classes de genes 

principais A3Z1 (Z1a e Z1b), A3Z2 (Z2a-Z2b, Z2c-2d e Z2e) e A3Z3, destes, somente 

os genes A3Z2c-2d e A3Z3 inibem a replicação do EIAV, contudo esses genes são 

fracamente expressos em macrófagos de equinos (Bogerd et al., 2008; Zielonka et al., 

2009), o que corrobora com os resultados observados nesse estudo. A região gênica 

A3Z2c-2d além de uma baixa expressão, teve uma variação muito pequena interespécie. 

Possivelmente o sistema A3Z2 tem uma importância limitada no mecanismo de restrição 

antiviral, enquanto o A3Z3 seria a variante primária que fornece a defesa contra as 

lentiviroses (Refsland et al., 2010; Troyer et al., 2019). Nesse sentido, os macrófagos de 

jumentos quando infectados pelo EIAV, parecem desenvolver uma maior expressão de 

A3Z3 que os cavalos. Em felinos não domésticos, a expressão de uma determinada região 

gênica de A3 (A3CH) é menos sensível a ação antagonista da proteína acessória Vif, 

presente no genoma do Feline Immunodeficiency vírus (FIV), que os felinos domésticos. 

Por isso, em pumas selvagens infectadas com o vírus, a expressão do gene A3CH é maior 

que quando comparada aos gatos domésticos (Dietrich, 2013).  O EIAV não codifica a 

proteína Vif e até o momento, não se sabe qual a região genômica do vírus que possa ter 

alguma ação antagonista frente as proteínas APOBECs. Em todo caso, a maior expressão 

de uma proteína viral antagonista em uma determinada espécie, pode reduzir a presença 

de um RRF alvo, o que justificaria a maior expressão do gene A3Z3 em jumentos quando 

comparada aos cavalos.  

Os domínios incorporadores de serina (SERINCs), foram recentemente descritos 

como potentes inibidores da infecciosidade de retroviroses como o HIV-1 e o MLV 

(Usami et al., 2015) Os SERINCs estão localizados na membrana plasmática, onde são 
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eficientemente incorporados aos vírions em brotamento, prejudicando a subsequente 

penetração em novas células alvo (Rosa et al., 2015).  Os achados desse trabalho, 

demonstram uma propensão dos macrófagos de jumentos expressarem mais SERINC, 

quando infectados com o EIAV in vitro, que os macrófagos de equinos. Estudos apontam 

que certos subconjuntos de macrófagos de espécies diferentes abrigam quantidades 

menores de SERINCs e, portanto, são mais propensos a liberar vírus infectante 

(Koppensteiner et al., 2012; Zutz et al., 2020). Além do mais, a proteína acessória S2 do 

EIAV, desempenha uma potente ação antagonista dos fatores SERINCs, não somente ele, 

mas as glicoproteínas do envelope, também modulam a susceptibilidade retroviral ao 

SERINC (Chande et al., 2016). Contudo, Cook et al., (2001), descreveram que in-vivo, 

os cavalos uma vez infectados, replicam eficientemente o EIAV, ao contrário dos 

jumentos, isso indica, que as altas cargas virais, por consequência a alta expressão de S2 

em macrófagos de equinos, consegue suprimir eficientemente a ação das SERINCs nas 

células-alvo.   

O TRIM5α (Proteína contendo motivo tripartido 5) é um RRF que atua pós-

entrada do vírus na célula do hospedeiro. O mecanismo preciso da restrição ainda é objeto 

de estudo, mas provavelmente envolve a desmontagem prematura do núcleo do capsídeo 

viral (Johnson & Sawyer, 2009; Perron et al., 2007; Wu et al., 2006). Nesse estudo, foi 

observada uma tendência dos MDM de cavalos quando infectados pelo EIAVWyo, in vitro, 

terem uma menor expressão desse RRF, quando comparada aos MDM de jumentos 

infectados nas mesmas condições. Estudos apontam que, a expressão da proteína TRIM5α 

humana é menos potente, frente ao HIV-1, do que a maioria dos ortólogos de primatas 

não humanos (Keckesova et al., 2006; Nakayama et al., 2005). Nesse mesmo sentido, Liu 

et al., (2011), identificaram entre 1294 usuários de drogas venosas, 14 variantes de 

nucleotídeos diferentes, sendo que uma variante específica (H43Y), altera a expressão e 

a atividade anti- HIV-1 da proteína TRIM5α. Acreditamos que a menor expressão de 

TRIM5α em MDM de cavalos quando infectados pelo EIAV, possa ser proveniente de 

polimorfismos genéticos adquiridos ao longo da evolução independente da espécie e, isso 

pode ser um dos fatores que explicaria as diferenças nas taxas de replicação viral e 

progressão da doença encontrados entre os cavalos e jumentos diagnosticados com EIA.  

Ainda referente às SERINCs e TRIM5α, descrevemos nesse estudo, de maneira 

inédita a presença desses RRFs em macrófagos derivados de monócitos de cavalos e de 

jumentos e demonstramos, pela primeira vez a expressão desses RRFs em cultura de 

MDMs infectados com uma estirpe altamente patogênica do EIAV.  
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Os demais RRFs analisados nesse trabalho, BST2 (Teterina), SAMHD1 e 

RSAD2 (Viperina), tem níveis de expressão muito semelhantes entre macrófagos de 

cavalos e jumentos e a presença do EIAV, parece não interferir na expressão desses RRFs.  

Para BST2 (Antígeno estromal da medula óssea 2) ou teterina, como é 

popularmente conhecida, estudos anteriores já descreveram a presença de dois ortólogos 

do gene nos equídeos, sendo que em jumentos existem três deleções de aminoácidos 

valina no domínio transmembrana e três mutações distintas no ectodomínio da teterina. 

Contudo, a atividade antiviral não é afetada pela deleção ou substituição de aminoácidos 

(Yao et al., 2017; Yin et al., 2014a; Yin, et al., 2014b). Embora com expressões muito 

similares, notamos que no geral, os MDMs de cavalos e jumentos, parecem ter uma baixa 

expressão de BST-2, indicando que, diferentemente de macrófagos primários humanos, 

os macrófagos de equídeos parecem não expressar em grande escala esse RRF (Chu et 

al., 2012; Perez-Caballero et al., 2009).  

Os domínios SAM e HD contendo desoxinucleosídeo trifosfato trifosfohidrolase 

1 é um RRF que inibe a replicação lentiviral, esgotando o pool de nucleotídeos, 

interferindo na transcrição reversa viral, em células mieloides (Ballana & Esté, 2015; 

Laguette et al., 2011; Lahouassa et al., 2012). Frente ao EIAV, a presença do gene 

codificante da proteína Rev, no genoma viral, interage com o SAMHD1, levando à 

translocação do RRF do núcleo para o citoplasma e subsequente degradação de maneira 

dependente do lisossomo (Ren et al., 2021; Tang et al., 2014). Com isso, a infecção pelo 

EIAV diminuiu os níveis de SAMHD1, o que justificaria a baixa expressão desse RRF 

em cultura de MDM de equídeos infectada com o vírus. Contudo, estudos descreveram 

que SAMHD1 é altamente expresso em macrófagos murinos quando ativados por LPS 

(Valverde-Estrella et al., 2020), contrapondo os resultados desse estudo. Oliveira, (2016), 

descreveu que para um estímulo eficaz com LPS na expressão de citocinas pró-

inflamatórias, é necessário um processo de sonicação desse indutor, anterior ao processo 

de inoculação em cultura de células, de modo a facilitar o contato da molécula com os 

receptores celulares e, consequentemente ativação da resposta imune. Nesse estudo, 

tivemos a limitação de um sonicador, estéril e optamos por um vórtex em máxima 

agitação, porém a agitação utilizando apenas esse aparelho, não consegue solubilizar o 

LPS de maneira eficaz, como os processadores ultrasônicos é isso pode ter comprometido 

os resultados observados nos controles com LPS dos RRFs analisados nesse estudo. 

O RSAD2 (Proteína 2 contendo o domínio radical S-adenosil metionina), ou 

simplesmente viperina, é uma proteína multifuncional associada ao retículo 
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endoplasmático que regula a replicação do vírus, interferindo no tráfego e no brotamento 

de proteínas estruturais virais, distorcendo o sistema de transporte da membrana. Tang et 

al, (2014), demonstraram que a superexpressão de eViperin utilizando vetores lentivirais 

é regulada positivamente pelo EIAV em eMDM. Contudo, o estudo não demonstrou se 

nessa cultura de célula primária, a expressão da viperina endógena também teria o mesmo 

resultado. No nosso trabalho, observamos que em MDMs de cavalos e jumentos, a 

expressão de mRNA codificante do gene RSAD2 endógeno, não é alterado na presença 

do EIAV, principalmente em jumentos. Apesar da seleção natural ter atuado sobre a 

viperina ao longo da evolução dos mamíferos, frente ao HIV-1 foi demonstrado que esse 

RRFs de humanos não é importante, uma vez que o nocaute da viperina endógena em 

uma linhagem celular linfocítica não afetou a propagação do vírus. Além disso, o efeito 

da restrição da viperina é altamente específico a determinadas estirpes, não afetando a 

maioria dos isolados do HIV-1 e de outras retroviroses, como o SIV isolado de macaco 

verde africano (SIVagm) e de chimpanzés (SIVcpz) (Lim et al., 2012). Nesse sentido, 

acreditamos que assim como para o HIV-1, a viperina endógena não é um RRF 

significativo para o EIAV, em MDMs dos equídeos e sua expressão pode ser influenciada 

pela estirpe do EIAV infectante.  

 

2.6. Conclusão 

Este foi o primeiro trabalho que descreveu a presença dos fatores de restrição 

APOBEC3, ADAR1, RSAD2, SAMHD1, Mx2, SERINC e TRIM5α em macrófagos de 

asininos e avaliou comparativamente a expressão desses, bem como do BST-2 em 

infecções in vitro de cultura de macrófagos de cavalos e jumentos infectados com a estirpe 

patogênica EIAVWyo. Além disso, esse estudo descreveu com ineditismo a presença de 

SERINC e TRIM5α em macrófagos de equídeos. Nossos resultados demonstraram que, 

embora equinos e asininos possam ser igualmente susceptíveis a infecção pelo EIAV,  a 

resistência natural dos jumentos, com relação a manifestação de sinais clínicos e controle 

da carga viral plasmática, pode ser explicada, dentre outros fatores, pela maior expressão 

de fatores de restrição retrovirais que atuam limitando etapas do ciclo de replicação viral, 

bem como a menor expressão de ADAR1, que diferente dos demais fatores analisados, 

contribui para o aumento da infecciosidade do EIAV.   
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CAPÍTULO 3: Avaliação da expressão do receptor de lentivírus equino 

tipo 1 em macrófagos de jumentos e de cavalos infectados com o Vírus da Anemia 

Infecciosa Equina (EIAV) 

 

3.1. Resumo 

A Anemia Infecciosa Equina (EIA) é uma enfermidade cosmopolita causada pelo 

Equine infectious anemia virus (EIAV), um lentivirus classificado na família 

Retroviridae que acomete exclusivamente os equídeos. O EIAV tem tropismo por 

macrófagos, que até o momento são as únicas células descritas in-vivo, que possuem o 

receptor ELR1 que permite a entrada do EIAV nas células-alvo. Contudo, além do ELR1 

funcional, os macrófagos exibem uma isoforma solúvel (sELR1), que permite a ligação 

vírus-célula, mas não permite a completa fusão do envelope viral. Entretanto, os estudos 

atuais mapearam a presença do ELR1 e sELR1 em cavalos, e, nada se sabe sobre a 

expressão do receptor e sua isoforma nos demais equídeos, como os jumentos.  Nesse 

sentido o objetivo desse estudo foi comparar a expressão do ELR1 na sua forma funcional 

e solúvel (sELR1) em células mononucleares de cavalos e jumentos infectadas com o 

EIAV in vitro, ao longo do tempo. Para isso, foram coletados a camada de leucócitos do 

sangue total de 3 cavalos e 3 jumentos e as células foram cultivadas e infectadas pela 

estirpe patogênica EIAVWyo, com posterior verificação da expressão do receptor, nas duas 

isoformas, por qPCR. Nossos resultados demonstraram que enquanto a forma funcional 

do ELR1 é igualmente expressa em células de equinos e asininos, a isoforma sELR1 é 

inicialmente mais expressa em jumentos, porém, com o passar do tempo a presença do 

EIAV parece diminuir a expressão do sELR1, indicando que a capacidade de controlar a 

carga viral e a manifestação dos sinais clínicos pode estar relacionada à entrada viral 

reduzida nas células hospedeiras dessa espécie. 

 

3.2. Introdução 

A Anemia Infecciosa Equina (EIA) é uma doença viral, que acomete todos os 

membros da família Equidae (equinos, asininos e muares) e é causada pelo Equine 

infectious anemia virus (EIAV), um retrovírus, classificado dentro do gênero Lentivirus.  

O EIAV possui aproximadamente 115nm de diâmetro e um DNA proviral de 

aproximadamente 8200 pb, subdivido em: gene gag, responsável por sintetizar as 

proteínas do core viral; gene pol que codifica as enzimas transcriptase reversa, integrase 

e protease que atuam na síntese de DNA a partir de RNA e inserção do material genético 
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viral ao genoma da célula hospedeira, bem como, o gene env que é responsável pela 

produção de glicoproteínas transmembrana (gp45) e de superfície (gp90), requeridas para 

a entrada do vírus na célula alvo (Li et al., 2005). Além disso, o genoma do vírus codifica 

três proteínas acessórias: Tat, Rev e S2 que desempenham funções reguladoras e aumento 

da patogenicidade, flanqueado nas extremidades por regiões gênicas de repetição (LTR) 

contendo sequências regulatórias (Covaleda et al., 2010; Craigo et al., 2009). 

Uma vez no hospedeiro, o EIAV tem tropismo pela linhagem tecidual de 

monócitos/macrófagos. A infecção retroviral inicia-se quando as glicoproteínas de 

superfície viral (gp90) se ligam aos Receptores de Lentivírus Equino tipo 1 (ELR1) 

presente na superfície dos monócitos, disponíveis principalmente na corrente sanguínea 

e medula óssea. Após a ligação, ocorrem mudanças conformacionais tanto no receptor 

celular quanto na glicoproteína de superfície, permitindo a fusão do envelope viral, 

seguindo da liberação do capsídeo e desnudamento do material genético do EIAV no 

citoplasma celular (Lin et al., 2013). No entanto, os monócitos não possuem todos os 

fatores de transcrição necessários para a replicação viral (Evans et al., 2013). Dessa 

forma, o processo inflamatório causado pela infecção viral, estimula a expressão de 

citocinas específicas e do receptor de fator de crescimento hematopoiético (Csfrl1) que 

induz a migração dos monócitos para os tecidos onde se diferenciam em macrófagos, que 

passam a sintetizar novas partículas infecciosas. Os órgãos ricos em macrófagos, como 

baço, fígado, pulmões e rins se tornam os locais primários da replicação viral (Covaleda 

et al., 2010; Geissmann et al., 2010; Maury, 1994; Sellon, 1993) 

A linhagem tecidual monócitos/macrófagos, de equinos, são as únicas células onde 

o ELR1 foi descrito até o momento. O ELR1 é um membro da superfamília de receptores 

do fator de necrose tumoral (TNFR) e o único receptor associado a entrada do EIAV nas 

células-alvo (Leroux et al., 2004; Zhang et al., 2008). 

O ELR1 é uma proteína transmembrana, formado por quatro domínios ricos em 

cisteína (CRD1 a CRD4) (Naismith & Sprang, 1998). Estudos demonstraram que uma 

única leucina (Leu) presente na posição 70, do domínio CRD1 é essencial para a ligação 

funcional do ELR1 a glicoproteína de superfície do EIAV (gp90), enquanto os demais 

domínios, embora não sejam essenciais, podem influenciar na força de interação do 

receptor com a gp90 (Zhang et al., 2008). Todavia, Lin et al., (2013), identificaram na 

superfície dos monócitos/macrófagos, a presença de uma isoforma predominante 

funcional do ELR1, contendo 942bp, subdividida em 9 éxons (1-9), bem como, a presença 

de uma isoforma solúvel, contendo uma inserção de 153 nucleotídeos no íntron 6 
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(sELR1), processado pós- transcricionalmente, pós traducionalmente ou a partir de 

splicings alternativos, que produziu mudanças no quadro de leitura dos nucleotídeos e 

consequentemente, alongamento da proteína (Levine, 2004).  

Enquanto o receptor ELR1 permite a ligação e fusão do envelope viral à superfície 

da membrana celular, a isoforma sELR1 permite a ligação da gp90 ao receptor, mas 

impede as mudanças conformacionais subsequentes que são necessárias para a fusão do 

EIAV a célula-alvo, exercendo dessa forma, efeitos inibitórios na infecção viral. Além 

disso, o sELR1 aparece com uma alta frequência em comparação com o transcrito ELR-

1 funcional predominante (aproximadamente 25%). Posteriormente, um estudo observou 

que o EIAV regula positivamente a expressão de sELR1, indicando que a presença dessa 

proteína solúvel atua tanto na infectividade viral quanto na resistência do hospedeiro 

frente ao vírus (Ma et al., 2014).  

Até o momento, estudos mapearam os resíduos de aminoácidos críticos para a 

ligação do EIAV ao receptor celular, descreveram a expressão do ELR1 em MDM e 

identificaram a presença de sELR1, in vivo (Lin et al., 2013; Zhang et al., 2008). Todavia, 

estes estudos estão limitados a equinos. Porém, apesar dos jumentos serem naturalmente 

acometidos pelo EIAV, essa espécie possui a capacidade de controlar eficientemente a 

replicação do retrovírus, mantendo os sinais clínicos da EIA ausentes e a carga viral baixa. 

Contudo, ao longo dos anos, cavalos e jumentos tiveram uma evolução independente, que 

modificou principalmente genes diretamente envolvidos na resposta imune. Nesse caso, 

a expressão de isoformas do receptor ELR1 na superfície dos macrófagos, pode ter sido 

alterada entre as espécies, e isso, poderia justificar as diferentes respostas encontradas nos 

jumentos quando infectados pelo EIAV. 

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi comparar a expressão do ELR1 na sua 

forma funcional, bem como, a expressão da isoforma solúvel do receptor (sELR1) em 

células mononucleares de cavalos e jumentos infectadas com o EIAV in vitro, ao longo 

do tempo. 

 

3.3. Material e Métodos  

3.3.1. Análise da expressão do receptor ELR1 e sua isoforma solúvel (sELR1) 

em MDM de cavalos e jumentos infectados com o EIAV 

Após a coleta de amostras, as células mononucleares foram obtidas, conforme 

previamente descritas no capítulo 2 (itens 2.3.2.; 2.3.3 e 2.3.5).  
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Após 48h de incubação das células sanguíneas em estufa a 37ºC com 5% de CO2, 

os macrófagos foram submetidos a um inóculo com a estirpe patogênica EIAVWyo, a uma 

concentração de 1x103TCID50 (Apêndice 2.1.) (Ma et al., 2014). 

 Para controle das células, macrófagos livre de vírus de cavalos e de jumentos 

foram tratados apenas com RPMI puro (grupo mock), nas mesmas condições que a células 

infectadas. Posteriormente, para comprovar a presença do EIAVWyo, nas células 

cultivadas de jumentos, 48h após a infecção, a cultura de células foi coletada e submetida 

à extração do DNA total, utilizando o DNeasy Blood e Tissue kit (Qiagen, EUA), 

seguindo de uma nested PCR (nPCR), para amplificação do gene env, utilizando os 

volumes de reagentes e as condições da reação, conforme descrito por Bueno et al., 

(2020). 

3.3.2. Análise da expressão do receptor ELR1 e sua isoforma solúvel (sELR1) 

2429 em MDM de cavalos e jumentos infectados com o EIAV 

Para a análise da expressão do receptor ELR1 e sua isoforma solúvel sELR, as 

células, foram coletadas nos tempos zero, dois, quatro, e seis dias pós-infecção (d.p.i.) 

(Lin et al., 2013), posteriormente, o RNA total foi extraído utilizando o reagente TRIzol 

(Rio et al., 2010), previamente tratado com DNase (Invitrogen, EUA) e transcrito em 

cDNA utilizando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase kit (Promega, EUA), 

utilizando o protocolo recomendado pelo fabricante.  

Para a amplificação do gene codificante do receptor sELR1 foram utilizados os 

iniciadores descritos por Ma et al., (2014). Já para o ELR1 funcional foram construídos 

pares de iniciadores, com base nas sequências completas do gene de E. caballus e 

E.asinus disponível no banco de genomas NCBI (BLAST® - 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (nº de acesso: NM_001081907; XM_014863094) (Tabela 

4). As sequências foram alinhadas do software BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5. 

(Hall, 2007) e a região mais conservada do receptor ELR-1 foi destinada à construção dos 

iniciadores utilizados o software Primer-Blast, integrado ao banco de dados do NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os resultados da qPCR foram 

analisados por quantificação relativa, utilizando o método de CT comparativo, onde se 

analisa a expressão de um gene em uma amostra de interesse comparada a uma amostra 

de referência (Pfaffl, 2007) (Apêndice 2.3.).  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tabela 4: Sequência dos iniciadores utilizados para amplificação do receptor 

ELR1 e sua isoforma solúvel sELR1. 

Gene  Iniciadores (5’-3’) Amplicon (pb) Referência  

ELR1a F AGGGCCTTGAGTCTTGAGGT 

375 In -house 

R TACTCCTCCTCTTTGCACTGG 

sELR1 F GGAGAGTCCTTCAGACCTGAGTTCAC 

149 
Ma et al., 

2014 
R CGTGCACCTAGGAGAGAAGATTGGC 

a: os iniciadores foram construídos, utilizando a região mais conservara das sequências 

completas do gene ELR1 de cavalos e jumentos (nº de acesso: NM_001081907; XM_014863094). 

 

Antes das análises por qPCR, todos os iniciadores foram devidamente testados 

por PCR convencional (Apêndice 6). Para isso foi utilizado como controle positivo uma 

cultura de macrófagos isolado de duas éguas positivas para EIA, naturalmente infectadas 

e com sinais clínicos da doença, pertencente ao banco de amostras do Laboratório de 

Retroviroses da Universidade Federal de Minas Gerais. Os ensaios de PCR convencional 

foram feitos em um volume de reação final de 25μL contendo 1,25U de Taq DNA 

polimerase (Promega, EUA) juntamente com a adição dos reagentes e volumes 

recomendados pelo fabricante, acrescido de 2mM de MgCl2 (Promega, EUA), 0,8 μM de 

cada par de iniciadores e 0,25µg de cDNA total. A ciclagem utilizada consistiu em uma 

desnaturação inicial a 95ºC por 2 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 1 

min., anelamento de 62ºC por 1 min., extensão a 72ºC por 1 minuto e uma etapa de 

extensão final de 72ºC por 5 minutos. Posteriormente, os produtos da PCR foram 

submetidos à corrida eletroforética em gel de 1,0 % de agarose, com 0,01% de brometo 

de etídio. As bandas amplificadas foram coletadas, purificadas e encaminhadas para 

sequenciamento, que comprovou a presença do fragmento de interesse.  

3.3.5. Análise estatística 

As expressões de mRNA dos RRFs foram submetidas a um teste de Shapiro-

Wilk, para analisar a distribuição normal dos dados (Royston, 1992). Contudo, os 

resultados das reações de qPCR precisaram ser transformadas usando o método 2-ΔΔCT, 

pois não existia uma distribuição normal dos dados (Ji et al., 2018). Posteriormente os 

resultados foram analisados por análise de variância (ANOVA two-way), um teste 
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paramétrico, utilizado para verificar se existem diferenças entre as médias de uma 

variável (variável resposta) em relação a dois níveis categóricos (com/sem EIAV versus 

espécie), nesse caso o efeito do animal foi considerado aleatório (Fujikoshi, 1993). As 

variações da média dos dados transformados referentes aos jumentos, em relação à média 

dos resultados transformados do cavalo, correspondem à variação da resposta (Covaleda 

et al., 2010; Lim et al., 2005). 

Além disso, para compreender a discrepância entre as diferenças encontradas 

nos testes ANOVA ao longo do tempo, utilizamos o teste Duncan, um teste de média 

mais permissível que os demais existentes, que compara a amplitude de um conjunto de 

médias amostrais, com uma amplitude mínima significante calculada (Permanasari, 

2010).  

Os dados foram analisados pelo programa Infostat Software estatístico. Os 

resultados foram considerados significativamente diferentes quando p < 0,05. Os gráficos 

foram gerados no programa GraphPad Prism Software, versão 9 (Informer Technologies, 

Inc.). 

 

3.4. Resultados 

3.4.1. Avaliação da infecção do EIAV em cultura de MDM de cavalos e jumentos 

As culturas de cMDM e jMDM referente as coletas de sangue dos três cavalos 

(n=3) e três jumentos (n=3) utilizados nesse estudo, foram submetidas a um inóculo viral 

de 1x103 TCID50 (0,01 MOI) por poço e cultivadas durante sete dias. 

Para comprovar a presença do EIAVWyo, MDMs dos cavalos e jumentos, foram 

submetidos a extração do DNA total, seguindo de uma nPCR, para amplificação do gene 

viral env, 48h após a infecção com o vírus. Os resultados demonstraram que os MDMs 

dos 3 cavalos e dos 3 jumentos tinha a presença do material genético viral, possivelmente 

integrado ao genoma da célula hospedeira (Figura 6). 
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Figura 6: nPCR para amplificação do gene env, em cultura de MDM de cavalos 

e jumentos 48h após a infecção das células com a estirpe EIAVWyo, amplificando um 

fragmento final de 392pb. CN: cultura de MDM de cavalo cultivada apenas com RPMI.    

3.4.2. Análise da expressão do receptor ELR1 na sua forma funcional em 

macrófagos derivados de monócitos de cavalos e jumentos 

Analisamos a presença e expressão do receptor ELR1 (Ma et al., 2014), 

utilizando primers construídos in-house, que amplifica o éxon 1. Nas análises de 

similaridade de nucleotídeos, observamos que dentre as sequências completas do receptor 

isoladas de cavalos e jumentos, disponíveis no banco de dados de nucleotídeos 

(GenBank), esta era a região mais conservada do ELR1 entre as espécies.  

Observamos que existe uma tendência de cavalos e jumentos expressarem níveis 

muito próximos do receptor ELR1 na superfície dos macrófagos, indicando que 

possivelmente não existe uma diferença com relação a presença do ELR1 funcional nos 

macrófagos, entre as espécies (Figura 7). Além disso, demonstramos que a presença do 

EIAV em cultura de MDM de cavalos e jumentos, não influencia na expressão do 

receptor, ao longo do tempo. 

392pb 
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Figura 7: Expressão do receptor ELR1, em cultura de macrófagos derivados de 

monócitos de cavalos e jumentos infectados com a estirpe patogênica EIAVWyo. A 

expressão do ELR1 foi monitorada com 0, 2, 4 e 6 dias após a infecção (d.p.i.). O eixo x 

descreve os tempos analisados e o eixo y indica as expressões relativas do mRNA 

proveniente dos MDMs de jumentos em relação ao mRNA extraído MDMs dos cavalos, 

após normalização (log2). Os dados representam as médias e o desvio padrão da 

expressão do ELR1 em MDM de cavalos infectados com EIAV ao longo do tempo (barras 

em preto) e, a média e o desvio padrão do ELR1 em MDM de jumentos infectados com 

EIAV ao longo do tempo (barras em cinza). 

3.4.3. Análise da expressão da isoforma sELR1 em macrófagos derivados de 

monócitos de cavalos e jumentos 

Para a análise da expressão da isoforma solúvel do ELR-1, utilizamos pares de 

primers descritos por Ma et al., (2014), previamente testados por PCR convencional em 

amostras de equinos infectados naturalmente com o EIAV e posteriormente 

sequenciados. 

Observamos que inicialmente os macrófagos de jumentos expressam maiores 

quantidades da isoforma solúvel do receptor (sELR1) quando comparado aos macrófagos 

de cavalos (Figura 8A; Apêndice 4). Porém, ao longo dos dias pós infecção, a expressão 

de sELR1 em MDM de cavalos foi aumentando, enquanto dos jumentos permaneceu 

estável.  
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Em contrapartida, ao analisarmos comparativamente a expressão da isoforma 

solúvel do ELR1 em MDM de cavalos e jumentos infectados com EIAVWyo, frente ao 

controle de células Mock (macrófagos livres de vírus tratado apenas com RPMI), notamos 

que as expressões de sELR1 foram significativamente maiores na cultura de células 

infectadas que nas células não infectadas dentre 4-6 dias pós infecção (Figura 8 B e C). 
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Figura 8: Avaliação da expressão da isoforma solúvel do Receptor de lentivírus 

equino tipo 1 (ELR1) em cultura de macrófagos derivados de monócitos de cavalos 

comparado a de jumentos infectados com a estirpe patogênica EIAVWyo (A), em cultura 

de MDM de cavalos infectados comparado ao controle de macrófagos equinos não 

infectados tratado apenas com RPMI (Mock) (B), bem como, a cultura de MDM de 

jumentos infectados comparado ao controle de macrófagos de asininos não infectados 

tratados apenas com RPMI (C).  A expressão do sELR1 foi monitorada com 0, 2, 4 e 6 

dias após a infecção (d.p.i.). Os dados representam as médias e os desvio padrão das 

médias das duas analises. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

3.5. Discussão  

Até o presente momento o Receptor de Lentívirus Equino tipo 1 (ELR1), é o 

único caracterizado como receptor funcional específico que medeia a entrada do Equine 

infectious anemia vírus (EIAV) nos macrófagos de cavalos (Leroux et al., 2004; Zhang 

et al., 2008). Como o ELR1 atua tanto como receptor do EIAV quanto como membro da 

família TNFR, a descoberta de isoformas de ELR1 e a evidência de que a isoforma solúvel 

de ELR1 (sELR1) pode competir com sua forma funcional associada à membrana, 

implica o envolvimento dessa proteína tanto na infectividade viral quanto na resposta do 

hospedeiro (Lin et al., 2013), sugerindo que a existência de diferentes variantes alélicas 

pode ser relevante em termos de resposta imune do hospedeiro e eficiência da infecção 

viral. 
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Nesse estudo, demonstramos de maneira inédita a expressão do receptor ELR1, 

em MDM de jumentos infectados com o EIAV, bem como, comparamos com a expressão 

do receptor em cultura de MDM de cavalos infectados nas mesmas condições. 

Analisamos também a expressão do receptor funcional (ELR1) e sua isoforma solúvel 

(sELR1) nos dias 0, 2, 4 e 6 d.p.i. tendo como referência o trabalho de Lin et al., (2013), 

que analisaram também até o dia 8 d.p.i. Porém a viabilidade da nossa cultura de células 

primária, não nos permitiu estender as análises por mais tempo.  

Nossos resultados demonstraram que o ELR1 funcional parece ser igualmente 

expresso em macrófagos derivados de monócitos de cavalos e jumentos e a quantidade 

de ELR1 ligada à membrana não é alterada na presença do EIAV, corroborando com 

estudos anteriores (Brindley & Maury, 2008; Ma et al., 2014; Maury & Wendy et al., 

2003). Contudo, Corbi-Botto et al., (2017), descreveram vários polimorfismos 

encontrados em domínios do ELR1 entre um grupo de 47 equinos, incluindo animais 

positivos e negativos para EIA. Várias mutações não sinônimas foram encontradas 

principalmente no domínio CRD2 e parte do CRD3, que embora não seja crucial em 

termos de ligação à gp90 do EIAV, pode ter um impacto na conformação do receptor e 

nas interações com a proteína, influenciando na afinidade da ligação vírus-hospedeiro 

(Zhang et al., 2008). A presença dessas mutações, produzem uma série de aminoácidos 

diferentes, e as alterações funcionais em proteínas que interagem com um determinado 

vírus pode resultar em rápida evolução e explicar diferenças na resposta, e mesmo na 

progressão da doença (Barreiro & Quintana-Murci, 2010) 

Nesse caso, apesar das culturas de MDMs de cavalos e jumentos expressarem o 

receptor ELR1 na mesma proporção, a presença de polimorfismos genéticos no ELR1 

expresso em jumentos poderia explicar o eficiente controle da carga viral pelos  jumentos 

quando infectados pelo EIAV, uma vez que a presença de mutações não sinônimas pode 

estar influenciando na ligação do EIAV ao ELR1 funcional, já que a carga viral do EIAV 

em macrófagos de jumentos analisadas in-vivo, tende a ser menor que quando comparada 

aos cavalos (Cook et al., 2001).  

Alguns estudos identificaram a presença de uma variante de splicing alternativo 

de ELR1 na superfície de macrófagos de equinos. Esta variante retém um fragmento de 

153 nucleotídeos no íntron 6 e é responsável por uma grande proporção de transcritos de 

ELR1 (de 25% a 50% aproximadamente). A inserção dos nucleotídeos no íntron 6, 

modifica o quadro de leitura de nucleotídeos, produzindo uma proteína mutante com 

quatro resíduos de aminoácidos a mais e um códon de parada prematuro (Lin et al., 2013; 
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Ma et al., 2014). Isso permite que a gp90 do EIAV se ligue ao receptor da célula 

hospedeira, mas impede as mudanças conformacionais subsequentes, que são necessárias 

para a fusão do envelope viral a célula. 

A presença de isoformas solúveis de receptores celulares são supostamente um 

mecanismo de resistência do hospedeiro frente a infecções virais. A expressão de 

isoformas solúveis de receptores e sua função frente a infecção viral, já foi descrita para 

vários outros patógenos, como por exemplo os Rinovírus, onde a forma solúvel da 

molécula de adesão intercelular – 1 (ICAM-1) é um inibidor potente e específico da 

infecção por esse vírus (Marlin et al., 1990). Além disso, uma isoforma de IL-7 com 

splicing diferencial, leva à fosforilação de STAT-5 em células T CD4+ e CD8+ e 

consequentemente, impede uma replicação eficaz do HIV-1 (Vudattu et al., 2009). Por 

fim, a forma solúvel do subgrupo A do receptor Tva (sTva) em baixas concentrações, 

inibiu a infecciosidade do Avian sarcoma leukosis virus (ASLV-A) em 90% (Balliet et 

al., 1999). 

Nesse estudo, observamos que no dia 2 pós infecção, o sELR1 foi mais expresso 

em jumentos que em cavalos. Nemerow et al., (1990), demostraram que em cultura de 

linfócitos B, a presença de um recombinante solúvel do CR2 (CD21), causava uma 

inibição substancial da replicação do Epstein-Barr virus (EBV), in vitro, indicando que o 

CR2 é responsável pelo início da infecção do EBV.  

Cook et al., (2001), observaram que ao infectar cultura de MDM de cavalos e 

jumentos com a estirpe patogênica EIAVPV, a permissibilidade das células interespécie 

frente a infecção viral, permanece inalterada, porém, apesar de níveis de replicação muito 

próximos, nos jumentos os títulos virais eram sempre menores quando comparados aos 

cavalos infectados nas mesmas condições. Um estudo demonstrou que a superexpressão 

de sELR1 em células de derme fetal equina (FED) transfectadas com vetor de expressão, 

reduzia significativamente as taxas de replicação do EIAV, caracterizada por baixa e 

atrasada atividade de RT detectável (Lin et al., 2013). Nesse sentido, hipotetizamos que 

a capacidade dos jumentos em restringir a infecção pelo EIAV nas células-alvo pode estar 

relacionada à entrada viral reduzida nas células-alvo, devido a uma expressão aumentada 

da isoforma solúvel do receptor ELR1. 

Com o passar do tempo, observamos nesse estudo que macrófagos de cavalos 

infectados tendem a aumentar os níveis de expressão de sELR1, condizentes com os 

resultados observados por Lin et al., (2013). Apesar de parecer que a entrada do EIAV 

nos macrófagos de equinos é facilitada pela menor expressão de sELR1 quando 
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comparado aos macrófagos de asininos, ao longo do tempo, a presença do vírus, regula 

positivamente a expressão da isoforma solúvel do receptor.  

O receptor ELR1 é um membro da superfamília de receptores do fator de necrose 

tumoral (TNFR) (Leroux et al., 2004; Zhang et al., 2008). Em pacientes HIV positivos, 

foi observado que as sucessivas infecções virais a novas células-alvo, estimula 

constantemente a ativação do sistema imunológico, com produção de TNF-α e por 

consequência, ocorre o aumento sérico da liberação de receptores solúveis do TNF 

(sTNF-R), que atua como um inibidor e protetor dos efeitos causados pelo excesso dessas 

citocinas (Kalinkovich et al., 1992). Semelhante ao HIV, infecções causadas pelo EIAV, 

estimulam a expressão de citocinas pró-inflamatórias, principalmente o TNF-α, que está 

diretamente envolvido com o desenvolvimento de febre e anemia nos equídeos infectados 

(Dufour et al., 2003; Felli et al., 2005). A regulação positiva na expressão de sELR1 em 

macrófagos de equinos após a infecção com EIAV, pode ser uma tentativa do hospedeiro 

em neutralizar o excesso de TNF-α, diminuindo a infecção de novos vírions e, 

consequentemente reduzindo a cascata de sinalização que termina na expressão de mais 

citocinas pró-inflamatórias, dentre elas o TNF-α.  

Por fim, a maior expressão de sELR1 encontrada em uma cultura de macrófagos 

derivados de monócitos infectados com EIAV, quando comparados a uma cultura de 

células não infectadas, independente da espécie, já era esperada, uma vez que estudos 

anteriores já descreveram que os níveis de expressão do receptor ELR1 e suas variantes 

de splicing alternativo são regulados positivamente pela infecção por EIAV (Lin et al., 

2013; Ma et al., 2014). 

 

3.6. Conclusão 

Esse foi o primeiro trabalho que avaliou a presença do Receptor de Lentivírus 

equino tipo I e sua variante de splicing alternativo (sELR1) em macrófagos derivados de 

monócitos de jumentos, bem como, correlacionou com a expressão delas em macrófagos 

derivados de monócitos de cavalos in vitro. Esse estudo demonstrou que a expressão de 

ELR1 não foi alterada ao longo da evolução independente de cavalos e jumentos, contudo, 

em jumentos o receptor ELR1 na sua forma funcional pode apresentar polimorfismos não 

sinônimos, ainda não elucidados, que interfeririam na ligação vírus-célula. Além disso, 

observamos uma maior expressão inicial de sELR1 em macrófagos de jumentos que em 

macrófagos de cavalos, que também é um mecanismo que diminui eficientemente a 
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entrada do vírus da célula-alvo. Em conjunto, a expressão de ELR1 pode estar envolvida 

no mecanismo de resistência dos asininos frente a infecção pelo EIAV.  
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PERPESCTIVAS FUTURAS 

 

Nesse trabalho, observamos que diferentes fatores de restrição que atuam 

limitando alguma etapa do ciclo de replicação do EIAV são mais expressos em 

macrófagos de jumentos, bem como a proteína ADAR1 que diferente dos demais fatores, 

auxilia no aumento da infecciosidade viral é mais expresso em macrófagos de cavalos. 

Em conjunto, a expressão diferenciada dos fatores de restrição nas células-alvo do EIAV 

in vitro, pode ser um dos mecanismos envolvidos na resistência natural dos asininos in-

vivo.  

Até o momento apenas seis RRFs foram descritos na literatura atuando frente ao 

EIAV em macrófagos de equídeos e neste trabalho, comprovamos a atuação de mais dois 

RRFs.  Contudo, atualmente existem mais de 37 RRFs descritos frente ao HIV-1, SIV e 

FIV, nesse caso, precisaria de mais estudos que visam elucidar a possível presença e 

atuação dos demais RRFs em macrófagos de equídeos, quando infectados pelo EIAV.   

Descrevemos que o Receptor de Lentivírus Equino tipo I (ELR1) é igualmente 

expresso em macrófagos de cavalos e jumentos. Contudo, analisamos a presença de 

mRNA, mas não sabemos se esse mesmo resultado seria encontrado em se tratando da 

proteína ELR-1. Além disso, um sequenciamento de nucleotídeos, seguindo de uma 

análise de aminoácidos do receptor ELR1 expresso em MDM de asininos, deve ser 

realizado, visando identificar polimorfismos de nucleotídeos simples (SNP), que 

produzam mutações não sinônimas, principalmente em regiões de éxons codificantes dos 

domínios 2, 3 e 4, que embora, não sejam cruciais em termos de ligação à gp90 do EIAV, 

pode ter impacto na conformação do receptor e nas interações com a proteína, 

influenciando na afinidade da ligação vírus-hospedeiro. 

Identificamos nesse estudo que a isoforma solúvel do ELR1, que permite ao 

vírus se ligar, mas não permite as etapas subsequentes de fusão é expressa em macrófagos 

de asininos. Atualmente, em equinos, a isoforma sELR1 é a única expressa na superfície 

dos macrófagos de equídeos que interfere na entrada do EIAV nas células-alvo. Todavia, 

essa é a primeira vez que o ELR1, bem como uma isoforma mutante do receptor é descrita 

em jumentos. Nesse sentido, são necessárias novas investigações visando identificar 

outras variantes do ELR1 que estejam disponíveis na superfície dos macrófagos de 

asininos e a possível influencia dessas novas isoformas na entrada do EIAV. 
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Outros fatores que afetam a resposta imune podem estar associados a maior 

resistência dessa espécie ao EIAV, como por exemplo, atividade do CTL, modulação da 

resposta imune pelos linfócitos. Além disso, estudos já demonstraram que a infecção pelo 

EIAV induz o desenvolvimento de estresse oxidativo em cavalos. O estresse oxidativo 

desempenhe um papel importante na progressão de outras infecções lentivirais, como o 

HIV. Mas até o momento, esses parâmetros ainda permanecem desconhecidos com 

relação a infecção do EIAV em jumentos. 

Por fim, as perspectivas futuras para esse trabalho são mais investigações acerca 

dos assuntos supracitados que podem, juntamente com os RRFs e a expressão do ELR1 

e sELR1, descritos nesse estudo, contribuir para a completa compreensão dos 

mecanismos imunológicos envolvidos no controle rigoroso da replicação viral dos 

asininos quando infectados pelo EIAV. Mais tarde, essas descobertas podem ter 

implicações no desenvolvimento de medicamentos e vacinas eficazes frente ao EIAV e 

outras lentiviroses, como o FIV ou o HIV que acometem respectivamente, os felídeos e 

os seres humanos, conhecidos pelo seu potencial de desenvolver infecções 

imunossupressoras e incuráveis, que comumente variam de assintomáticas a fatais.  
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APÊNDICES 

 

Apêndice 1: Diferenciação dos monócitos em macrófagos após 48h de isolamento em 

cultura celular, após a distribuição das células sanguíneas em 106 cel/poço (A) e 48h após 

a distribuição celular em placas (B).    Destaque para presença de pseudópodes.  
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Apêndice 2: Resumo do material e métodos  

Apêndice 2.1. Quantificação do estoque do EIAVWyo   
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Apêndice 2.2. Infecção das culturas de MDM de cavalos e jumentos com o EIAVWyo 

para análise dos RRFs   
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Apêndice 2.3. Infecção das culturas de MDM de cavalos e jumentos com o EIAVWyo para 

análise do ELR1/ sELR1 
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Apêndice 3: Amplificação dos RRFs por PCR convencional, utilizando como controle, 

um pool de amostras de duas éguas positivas para EIA, naturalmente infectadas e com 

sinais clínicos presentes. BST2 (99pb), SERINC (129pb), A3Z2c-2d (114pb), SAMHD1 

(78pb), A3Z3 (132pb), RSAD2 (185pb), ADAR1 (197pb), TRIM5α (150pb) e Mx2 

(197pb). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100pb             BST2            SERINC          A3Z2c2d         SAMDH1          A3Z3               RSDA2               100pb    ADAR1  TRIM5              Mx2               
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Apêndice 4:  Relação comparativa entre a expressão dos RRFs em MDM de jumentos e 

cavalos nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 d.p.i.  

Gene Tempo Descritivo IC (95%) P value  
A3Z2c-2d Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -16,27 a 9,576 >0,9999  

 
Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -16,27 a 9,576 >0,9999  

 
Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -16,27 a 9,576 >0,9999  

 
Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -13,14 a 12,71 >0,9999  

 
Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -16,27 a 9,576 >0,9999  

 
Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -16,27 a 9,576 >0,9999  

 
Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -16,27 a 9,576 >0,9999  

 
Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -16,27 a 9,576 >0,9999  

A3Z3 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  
 

Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  
 

Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  
 

Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -114,6 a 114,8 >0,9999  
 

Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  
 

Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  
 

Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  
 

Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  
ADAR Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -165,8 a 63,65 0,996  

 
Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -1,687 a 6,972 0,8263  

 
Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -1,687 a 6,972 0,8263  

 
Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -1,687 a 6,972 0,8263  

 
Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -1,687 a 6,972 0,8263  

 
Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -1,687 a 6,972 0,8263  

 
Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -1,687 a 6,972 0,8263  

 
Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -1,687 a 6,972 0,8263  

BST2 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -2,051 a 2,409 >0,9999  

 Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -2,051 a 2,409 >0,9999  

 Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -2,051 a 2,409 >0,9999  

 Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -1,175 a 3,285 0,9899  

 Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -2,051 a 2,409 >0,9999  

 Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -2,051 a 2,409 >0,9999  

 Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -2,051 a 2,409 >0,9999  

 Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -2,051 a 2,409 >0,9999  

Mx2 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

 Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

 Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

 Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

 Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

 Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

 Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

 Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -3,897 a 5,957 >0,9999  

RSDA2 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -3,243 a 3,613 >0,9999  

B C 
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 Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -3,243 a 3,613 >0,9999  

 Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -3,243 a 3,613 >0,9999  

 Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -5,858 a 0,9981 0,5562  

 Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -3,243 a 3,613 >0,9999  

 Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -3,243 a 3,613 >0,9999  

 Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -3,243 a 3,613 >0,9999  

 Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -3,243 a 3,613 >0,9999  

SAMHD1 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -9,495 a 9,621 >0,9999  

 Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -9,495 a 9,621 >0,9999  

 Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -9,495 a 9,621 >0,9999  

 Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -6,570 a 12,55 >0,9999  

 Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -9,495 a 9,621 >0,9999  

 Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -9,495 a 9,621 >0,9999  

 Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -9,495 a 9,621 >0,9999  

 Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -9,495 a 9,621 >0,9999  

SERINC3 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -12,68 a 8,241 >0,9999  

 Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -12,68 a 8,241 >0,9999  

 Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -12,68 a 8,241 >0,9999  

 Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -7,180 a 13,74 >0,9999  

 Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -12,68 a 8,241 >0,9999  

 Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -12,68 a 8,241 >0,9999  

 Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -12,68 a 8,241 >0,9999  

 Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -12,68 a 8,241 >0,9999  

SERINC5 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -2,838 a 5,559 >0,9999  

 Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -2,838 a 5,559 >0,9999  

 Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -2,838 a 5,559 >0,9999  

 Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -8,258 a 0,1382 0,0702  

 Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -2,838 a 5,559 >0,9999  

 Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -2,838 a 5,559 >0,9999  

 Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -2,838 a 5,559 >0,9999  

 Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -2,838 a 5,559 >0,9999  

TRIM5 Dia 0 MO CAV vs. MO JUM -23,56 a 8,966 0,9955  

 Dia 1 MO CAV vs. MO JUM -23,56 a 8,966 0,9955  

 Dia 2 MO CAV vs. MO JUM -23,56 a 8,966 0,9955  

 Dia 3 MO CAV vs. MO JUM -15,08 a 17,45 >0,9999  

 Dia 4 MO CAV vs. MO JUM -23,56 a 8,966 0,9955  

 Dia 5 MO CAV vs. MO JUM -23,56 a 8,966 0,9955  

 Dia 6 MO CAV vs. MO JUM -23,56 a 8,966 0,9955  

 Dia 7 MO CAV vs. MO JUM -23,56 a 8,966 0,9955  
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Apêndice 5: Resumo dos RRFs analisados, suas respectivas funções e os resultados 

observados em cultura de MDM de equídeos infectadas com o EIAV in vitro.
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Apêndice 6: Amplificação dos receptores ELR1 e sELR1 por PCR convencional, 

utilizando como controle, um pool de amostras de duas éguas positivas para EIA, 

naturalmente infectadas e com sinais clínicos presentes. CB (Controle Branco; água); 

ELR1 (375pb); sELR1(149pb). 
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ANEXOS 

Anexo 1: Certificado da Comissão de Ética no uso de animais (UFMG). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


