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RESUMO

Introducao: A AIE é uma enfermidade que acomete somente animais da familia Equidea, sendo
causada por um virus pertencente ao género Lentivirus, ¢ a familia Retroviridae. Uma maior
prevaléncia do virus é registrada em dreas geograficas de clima quente e umido, refletindo a
importancia da transmissdo por insetos tabanideos hemat6fagos da ordem Diptera Atualmente, a AIE
é um entrave para o desenvolvimento da equideocultura, por seu cardter transmissivel e incurdvel,
acarretando prejuizos aos proprietarios que necessitam do trabalho desses animais e aos criadores
interessados na melhoria das ragas. Objetivo: comparar a dinamica da infec¢do do virus da anemia
equina em equinos e muares, para verificar se hd diferencas na infeccdo entre as duas espécies.
Material e método: O presente experimento foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa foram
realizados os procedimentos relacionados a inoculacdo dos animais com o virus da AIE e a obtenco,
aliquotagem e armazenamento das amostras obtidas, bem como a posterior eutandsia dos animais. A
segunda etapa realizou-se os testes soroldgicos (IDGA e ELISA). Resultados: Equinos: os animais
apresentaram uma reducdo no nimero de plaquetas ap6s o pico febril e no hematdcrito, indicando uma
leve anemia hemolitica. Ndo foi observada nenhuma alteracdo digna de nota em nenhum outro
parametro avaliado no hemograma. Muares: apesar de haver ocorrido algumas variagdes nos
parametros avaliados, de forma geral, os animais ndo apresentaram sinais que evidenciaram a infecc¢ao
com o VAIE. Equinos versus Muares: Observou-se que os equinos apresentaram picos febris em
torno do 40° dia PI, como também uma queda acentuada no nimero de plaquetas e nos valores do
hematdcrito, enquanto que os muares, em média, ndo apresentaram alteracdes nos parametros normais
de temperatura, plaquetas e hematdcrito. Discussdo: Animais infectados com VAIE podem apresentar
durante a fase aguda da doenga, episddios febris de intensidade varidvel, trombocitopenia, anemia
hemolitica, prostracdo, anorexia, perda de peso, edema ventral, alopecia, epistaxe e em algumas vezes
alteragdes neuroldgicas. A ocorréncia de sintomatologia mais severa da AIE parece estar associada
com episodios febris com picos de temperatura, acima dos 40,5°C, os quais sdo associados a
replicacdo viral mais intensa e por consequéncia uma maior carga de RNA viral no plasma. A grande
maioria dos animais infectados com o VAIE se recupera ap6és um periodo varidvel de dias e
permanecem clinicamente sauddveis durante dias ou semanas, até apresentarem episddios recorrentes
de febre, trombocitopenia e prostracdo. Apds o periodo 12 meses apds a infecgdo, a maioria dos
animais deixa de apresentar sinais clinicos da infec¢do e entram na fase assintomdtica da doenga,
tornando-se portadores inaparentes do virus e se tornando uma importante fonte de infec¢do dentro dos
rebanhos. Sugere que algumas espécies de equideos e racas de equinos sdo mais resistentes a certas
infeccoes do que outras. Além disso, é amplamente relatada por criadores e por pessoas as quais
trabalham diretamente como os animais, uma maior resisténcia do cavalo pantaneiro e dos muares em
manifestar os sinais clinicos da AIE. Conclusoes: Os muares sdo mais resistentes a manifestacdes
clinicas causadas pelo VAIE adaptado a equinos. Os cavalos da raca pantaneira apresentam a
sintomatologia cldssica associada ao VAIE. O ELISA é mais eficiente na deteccio de anticorpos anti-
VAIE, tanto em muares como em equinos.

Palavras chaves: anemia infecciosa equina; muar; equino; infeccao experimental



ABSTRACT

Introduction: AIE is a disease that only affects animals from the Equidae family, being caused
by a virus belonging to the genus Lentivirus, and the Retroviridae family. A greater
prevalence of the virus is recorded in geographic areas with hot and humid climates, reflecting
the importance of transmission by hematophagous tabanid insects of the Diptera order.
Currently, AIE is an obstacle to the development of equine farming, due to its transmissible
and incurable nature, causing losses to owners who need the work of these animals and to
breeders interested in improving breeds. Objective: to compare the dynamics of equine
anemia virus infection in horses and mules, to verify whether there are differences in infection
between the two species. Material and method: The present experiment was carried out in
two stages. In the first stage, procedures related to the inoculation of animals with the AIE
virus and the obtaining, aliquoting and storage of the samples obtained were carried out, as
well as the subsequent euthanasia of the animals. The second stage involved serological tests
(IDGA and ELISA). Results: Horses: the animals showed a reduction in the number of
platelets after the fever peak and in hematocrit, indicating a mild hemolytic anemia. No
noteworthy changes were observed in any other parameter assessed in the blood count. Mules:
although there were some variations in the parameters evaluated, in general, the animals did
not show signs that demonstrated infection with VAIE. Horses versus Mules: It was observed
that horses presented fever peaks around the 40th day PI, as well as a sharp drop in the
number of platelets and hematocrit values, while mules, on average, did not show changes in
normal parameters of temperature, platelets and hematocrit. Discussion: Animals infected
with VAIE may present, during the acute phase of the disease, febrile episodes of varying
intensity, thrombocytopenia, hemolytic anemia, prostration, anorexia, weight loss, ventral
edema, alopecia, epistaxis and sometimes neurological changes. The occurrence of more
severe EIA symptoms appears to be associated with febrile episodes with temperature spikes,
above 40.5°C, which are associated with more intense viral replication and consequently a
greater load of viral RNA in plasma. The vast majority of animals infected with VAIE recover
after a variable period of days and remain clinically healthy for days or weeks, until they
present recurrent episodes of fever, thrombocytopenia and prostration. After 12 months after
infection, most animals stop showing clinical signs of infection and enter the asymptomatic
phase of the disease, becoming inapparent carriers of the virus and becoming an important
source of infection within herds. It suggests that some equine species and equine breeds are
more resistant to certain infections than others. Furthermore, it is widely reported by breeders
and people who work directly with animals that Pantanal horses and mules are more resistant
to showing clinical signs of AIE. Conclusions: Mules are more resistant to clinical
manifestations caused by VAIE adapted to horses. Pantanal horses present the classic
symptoms associated with VAIE. ELISA is more efficient in detecting anti-AIAV antibodies,
both in mules and horses.

Keywords: equine infectious anemia; mule; equine; experimental infection
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1. INTRODUCAO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é uma enfermidade que acomete somente animais da
familia Equidea (equinos, muares e asininos), sendo causada por um virus pertencente ao
género Lentivirus, e a familia Retroviridae (Van Regenmortel et al., 2000). Esta patologia foi
descrita pela primeira vez em 1843 na Franca e teve definida sua etiologia viral em 1904

(Montelaro, 1993).

Todos os membros desta familia (Retroviridae) contém trés principais genes
estruturais/funcionais denominados: gag, pol e env, que codificam proteinas da estrutura viral
e enzimas. O gene gag codifica as proteinas p26, pl5, pll e p9; o gene pol codifica a
transcriptase reversa, integrase e protease; o gene env codifica as glicoproteinas gp90

(superficie externa) e gp45 (transmembrana) (Clements e Zink, 1996).

Uma maior prevaléncia do virus € registrada em dreas geograficas de clima quente e imido,
refletindo a importancia da transmissao por insetos tabanideos hemat6fagos da ordem Diptera
(Issel e Coggins, 1979). Trata-se de um patdgeno de distribui¢do cosmopolita, que no Brasil,
no periodo de 1993 a 2003, permaneceu sem grandes alteracdes segundo dados do Ministério
da Agricultura Pecudria e Abastecimento - Boletim de Defesa Sanitdria Animal, com uma
incidéncia média de 2,06% em 2.168.744 soros testados. Atualmente, a AIE € considerada
endémica em Minas Gerais, com uma prevaléncia de 5,29% para rebanhos e de 3,08% para
animais de servi¢o. As areas Norte, Noroeste, Vale do Mucuri e Jequitinhonha apresentam a

maior prevaléncia da enfermidade no Estado (Almeida, 2005).

O Brasil ocupa a terceira posi¢ao mundial em relacdo ao nimero de equideos apds o México e
a China. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2004), o rebanho equideo

brasileiro € de 5.787.250 animais, sendo que 1.126.815 encontra-se na regiao Centro-Oeste.

O mercado para o equideo nacional, principalmente na regido Centro-Oeste, estd em visivel
crescimento constituindo uma importante cadeia no agronegdcio, com estreita relacdo com os
setores ligados a industria farmacéutica, alimenticia, esportiva, de turismo entre outras. As
atividades que envolvem o cavalo ganham importancia social e econdmica, pois sao

traduzidas em movimentagdes econdmicas da ordem de R$ 7,3 bilhdes ao ano e pela
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ocupacao direta de cerca de 640 mil pessoas. Tal cifra poderia atingir a casa de 3,2 milhdes se

forem incluidos empregos considerados indiretos.

Atualmente, a AIE é um entrave para o desenvolvimento da equideocultura, por seu carater
transmissivel e incurdvel, acarretando prejuizos aos proprietdrios que necessitam do trabalho
desses animais e aos criadores interessados na melhoria das racas. Além disso, impede o

acesso ao mercado nacional e internacional (Almeida, 2005).

O controle da AIE em todo o mundo € baseado na identificacdo dos animais infectados pelo
VAIE por meio de testes soroldgicos, seguidos de eutandsia ou isolamento dos mesmos
dependendo da legislacdo vigente em cada pais ou regido (Issel e Coggins, 1979; Leroux et
al., 2004). Os testes laboratoriais mais utilizados sdo o IDGA (imunodifusdo em gel de 4gar)
considerado teste oficial em varios paises, € o ELISA (ensaio imunoenzimatico). A grande
desvantagem do IDGA, € que ele é considerado pouco sensivel, demorado e algumas vezes de
dificil leitura especialmente em reacdes fracamente positivas. Nos Estados Unidos, por
exemplo, tem sido associado ao IDGA o uso do ELISA como teste de triagem na tentativa se

aumentar a certeza diagnostica.

Na literatura (Leroux et al., 2004) hd relatos que algumas espécies de equideos sdo mais
resistentes a certas doengas do que outras, como exemplo, a propria anemia infecciosa equina.
Entretanto ha pouca informacao no que diz respeito a patogenia do virus da anemia infecciosa

equina nos muares (Equus asinus X Equus caballus).

Frente ao exposto, este trabalho tem como objetivo comparar a dindmica da infec¢cdo do virus
da anemia equina em equinos (Equus caballus) e muares (Equus asinus X Equus caballus),

para verificar se ha diferencas na infeccao entre as duas espécies.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico
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A primeira descricdo da AIE como enfermidade infecto-contagiosa, que acomete equideos foi
registrada na Franca em 1843. No entanto, sua etiologia viral s6 foi confirmada em 1904

(Montelaro, 1993).

Nas Américas, a doencga foi diagnosticada pela primeira vez no Canadd, em 1881, sendo que
em 1896 ja haviam varios casos descritos em diversas regides dos Estados Unidos. Em 1960,
a AIE foi diagnosticada na Venezuela e em 1964 na Argentina (Hammer, 1999). No Brasil, a
primeira descri¢do de caso ocorreu, em 1968, no Joquei Clube Brasileiro, no extinto Estado da
Guanabara (Dupont et al., 1968). Em Minas Gerais, o primeiro caso diagnosticado também
ocorreu em 1968, contudo, os resultados obtidos por meio de exames clinicos, laboratoriais e
anatomo-patolégicos s6 foram divulgados em 1971 (Batista Junior e Fonseca, 1971).
Considera-se, que a AIE chegou ao Mato Grosso do Sul e ao Pantanal na década de 70, onde

quase levou a extingao do cavalo pantaneiro.

A partir de 1968, foram implementadas medidas de ordem sanitdria pela Divisdo de Defesa
Sanitdria Animal (DDSA) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).
Foram adotadas restri¢des de transito, inclusive aos equideos destinados ao abate, e eutandsia
de todos os animais doentes diagnosticados pelos exames disponiveis na época, como a
inoculacdo de sangue suspeito em equideo susceptivel (Brasil, 1974). A partir de 1974, o teste
de Coogins (IDGA), foi declarado como teste oficial para AIE (Coggins e Norcross, 1970) e é

utilizado até hoje como prova definitiva para a AIE.

Atualmente, nos paises do hemisfério norte (Canadd, Estados Unidos e grande parte da
Europa ocidental), a ocorréncia da AIE é rara. Contudo, a doenga vem se espalhando pelas
Américas Central e do Sul, chegando a atingir em alguns paises, um percentual acima de 30%

de animais positivos em relacio ao rebanho total (Hammer, 1999).

2.2 Etiologia Viral

A AIE ¢ uma enfermidade infecto-contagiosa causada por um virus pertencente a familia
Retroviridae, género Lentivirus e que sé acomete equideos (Van Regenmortel er al., 2000).
Seu genoma € constituido por duas fitas de RNA de 8.2 Kb, sendo considerado um dos

menores virus pertencentes a este género. Todos os membros desta familia contém trés
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principais genes estruturais/funcionais denominados: gag, pol e env, que codificam proteinas
da estrutura viral e enzimas (Clements e Zink, 1996). O gene gag codifica as proteinas p26,
pl5, pl1 e p9 presentes no capsidio viral; o gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa,
integrase e protease € o gene env codifica as glicoproteinas estruturais gp90 de superficie
externa e a gp45 transmembrana, sendo estas responsaveis pela interacdo com os receptores
da célula-alvo e eventos de penetracdo celular. Durante o curso da doenga a gp90 € submetida
a rapida evolucdo e mutacoes sao restritas a definidas regides varidveis (Leroux et al., 2004).
A variagdo na gp90, gerando novas variantes, pode ser considerada um dos mecanismos de

escape do virus ao sistema imunolégico (Howe et al., 2002).

Além das proteinas codificadas pelos genes gag, pol e env, o genoma do VAIE contém trés
sequéncias de leitura aberta que codificam as proteinas TAT, REV e S2 que controlam o nivel
de replicagdo do virus. A proteina S2 € um importante determinante na replica¢do viral e

propriedades patogénicas in vivo (Stephens et al., 1990; Martarano et al., 1994).

2.3 Transmissao

A principal fonte de infec¢do para os animais susceptiveis sao os proprios animais infectados.
O sangue destes animais € a principal via de transmissdo (Issel e Foil, 1984). Dessa forma, o
reaproveitamento de agulhas e a utilizacdo de material cirdrgico, sem a devida desinfeccio e
esterilizac@o, t€m grande responsabilidade na disseminac@o do virus. Resultados de estudos
sobre a sobrevivéncia do VAIE em agulhas indicam que este pode permanecer infectante por
até 96 horas. Outra via de transmissdo comumente observada sdo os utensilios de montaria

utilizados nas propriedades (Williams et al., 1981).

Na natureza, as condi¢des climdticas e ambientais, a populacdo de insetos hematéfagos e a
densidade de equideos em uma mesma drea sdo fatores determinantes para a disseminagdo da
doenca (Issel et al., 1988). Uma maior prevaléncia do virus € registrada em dreas geograficas
de clima quente e Umido, refletindo a importancia da transmissdo por insetos tabanideos
hematéfagos (Tabanus sp) da ordem Diptera. Nos vetores, o VAIE permanece vivo por um
periodo de 30 minutos a 4 horas, de modo que o inseto deve completar o repasto sanguineo,
que foi interrompido em um animal contaminado, rapidamente em um animal susceptivel para

que haja transmissao da doenca (Hawkins et al., 1973).
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A transmissdo vertical pode ocorrer através da placenta de éguas soro-positivas no momento
do parto. A resposta fetal para a infeccdo € varidvel, possibilitando a ocorréncia de abortos,
nascimentos de virus positivo ou portadores soropositivos (Issel e Coggins, 1979). Desde que
o VAIE foi demonstrado no sémen de garanhao com sinais agudos, a transmissdo venérea ¢é
possivel tendo grande importincia na inseminagdo artificial, uma vez que nunca foi
documentado nenhum caso de transmissdo natural em éguas expostas a garanhoes

contaminados (Issel et al., 1990).

2.4 Viremia e Replicacao Viral

O alvo primario do VAIE in vivo, sao células da linhagem mondcito/macréfago, contudo, t€ém
sido recentemente relatado uma limitada infeccdo em células endoteliais macro vasculares nos
tecidos renais de cavalos portadores inaparentes (Maury et al., 1998). A infec¢do de
mondcitos do sangue com o VAIE resulta em uma infec¢do nao produtiva e a diferenciacio de
mondcitos infectados em macrofagos € necessdria para ativar a replicacdo viral (Sellon et al.,
1996; Maury et al., 1998). Este padrdo de infeccdo indica que os mondcitos infectados com o
virus podem servir como “Cavalo de Tréia”, carreando a infec¢do do VAIE para os tecidos
sem deteccao do sistema imune (Clements e Zink, 1996). A identificacdo do VAIE em células
endoteliais macro-vasculares sugere que este tipo celular pode também servir como

reservatorio viral em portadores inaparentes (Maury et al., 1998).

Os altos titulos de virus observados durante a fase aguda estdo associados com altos niveis de
replicacdo do virus em tecidos ricos em macréfagos, incluindo figado, baco, rim, pulmdes,
linfonodos e glandula adrenal. Outros tecidos parecem conter baixos niveis de infec¢do viral

mesmo quando os titulos virais no plasma sanguineo estdo altos (Sellon et al., 1996).

2.5 Patogenia

A patogenia da AIE € dividida clinicamente em trés fases bem caracterizadas e decorrentes de
fatores inerentes ao virus (dose e viruléncia do estrato viral infectante e cepa viral), ao
hospedeiro (estado imunolégico, idade e susceptibilidade individual do animal) e da
combinagcdo de ambos (mecanismos de escape do virus frente ao sistema imunolégico do

animal), sendo elas: aguda, cronica e inaparente (Mcguire et al., 1971).
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A fase aguda é caracterizada por febre, anorexia, pronunciada viremia resultante de uma
extensiva replicagdo viral nos macréfagos teciduais ou periféricos e possui duracdo de 5 a 30
dias pos-infec¢do (Mcguire et al., 1971). Nesta fase da doenga o diagndstico sorolégico pode
gerar resultados negativos, devido a auséncia ou ao baixo titulo de anticorpos especificos que
aparecem geralmente por volta do décimo ao décimo quarto dia pés-infec¢do (Coggins et al.,
1972). Uma das caracteristicas mais marcantes deste estdgio da doenga € a anemia e
trombocitopenia associada a febre que precede o aparecimento dos anticorpos. Estes sintomas
iniciais da doenga geralmente desaparecem dentro de poucos dias, contudo, uma pequena
porcentagem dos animais infectados pode desenvolver forma grave e fatal da AIE (Crawford

etal., 1978).

A anemia é resultante da hemdlise e fagocitose mediada pela presenca de eritrocitos
recobertos pelas proteinas do complemento e pela reducdo da eritropoiese. Os mecanismos
que induzem a trombocitopenia sdo 0s mesmos que provocam a anemia, seja pela inibicao da
eritropoiese pelo aumento dos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que ¢ um
regulador negativo da producdo de plaquetas no plasma dos animais infectados e pela
deposi¢do de imunocomplexos com a consequente destrui¢do das plaquetas e dos eritrécitos
pelos macréfagos hepdticos. A hipertermia deve-se ao aumento dos niveis de TNF-a e
também pela producdo de interleucina 1 (IL-1) pelas células da linhagem monocitica-
macrofdgica. Alguns animais podem apresentar leucopenia com discreta linfocitose e um
aumento do nimero de mondcitos circulantes (Ravazzolo e Costa, 2007). Poucos animais
desenvolvem um quadro inaparente da doenca apds essa fase inicial, e a maioria progride para

a fase cronica (Crawford ef al., 1978).

Logo apds a fase aguda, tem inicio a fase cronica da doenca. Esta é caracterizada por
episddios recorrentes de viremia, nos quais ocorre toda a sintomatologia apresentada na fase
aguda, porém, de um modo geral, a gravidade dos sintomas € mais branda. Os episddios nesta
fase tem duracdo média de 3 a 5 dias e aparecem em intervalos irregulares de tempo, podendo
variar de semanas a meses. Acredita-se que a frequéncia na ocorréncia destes episddios esteja
associada a condicdes de manejo, nutricionais € imunolégicas dos animais. A maioria dos
equideos infectados que sobrevivem as fases aguda e cronica tornando-se portadores

inaparentes do virus por toda a vida (Montelaro, 1993).
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A maioria dos equideos VAIE positivos encontrados na natureza estdo na fase inaparente da
AIE. Estes animais ndo apresentam sinais clinicos da doenga, e a viremia € insignificante.
Apesar disso, estes animais continuam sendo portadores do virus e sdo considerados as
principais fontes de infeccdo para os animais susceptiveis (Montelaro, 1993). Achados
cientificos indicam que a replicagdo viral, e a doenca nesta fase da infeccao pelo VAIE estao
sob controle do sistema imunolégico do hospedeiro equideo apesar dos mecanismos de escape
empregados pelo virus para manter a persisténcia (Montelaro, 1993; Hammond et al., 2000;

Howe et al., 2002).

2.6 Sinais Clinicos
A infec¢do, nos equinos, resulta normalmente em uma sequéncia progressiva, bem
caracterizada e ciclica de sinais clinicos, podendo ser dividida em trés fases: aguda, cronica e

inaparente (Sellon et al., 1996).

Durante a fase aguda o animal apresenta anorexia, a qual geralmente é causada pelo pico
febril, com febre até 41°C, que na maioria dos casos ocorre por volta do décimo quinto dia
pos-infecgdo. O pico febril é acompanhado de uma extensiva replicag@o viral nos macréfagos
teciduais ou periféricos. O periodo agudo da doenca varia de cinco a trinta dias pds-infeccao e
nesta fase da doenca, podem ocorrer resultados falso-negativos, tanto pelo IDGA quanto pelo
ELISA, uma vez que os titulos de anticorpos sdo muito baixos e frequentemente ndo sao

detectaveis (Cook et al., 1996; Sellon et al., 1996).

O segundo estdgio da doenga, a fase cronica, € caracterizado por ciclos recorrentes de viremia
os quais sdo associados a febre, anorexia, edema, leucopenia, anemia, trombocitopenia,
hemorragias, diarreia, glomerulonefrite e letargia. Cada episddio clinico, neste estidgio, tem
dura¢do média de trés a cinco dias, e o intervalo entre os ciclos da doenga € irregular podendo
ser de semanas a meses. A frequéncia e gravidade dos episddios da doenca diminuem com o
tempo, e apés uma média de seis a oito episddios, o estdgio cronico da AIE termina tendo
inicio o estdgio inaparente da infeccdo. A maioria dos equideos infectados que sobrevivem as
fases aguda e cronica torna-se portadores inaparentes do virus por toda a vida (Cheevers e

Mcguire, 1985; Montelaro, 1993; Cook et al., 1996; Sellon et al., 1996).
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Os animais em fase inaparente da doenca sdo predominantes no campo e constituem as
principais fontes de infeccdo para os animais sadios, refletindo a importancia do diagndstico
de triagem para evitar a dissemina¢do da enfermidade entre os equideos. Além da importancia
para o diagndstico, animais no periodo assintomdtico apresentam uma queda acentuada no

desempenho (Montelaro, 1993; Cook et al., 1996; Sellon et al., 1996).

2.7 Resposta Imunolégica ao VAIE
Estudos sugerem que durante o curso da infeccdo pelo VAIE, o hospedeiro desenvolve uma
resposta imune efetiva e duradoura, capaz de manter a replicagdo viral abaixo do limiar para a

inducdo da doenca (Hammond et al., 2000).

De modo geral, altos titulos de virus circulante (viremia) s6 sdo observados nas primeiras 2 a
3 semanas pos-infec¢do. Acredita-se que isto ocorra devido aos mecanismos celulares e
humorais especificos desencadeados pela infeccdo. Estes mecanismos capazes de interromper
a replicagdo viral inicial e manté-la em niveis reduzidos, tais como a emergéncia de linfécitos
T citotoxicos (CD8+) especificos para o VAIE e anticorpos especificos ndo neutralizantes
(McGuire et al., 1994; Perryman et al., 1988). Animais infectados pelo VAIE desenvolvem
forte resposta imune contra as glicoproteinas de superficie (gp90), transmembrana (gp45) e a
principal proteina do core viral, a p26. Apesar da p26 ser a mais abundante proteina do virus,
a resposta humoral anti-p26 € de 10 a 100 vezes mais baixa do que a reatividade contra a gp90

e gp45 (Hammond et al., 1999).

Anticorpos neutralizantes que sdo capazes de bloquear o estrato infectante, usualmente
emergem somente depois de 2 a 3 meses pds-infecc¢ao, sugerindo que nao sdo os responsiveis
pelo término do episddio agudo inicial. O papel dos anticorpos neutralizantes ainda esta
incerto nas pesquisas sobre VAIE. Apesar disso, a reincidéncia dos episodios clinicos esta
associada a emergéncia de variantes que escapam dos anticorpos neutralizantes, refletindo a
importancia destes no controle da replicagdo viral (Kono et al., 1973; Leroux et al., 1997;
Leroux et al., 2001). Estudos da resposta humoral na evolucdo de estdgio crOnico para
portador inaparente descreveram uma evolucdo gradual durante os primeiros 10 meses p0s-
infec¢do. Durante este periodo, anticorpos especificos para o VAIE sofrem maturacdo da

especificidade e avidez. Ainda ndo se sabe ao certo, mas acredita-se que estas mudancas na
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conformacdo dos anticorpos seja um dos fatores responsdveis pela manutencdo dos baixos

niveis de replicacdo durante a fase de portador inaparente (Hammond et al., 2000).

Os primeiros anticorpos a aparecerem no sangue sdo contra a glicoproteina gp90 (anti-gp90),
e sdo tipicamente detectados aos 7-10 dias pds-infeccao, até atingir um pico de concentragao,
constituindo assim o anticorpo predominante no animal contaminado. A segunda classe de
anticorpos detectavel € especifica para a proteina p26 (principal proteina do core viral), € sdo
observados aos 10-14 dias pds-infec¢do, atingindo um pico de concentracdo rapidamente, mas

com valores inferiores ao observados para gp90 (Montelaro, 1993).

O teste ELISA indireto com a proteina gp90 recombinante (rgp90) permite detectar a maioria
dos cavalos infectados com resultados negativos pelo teste IDGA, que utiliza a proteina p26
como antigeno (Reis, 1997). Este teste mostrou ser um método sensivel para detectar
anticorpos anti-VAIE, podendo ser realizado em larga escala, com resultados obtidos dentro
de 4 a 5 horas, portanto, poderia servir como uma alternativa ao IDGA para o diagndstico da

AIE, ja que permitem detectar a maioria dos cavalos infectados nio reagentes ao IDGA

(Martins, 2004).

Entretanto, hd pouca informagao no que diz respeito a resposta imune de outros equideos,
como 0s muares, para a infec¢cdo com este virus. Tem sido relatada a resisténcia dos muares
por criadores e pessoas que lidam com estes animais em rebanhos infectados. Na regido do
pantanal sul-mato-grossense com prevaléncia acima de 50%, proprietdrios rurais ji estdo
optando por muares ao invés de equinos. Esse fato se deve, segundo eles proprios, a maior

resisténcia desses animais em apresentar sintomas da AIE.

2.8 Infec¢ao com o VAIE em outros Equideos

Os eventos clinicos descritos anteriormente, bem como o estabelecimento de uma resposta
imune e a evolugdo viral estdo bem descritos em cavalos e poneis (Equus caballus) (Sellon et
al., 1996; Oaks et al., 1998, Hammond et al., 2000; Harrold et al., 2000; Leroux ef al., 2001),
porém, pouca informacdo no que diz respeito a infeccdo e as respostas imunes de outros
equideos como muares (Equus asinus x Equus caballus) e asininos (Equus asinus) tem sido

descrita na literatura. Cook et al. (2001) realizaram um trabalho experimental utilizando cinco
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poneis (Equus caballus) e trés jumentos (Equus asinus) inoculados com amostras patogénicas
do VAIE. A comparagdo, da resposta soroldgica, viremia, sinais clinicos e analisaram o nivel
de plaquetas aos 365 dias pds-infeccao (DPI), demonstrou experimentalmente que os poneis
inoculados com o VAIE apresentaram episddios febris recorrentes (com até 41,1C°), com
significativa queda na contagem de plaquetas (de até 84,5% de reducao) e sinais como edema
e petéquias na mucosa oral. Somente um dos jumentos inoculados apresentou uma transitdria
e leve queda na contagem de plaquetas do 24° ao 59° DPI e permaneceu assintomdtico durante
os 365 dias de observacdo como a maioria dos outros asininos do experimento. Quanto a
sorologia, foram detectados nos pdneis anticorpos contra a proteina p26, por meio de ELISA
entre o 21° o 28° DPI. Em relacdo aos jumentos, ndo foi possivel detectar anticorpos antes
do 42° dia PI. No IDGA, além de se detectar reagcdes positivas mais tardiamente, os jumentos
apresentavam reacoes positivas de fraca intensidade das linhas de precipitacdo. A viremia foi
avaliada através de RT-PCR, onde cavalos apresentaram reagdes positivas € nos jumentos, sO
foi possivel detectar viremia em alguns deles, somente apds a realizacdo da nested RT-PCR,

um teste conhecidamente muito mais sensivel.

Toma (1980) ap6és um levantamento da AIE em um rebanho na Franca, usando IDGA,
detectou grande numero de animais positivos. A partir de entdo realizou um programa de
controle no rebanho e conseguiu erradicar a doenca. Apds seis anos de o rebanho ter sido
considerado livre, voltou a surgir um novo foco. O responsdvel por este foco foi um jumento
que tinha sido considerado negativo por apresentar fracas reacdes no IDGA durante o
primeiro surto e na realidade era positivo. Através deste trabalho demonstrou-se como os
asininos podiam reagir fracamente na IDGA e a sua importincia como mantenedores do

VAIE nos rebanhos equideos.

Os asininos embora susceptiveis ao VAIE, podem apresentar niveis de viremia muito baixos,
o que poderia explicar o fato de ndo demonstrarem, usualmente, os sinais clinicos da
enfermidade (Cook et al., 2001) ja que varias linhas de evidéncia sugerem uma correlagdo
entre niveis de replicacdo viral e gravidade da doencga durante infeccdo por lentivirus em
primatas (Mellors et al., 1996). Como os asininos apresentam reagdes fracamente positivas
nos testes de precipitacdo (IDGA) existe o risco de se obter resultados falso-negativos, ja que

a leitura € visual, subjetiva e dependente da habilidade do leitor. Esse fato representa um
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problema para o controle da AIE em rebanhos que possuem equinos juntamente com asininos
e muares o que € bastante comum no Brasil. A ndo identificacdo de animais positivos
constitui um fator de manuten¢ao da doenca nos rebanhos, pois, apesar de apresentarem baixa
viremia os asininos sdo sabidamente reservatorios e, portanto, transmissores em potencial da

AIE.

Motta (2007), em um estudo de comparacdo da resposta soroldgica entre equinos, muares €
asininos naturalmente infectados, concluiu que a resposta soroldgica e viremia dos muares é

diferente, em relacio aos equinos.

2.9 Métodos de Diagnéstico e Controle da AIE
Desde o isolamento do VAIE, muitos testes foram empregados com o objetivo de se obter um

diagnéstico seguro e precoce da infeccao.

O primeiro teste a ser empregado foi a inoculagdo de amostras em animais susceptiveis a
doenca. Contudo, este método era caro e a demora para se obter o resultado inviabilizaram a
aplicacdo do mesmo em larga escala. Com a evolugdo dos métodos de diagndstico,
alternativas surgiram como a fixacdo de complemento e inibicio da hemoaglutinacio

(Nakajima et al., 1972; Kono et al., 1973; Sentsui et al., 1982).

Por outro lado, a IDGA foi o primeiro teste confidvel para detectar anticorpos especificos para
VAIE em formato comercial, utilizando a proteina p26 do capsidio viral como antigeno para
deteccdo de anticorpos anti-p26. O IDGA é o teste oficial para diagnéstico da AlE,
preconizado pela Organizacdio Mundial em Saide Animal (OIE) e pelo MAPA. A IGDA
detecta anticorpos precipitantes especificos entre 14 a 45 dias pds-infec¢do, mas apresenta
incapacidade de detectar anticorpos especificos nos estigios iniciais da infeccdo, o que
compromete a eficiéncia dos programas de controle e erradicacdo da doenca (Reis et al.,
1994; Reis et al., 1997). Outra limitac@o seria os resultados falsos negativos ou duvidosos,
principalmente quando se trata de muares e asininos que normalmente possuem baixos niveis

de viremia (Toma, 1980).

Uma alternativa ao IDGA € o ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. O ELISA com a

proteina recombinante gp90 (rgp90) possui algumas vantagens frente ao IDGA, entre elas
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estdo a rapidez e a sensibilidade diagndstica e analitica. A rapidez se deve ao fato de permitir
o teste de varias amostras num tempo varidvel de 4 e 5 horas e a sensibilidade analitica se
deve a deteccdo dos anticorpos contra a proteina gp90, os primeiros a aparecerem durante a

infeccao (Martins, 2004).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido proposta como método de diagndstico
confirmatério para a AIE e outras retroviroses. A especificidade do teste é geralmente
satisfatoria quando sao usados iniciadores dirigidos a uma regido conservada no genoma do
VAIE (Kim e Casey, 1992; Langemeier et al., 1996). A PCR para detec¢ao de DNA proviral
do VAIE ¢ sensivel e especifica para identificar cavalos em estdgio sub-clinico, como também
cavalos recentemente infectados em processo de montagem de resposta imune (Toma, 1980;

Mcconnell et al., 1983; Issel et al., 1988; Issel e Cook, 1993) .

Experimentos preliminares realizados em nosso laboratério mostraram que quando se
comparam os testes de IDGA e ELISA, existe uma maior concordancia entre os resultados
dos equinos do que resultados encontrados em muares e asininos demonstrando que os testes

estdo bem padronizados para os equinos, mas nao para muares € asininos (Motta, 2007).

Como ndo existem vacinas eficazes, o controle da AIE nos equideos se faz com a
identificacdo, segregacdo ou eutandsia dos animais infectados. Somente em paises como
China e Cuba tém sido executados programas de vacinacao utilizando amostras atenuadas do
VAIE, que parece proteger os animais apenas contra amostras homodlogas do virus

(Montelaro, 1993).

Em 1979, o Brasil criou a Comissdo Nacional de Anemia Infecciosa Equina (CNAIE) visando
o controle e combate da doenga. Esta comissdao definiu que o Programa Nacional de Combate
a AIE deveria considerar a ocorréncia diferenciada da doenca nas diversas regides, 0s
variados sistemas de producgdo e de utilizacao dos equideos, bem como definir e estabelecer as

dreas indenes, para-endémicas, epiendémicas e endémicas (Bevilacqua, 1993).

Em regides como o Pantanal brasileiro, com alta prevaléncia da doenca, a eutandsia dos
animais positivos comprometeria significativamente ou mesmo inviabilizaria a pecudria
extensiva, principal atividade econdmica na regido. Uma alternativa de controle da AIE,

baseada na segregacdo dos animais positivos, tem sido adotada em alguns paises como nos
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EUA e proposta como estratégia prética de prevencdo e controle para a regidao do Pantanal

(Silva et al., 2001).
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3. Objetivos

3.1 Geral
e Comparar a dindmica da infec¢do do virus da anemia equina em equinos (Equus
caballus) e muares (Equus asinus X Equus caballus), para verificar se hd diferencas

na infec¢@o nestas duas espécies.

3.2 Especificos
e Comparar os sinais clinicos entre cavalos (Equus caballus) e muares (Equus asinus X

Equus caballus) causado pela infec¢c@o do virus da anemia infecciosa equina;

e Identificar o perfil sorologico de anticorpos anti-VAIE, por meio do IGDA e do
ELISA rgp90, em cavalos (Equus caballus) e muares (Equus asinus X Equus

caballus) infectados com o virus da anemia infecciosa equina;

e Descrever as alteragdes hematoldgicas em cavalos (Equus caballus) e muares (Equus

asinus X Equus caballus) infectados com o virus da anemia infecciosa equina;
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4. MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado em duas etapas que serdo detalhadas no decorrer deste

capitulo.

A primeira foi realizada em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, nas dependéncias do
Hospital Veterindrio Dom Bosco (HoVet), da Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB), no
periodo compreendido entre 15 de junho a novembro de 2007, meses de ausé€ncia de vetores
da ordem Diptera, o que minimiza o risco da infec¢do dos animais por vetores. Nesta etapa
foram realizados os procedimentos relacionados a inoculacdo dos animais com o virus da AIE
e a obtenc¢do, aliquotagem e armazenamento das amostras obtidas, bem como a posterior

eutanasia dos animais.

Na sequéncia, realizou-se no Laboratério de Retroviroses (Retrolab), da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (EV/UFMGQG), durante os meses de Junho e Julho de
2008, os testes sorologicos (IDGA e ELISA).

4.1. Infeccao Experimental

4.1.1 Animais

Foram utilizados quatro equinos (Equus caballus) da raga pantaneira e quatro muares (Equus
caballus x Equus asinus) meio sangue pantaneiro, com idade entre um ano e seis meses e dois
anos e seis meses com peso médio superior a trezentos e cinquenta quilogramas e bom estado
nutricional e sanitirio. Esses animais eram provenientes de uma propriedade livre de AIE e
apresentaram dois resultados negativos na imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), em
exames subsequentes com intervalo de trinta dias. Todos os animais foram medicados com
endectocida em gel a base de ivermectina e controlados para infestacdes com ectoparasitas
com um produto comercial a base de cipermetrina a 15%, conforme a orientacdo do

fabricante. O status sanitdrio e nutricional foi mantido até o final do experimento.

Os animais foram identificados como Potro 0 (P0), Potro 1 (P1), Potro 2 (P2), Potro 3 (P3),
Potro 4 (P4), Muar 1 (M1), Muar 2 (M2), Muar 3 (M3) e Muar 4 (M4).
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4.1.2 Obtencdo do Inéculo Viral
O potro 0 (PO) foi inoculado, pela via intravenosa, com 100 mL de um pool de soro e plasma
de animais, oriundos da regido pantaneira do Mato Grosso do Sul, com dois resultados

positivos na IDGA, em exames subsequentes com intervalo de 30 dias.

Diariamente, a temperatura foi aferida, entre as sete e oito da manha, e o sangue colhido para
que se pudesse, respectivamente, detectar o pico febril e monitorar a soroconversao através da

IDGA.

Quando ocorreu o pico febril, principal indicativo da viremia, dois litros de sangue total foram
colhidos e armazenados em quatro bolsas de coleta e transfusdo de sangue para a producao
dos in6culos para a infeccdo experimental dos demais animais. Apds a obten¢do do material,

o animal foi eutanasiado (item 4.7).

4.1.3 Inoculacdo experimental dos animais

Ap6s homogeneizacao manual das bolsas de coleta, por inversdo, por cerca de trés minutos a
temperatura ambiente, o grupo experimental composto pelos animais P1, P2, P3, P4, M1, M2,
M3 e M4 foi inoculado com 100 mL de sangue total, imediatamente depois da coleta de PO,
por via intravenosa. Os equideos permaneceram em observacdo continua durante vinte e
quatro horas, uma vez que poderiam manifestar reacdo anafildtica em funcdo do sangue

inoculado.

Antes da inoculagdo, cada animal recebeu uma prévia antissepsia desinfec¢do do local de

aplicacdo com dlcool 70% e foram utilizadas seringas e agulhas individuais.
4.2 Isolamento e Condicoes dos Animais Durante o Experimento

Uma vez inoculados todos os animais permaneceram até o momento da eutandsia em um
piquete isolado, distante a ndo menos de 500 metros de quaisquer outros equideos, positivos
ou ndo para AIE. O acesso a esses animais era apenas permitido as pessoas envolvidas no

experimento.

A alimentagdo consistia em feno de alfafa, fornecido duas vezes ao dia, complementado com

racdo peletizada e sal mineral proprios para espécie, o qual foi oferecido em um cocho de
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dimensdes compativeis a quantidade de animais presentes no experimento (Figura 1). Os
animais possuiam acesso irrestrito a dgua que era ofertada em uma pilheta de dimensdes
compativeis a quantidade de animais existentes a fim de garantir que nenhum dos animais

sofresse restri¢des hidricas.

Figura 1. Animais se alimentando com feno.

4.3 Temperatura e Coleta das Amostras

De modo a maximizar o aproveitamento das informagdes almejadas durante o experimento,
foram estabelecidas duas verificacdes didrias dos animais, sendo estas realizadas as sete horas
da manha e as cinco horas da tarde de modo a reduzir ao maximo a interferéncia da

temperatura ambiente e padronizar o hordrio de alimentacdo dos animais.

A coleta das amostras de sangue foi feita diariamente. Os animais eram conduzidos através de
cabresto até um tronco de contencdo, onde era feita a pungdo da VAIE jugular (Figura 2).
Desta forma, foram coletados, com o uso de agulha individual e prévia antissepsia do local da
puncdo com 4lcool 70%, cinco tubos do tipo Vacumtainer® com capacidade de 7 mL, sendo
dois destinados a obten¢do de soro sanguineo (sem anti-coagulante) e os trés restantes, tubos

com anti-coagulante (EDTA), para a obtencdo de plasma sanguineo, sangue total e DNA.
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Figura 2. Coleta de Amostras.
A temperatura dos animais foi aferida tanto no periodo da manha quanto no da tarde e os
dados foram utilizados para que fosse estabelecida uma média para o dia. Considerou-se
como febre temperatura retal acima de 39,5 °C, onde febre baixa foi considerada 1 °C acima
do valor normal, moderada de 1,7 a 2,2 °C e alta de 2,8 a 3,3 °C (Radostits et al 2002a). Como
ndo existem valores de referéncias especificos para muares, utilizou 0os mesmos que para os
equinos. Durante a afericdo da temperatura, também foi realizada a inspecdo clinica dos

animais a fim de garantir que os mesmos se encontravam em bom estado clinico.

4.4 Processamento das Amostras
Uma vez coletadas, as amostras foram levadas ao laboratério para processamento e

acondicionamento.

As amostras obtidas sem anti-coagulante foram centrifugadas durante dez minutos a 2000 g e
findado este processo, o soro sanguineo era aliquotado em microtubos de 2 mL e
acondicionado em congelador a -20°C. O mesmo procedimento foi adotado para as amostras

destinadas a obtencdo de plasma.

O DNA das amostras de sangue total foi extraido através do Kit para Extracdo de DNA

Genémico (Bio Systems®, Michigan-USA) seguindo as especificacdes do fabricante. Com as
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amostras de sangue total também foram realizados os exames hematoldgicos, os quais serdo
descritos posteriormente. Além disso, uma fracdo das amostras de sangue total foi aliquotada

em microtubos de 2 mL e armazenadas em nitrogénio liquido para pesquisas posteriores.

4.5 Exames Hematologicos
Os exames hematoldgicos foram realizados no laboratério de patologia clinica do Hospital

Veterinario Dom Bosco (HoVet).

A contagem das células, tanto da série vermelha quanto da série branca, foi feita em camara
de Neubauer, obedecendo aos protocolos estabelecidos para cada série celular. Para a
contagem das plaquetas, optou-se pelo método de Rees-Ecker por ser este o método utilizado
na rotina do laboratério. A avaliagdo do hematdcrito se deu através da técnica do Micro-
Hematocrito. Os valores de referéncia dos exames hematoldgicos adotados foram os
preconizados por Radostits et al (2002b). Como ndo existem valores de referéncias

especificos para muares, utilizou 0os mesmos que para os equinos.

4.6 Sorodiagnostico para Anemia Infecciosa Equina

4.6.1 Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA)

A IDGA foi realizada segundo o protocolo desenvolvido por Coggins e Norcross (1970),
utilizando um kit comercial (Idexx®, Maine-USA). O gel de agar Noble a 1% em tampao
borato (pH 8,7) foi preparado em microondas e distribuido em laminas de microscopia (4,5
mL por lamina). Apds solidificacdo, o dgar foi perfurado com o auxilio de um furador
contendo um orificio central e seis periféricos. As laminas prontas foram armazenadas em
camaras imidas com solu¢do fenolada a 1% e mantidas a temperatura ambiente por 24 horas
antes de sua utilizacdo. Os soros testados foram colocados nos orificios periféricos
alternando-se com os controles positivos (25uL por orificio). O antigeno foi colocado no
orificio central na mesma quantidade dos soros testados e dos controles positivos. As laminas
foram incubadas em camara imida por 48 horas e lidas com o auxilio de uma fonte de luz
indireta sob um fundo escuro, para a verificacdo da presen¢a de uma linha de precipitacao

entre o antigeno e o soro teste e que apresenta identidade com a linha formada entre o

antigeno e o soro controle positivo.
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4.6.2. Ensaio Imunoenzimdtico (ELISA) Indireto para a Pesquisa de Anticorpos contra a
Proteina Recombinante gp 90

O ELISA indireto foi realizado segundo Reis (1997). A proteina recombinante rgp90 foi
diluida em tampao carbonato (50 mM, pH 9,6) na concentragdo de 0,5 pg por cavidade e
incubada (100 pL por po¢o) em placas de ELISA (Nunc-Immuno Plate Maxisorp) por 18
horas a 4°C. As placas foram lavadas por trés vezes com 200 puL por po¢o de PBS-Tween
(0,01 M POy, 0,15 M NacCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6) e incubadas por uma hora com solucao
de bloqueio PBS-Tween (0,01 M POy, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6) acrescida de
leite em p6 desnatado a 5%. Nova lavagem foi realizada (3 vezes) e o soro incubado na
diluicao de 1:50 em PBS Tween leite (0,01 M POy, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20, 1% leite
desnatado, pH 7,6) por uma hora a temperatura ambiente. Para a diluicdo do soro foram
utilizadas placas proprias para dilui¢aio com 96 cavidades e transferidas com pipeta multicanal
para a placa ELISA adsorvida previamente com a proteina rgp90. As placas foram novamente
lavadas com solucdo de PBS-Tween (0,01 M POy, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7.,6)
por 3 vezes e incubadas com solucio de conjugado na dilui¢do de 1: 28.000 (coelho anti IgG
equina-peroxidase SIGMA®) em PBS- Tween leite (0,01 M POy, 0,15 M NaCl, 0,05%Tween
20, 1% leite desnatado, pH 7,6) (100 pul por poco) por 1 hora a temperatura ambiente. Apds
nova lavagem com PBS Tween (0,01 M POy, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6) por 3
vezes, 100ul do substrato foi adicionado: solugdo de ortofenilenodiamino (OPD) (0,5
mg/mL), 20 uL de peroxido de hidrogénio (H,O,) em 10 mL de tampao fosfato citrato (pH
5,0) por 10 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida com 40 uL de solugao
de 4cido sulftrico a 0,5 N e a densidade 6tica lida em leitor de ELISA a um comprimento de

onda de 492 nm

Os animais foram considerados negativos ou positivos de acordo com a seguinte férmula:

R=FC x ML onde:
LP

R= Resultado
FC = Fator de Correcao
ML= Média da Leitura
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LP = Leitura do Controle Positivo

O ponto de corte utilizado foi o seguinte: densidade 6ptica (DO) menor ou igual a 0,222
resultado negativo; DO maior ou igual a 0,222 e DO menor que 0,264 resultado

indeterminado e DO maior ou igual a 0,264 resultado positivo.

4.7 Eutanasia dos animais
Ap6s alcangar os objetivos do experimento, todos os animais foram eutanasiados, uma vez

que ndo hé tratamento eficaz contra o virus da AIE.

A eutandasia dos animais deu-se da seguinte forma: os animais foram submetidos a uma pré-
sedacdo com acepromazina na dose de 0,1 mg por Kg de peso vivo, via intravenosa. Apds a
sedacdo, foi realizado um protocolo anestésico dissociativo, o qual consistiu na administracao,
intravenosa, de cloridrato de quetamina 1% na dose de 2,2 mg por Kg e xilazina 10% na dose
de 1,1 mg por Kg, de acordo com guia para eutandsia da Associacdo Norte Americana de
Medicina Veterindria (http://www.avma.org/issues/animal_welfare/euthanasia.pdf). Uma vez
alcancado o plano anestésico, este foi aprofundado até que fosse constatado o ébito. As

carcagas foram incineradas.

4.8 Anadlise dos Dados Obtidos
Foi realizada uma andlise descritiva dos dados obtidos, temperatura, nimero de plaquetas, dia
da soroconversao por meio do IGDA e ELISA, por meio de graficos utilizando para tanto o

programa computacional Microsoft Office Excel®.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao Clinica

Os quatro muares inoculados experimentalmente com o virus da AIE ndo apresentaram,
durante o experimento, os sinais cldssicos associados a enfermidade como febre, anorexia,
alopecia, caquexia, apatia, sudorese intensa e queda de rendimento. Dois equinos, dos quatro
animais do grupo experimental, tiveram manifestagdes clinicas brandas quando comparados
com os outros dois animais nos quais a intensidade das manifestacdes foi mais acentuada
(Figura 3). As manifestagdes clinicas nos equinos, independente da intensidade dos sinais,
ocorreram em média, no décimo dia pds-infecgdo desaparecendo aproximadamente no
vigésimo quinto dia pds-infec¢do, ndo havendo nenhuma recidiva apds a recuperagao dos

animais.

Figura 3. Comparativo do estado clinico dos animais (muar castanho e equino tordilho).
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5.2 Hematologia e Temperatura

5.2.1 Equinos

Conforme demonstrado nos graficos 1, 2, 3, 4 e 9, os animais apresentaram uma redu¢ao no
nimero de plaquetas apds o pico febril e no hematdcrito, indicando uma leve anemia
hemolitica. Ndo foi observada nenhuma alteracdo digna de nota em nenhum outro parametro

avaliado no hemograma.
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Griéfico 1. - Relagdo entre temperatura retal média (°C) do potro 1, nimero de plaquetas
(10°/mm?) e hematdcerito (%), de acordo com os dias pos-infecgdo.

No gréfico 1 observamos que o potro 1, durante os 80 dias de observacao, apresentou apenas
um pico febril do 55° ao 59° dia PI (pds-infec¢do), com o ponto méximo de temperatura (41,3
°C) no 56° dia. As plaquetas comecaram a cair a partir do quadragésimo dia (2,73x10°/mm”),
atingindo seu menor valor no 63° dia PI (0,7x10°/mm°) sendo restabelecidos os pardmetros
normais no 69° dia PI. O hematdcrito apresentou o mesmo padrio que observado nas

plaquetas. A queda nos valores plaquetdrios ocorreu no 40° dia pds-infec¢do e o menor valor
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observado (28%) ocorreu no 63° dia e foi restabelecido no 69° dia PI e atingiu os parametros

fisioldgicos da espécie no 77° dia PIL.
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Grafico 2. - Relacdo entre temperatura retal média (°C) do potro 2, nimeros de plaquetas

(10°/mm” e hematdcerito (%), de acordo com os dias p6s infecgao.

No grafico 2, observamos que o potro 2 apresentou febre entre o 45° dia ao 51°, com o ponto
maximo de temperatura (41,5 °C) no dia 48. Depois de 15 dias do término do primeiro pico
febril, o animal apresentou febre por dois dias, com temperatura média de 40,1 °C. As
plaquetas comecaram a declinar a partir do 40° dia PI (1,7x10°/mm”), atingindo seu menor
valor com 56 dias PI (0,87x10°/mm’). No segundo pico febril, as plaquetas ficaram em torno
de 1,3)(105/mm3 até o 69° dia PI quando demonstraram tendéncia de aumento. Observou-se
também que os valores do hematdcrito deste animal comegaram a apresentar reducdo a partir
do 32° dia PI e o menor valor observado para foi encontrado no 56° dia PI, sendo os

parametros fisioldgicos restabelecidos no 63° dia PI.
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Grafico 3. - Relacdo entre temperatura retal média (°C) do potro 3, nimeros de plaquetas

(105/rnm3) e hematdcrito (%) de acordo com os dias p6s infecgdo.

No grafico 3, observou-se no potro 3 um aumento da temperatura entre os dias 40° e 45° PI,
com um pico de 40,7 °C no 43° dia. Durante todo o periodo de observacdo (80 dias), foi
constatado somente um pico febril. Nao foi observado queda das plaquetas abaixo do limite
minimo do padrdo da espécie sendo a menor dosagem de 1,06x10°/mm’ no 48° dia. ApOs esta
queda, notamos um aumento para 2,34x10°/mm’ no 56° dia e um novo decréscimo para
1,32x10°/mm’ no dia 63, a partir desta data houve uma tendéncia para a normalizacdo do
numero de plaquetas. Os valores do hematdcrito apresentaram redugdo em seus valores a
partir do 40° dia PI, contudo, a exemplo das plaquetas, ndo foram observados valores abaixo
do limite minimo para a espécie. Apds o 63° dia PI, os valores do hematdcrito retornaram aos

niveis observados antes da inoculag¢do do virus.
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Grifico 4. - Relacdo entre temperatura retal (°C) média do potro 4, nimeros de plaquetas

(10°/mm”) e hematdcerito (%), de acordo com os dias pos infecgao.

O potro 4 apresentou dois picos febris (grafico 4), um no 30° dia PI, com temperatura em 39,6
OC e apenas um dia de duracdo. J4 o segundo pico febril durou 9 dias e aconteceu, entre os
dias 37 e 45 PI, com uma temperatura méxima de 41,5 °C no dia 39 pi. Nao houve redugdo de
plaquetas abaixo dos valores de referéncia, mas houve uma tendéncia de queda durante o
periodo de observacao, com o menor valor em 1,85)(105/mm3 no 70° dia PI. O hematdcrito
deste animal se manteve dentro dos valores de referéncia da espécie, apresentando uma queda

48° dia PI, sendo esta reducdo mantida até o 80° dia PI.

5.2.2 Muares
Conforme demonstrado nos graficos 5, 6, 7 e 8, apesar de haver ocorrido algumas variacdes
nos parametros avaliados, de forma geral, os animais ndo apresentaram sinais que

evidenciaram a infecgdo com o VAIE.



39

Muar 1

Termoeratura (P

Herrat dorito (%) Plaquetas (x1054nm

4 3
385

] A
s

ar "
365

36 - 14
365

34 - 1
344

24 04

e eg i REERI RO EBERERER

daz pdzirfecgio

[=— Termperatira °C) ® Hematéorito (%7 & Plaguetas (xl05mnma) |

Grafico 5. - Relagdo entre temperatura retal média (°C) do muar 1, ndmeros de plaquetas

(105/rnm3) e hematdcrito (%), de acordo com os dias pos infecgao.

O gréfico 5 demonstra que o muar nao apresentou, durante o periodo de observacao, aumento
de temperatura retal que se caracterizasse como febre, sendo a temperatura média 38 °C. Da
mesma forma, ndo foi constatada redu¢do nos niveis normais de plaquetas durante todo o
periodo de observacdo (80 dias), valor médio pos-infecgio de 2x105/mm3, similar aos valores
observados no periodo pré-infec¢do. Contudo, houve duas reducdes acentuadas nos valores do
hematdcrito observadas nos dias 56° e 77° PI, em ambos os casos, os valores observados ndo

ultrapassaram o limite minimo estabelecido.
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Grafico 6. - Relagdo entre temperatura retal (°C) média do muar 2, nimeros de plaquetas

(10°/mm”?) e hematdcerito (%), de acordo com os dias pOs infecgao.

O gréfico 6 evidencia que ndo houve alteracdes fora dos padrdes normais de temperatura,
nimeros de plaquetas e hematdcrito no muar 2 durante todo o experimento. A temperatura
média pré e pos-infeccao foram 37,7 °C e 38,1 °C, respectivamente. O nimero médio de
plaquetas pds-infecgdo foi de 2,6x10°/mm’, semelhante ao observado no periodo pré-infeccao.
Nao foram identificadas alteracdes no hematdcrito deste muar, sendo os valores pré-infeccao

idénticos aos do periodo de pds-infeccao.
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Gréfico 7. - Relacdo entre temperatura retal (°C) média do muar 3, nimeros de plaquetas

(10°/mm”) e hematdcrito (%), de acordo com os dias pés infeccdo.

O muar 3 (grafico 7) ndo apresentou nenhuma alteragdo nos valores de temperatura € nlimero
de plaquetas. A temperatura média no periodo pés-infeccdo foi de 37,9 °C e o ndmero de
plaquetas de 3x10°/mm’, valores similares ao do periodo pré-infeccio. Com relacdo ao
hematdcrito, em nenhuma das leituras realizadas observaram-se valores considerados
inferiores aos limites fisioldgicos. Contudo, pdde se identificar uma reducdo dos valores a

partir do 48° dia PI, com os valores minimos (36 %) sendo observados nos dias 63 e 72 PL.
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Grifico 8. - Relacio entre temperatura retal (°C) média do muar 4, nimeros de plaquetas

(10°/mm”?) e hematderito (%), de acordo com os dias p6s infec¢do com o virus da AlE.

O muar 4 apresentou no dia 33 PI um aumento de temperatura para 38,9 °C e um pico no dia
56 PI com 39,1 °C com duragdo de apenas um dia cada (Gréfico 8). Apesar de em nenhum
momento ter sido constatada uma queda do nimero de plaquetas abaixo dos valores de
referéncia, notou-se que o numero médio durante o periodo da pré-infeccdo era de
3,5X105/mm3, sendo de 2,8 10°/mm°® no periodo antecedente ao pico febril (dia 56 PI) e
2x10°/mm’ apés o pico febril, com uma tendéncia de aumento a partir do dia 75 PL Foi
identificada uma reducdo nos valores do hematdcrito a partir do pico febril, o valor minimo
observado (34%) ocorreu no 72° dia PI. Da mesma forma, que os demais muares, em nenhum

momento, os valores do hematdcrito apresentaram queda abaixo dos valores de referéncia.
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5.2.3 Equinos versus Muares
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43¢ * s . T4
42 1 ¢ 135
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—=—Potro Temperatura Média ——Muar Temperatura Média [°C)
* hematocrito p & hematocrito m
# Potro Plaguetas (x105/mm3) média  ® Muar Plaguetas Média (x105dmm3)

Grafico 9 - Relagio entre temperatura retal (OC) média, nimeros de plaquetas (105/mm3) e
hematdcrito dos equinos (potros) e muares, de acordo com os dias pds infec¢do com o virus

da AIE.

O Gréfico 9 exibe os valores médios de temperatura, nimero de plaquetas e hematdcrito dos
cavalos e muares utilizados no experimento. Observa-se que 0s equinos apresentaram picos
febris em torno do 40° dia PI, como também uma queda acentuada no nimero de plaquetas e
nos valores do hematdcrito, enquanto que os muares, em média, ndo apresentaram alteracoes

nos parametros normais de temperatura, plaquetas e hematdcrito.

5.3 Sorologia

Os resultados ilustrados no grafico 10 evidenciam o momento em que 0s testes sorologicos
(IDGA e ELISA) detectaram a soro-conversdo de cada animal. Observa-se, que a IDGA
apresentou maior variacdo em relacdo a data da soro-conversao ao comparar com o ELISA. O
aparecimento de sinal do IDGA ocorreu apés o ELISA em ambos os animais. O sinal foi

identificado em uma média de 21 e 11,5 dias apés o ELISA nos equinos e muares,
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respectivamente. Isto evidencia uma maior precocidade na demonstracio de animais

soropositivos pelo ELISA.
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Grafico 10. - Dias pés-infeccdo em que os testes resultam em positividade dos animais. (pl

potro 1, p2 potro 2, p3 potro 3, p4 potro 4, m1 muar 1, m2 muar 2, m3 muar 3, m4 muar 4).



45

6. DISCUSSAO

Segundo Motta (2007), estudos realizados até hoje mostram que a principal forma clinica da
AIE encontrada a campo € a inaparente, sendo que aproximadamente 80% dos animais
infectados apresentam esta forma da doenca. Tal fato ocorre porque, em geral, as
manifestagdes clinicas observadas em animais com AIE s3o mais evidentes durante o
primeiro episddio febril, o qual ocorre normalmente entre o sétimo e o trigésimo dia pos-

infeccao (PI).

O primeiro episodio febril dura, nos casos em que este se manifesta, de 3 a 5 dias, podendo
prolongar-se em alguns animais (Issel e Coggins, 1979). Sabe-se que as sindromes febris
manifestadas pelos animais infectados pelo VAIE, bem como toda a sintomatologia clinica
estd associada aos picos de replica¢do viral, sendo que os animais geralmente descrevem
alteracdes clinicas e hematoldgicas associadas aos periodos de viremia, contudo, a
intensidade dos sinais clinicos dependerd de alguns fatores tais como: amostra e viruléncia
do virus envolvido, a dose infectante e a resposta imune do animal infectado (Sellon et al.,

1994).

Animais infectados com VAIE podem apresentar durante a fase aguda da doenca, episédios
febris de intensidade varidvel (com temperatura acima de 39°C), trombocitopenia, anemia
hemolitica (acentuada ou ndo), prostracdo, anorexia, perda de peso, edema ventral, alopecia,
epistaxe e em algumas vezes alteragdes neurologicas (Kono et al., 1973; Issel e Coggins,

1979; Sellon et al., 1996).

A ocorréncia de sintomatologia mais severa da AIE parece estar associada com episédios
febris com picos de temperatura, acima dos 40,5°C, os quais sdo associados a replicagdo viral
mais intensa e por consequéncia uma maior carga de RNA viral no plasma (Leroux et al.,

1997).

A grande maioria dos animais infectados com o VAIE se recupera apds um periodo varidvel
de dias e permanecem clinicamente sauddveis durante dias ou semanas, até apresentarem
episodios recorrentes de febre, trombocitopenia e prostragdo (Issel e Coggins, 1979). Nota-se

que a frequéncia e a intensidade dos episodios febris, bem como dos demais sintomas
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clinicos diminuem com o passar do tempo, sendo que estes sdo observados
predominantemente apenas durante os 12 meses PI. Apds este periodo, a maioria dos animais
deixa de apresentar sinais clinicos da infecc@o e entram na fase assintomatica da doenca,
tornando-se portadores inaparentes do virus e se tornando uma importante fonte de infeccio

dentro dos rebanhos (Kono, 1973).

Pela 1° vez, equinos (Equus caballus) da raga pantaneira e hibridos (Equus caballus x Equus
asinus) obtidos a partir de éguas da raca pantaneira foram submetidos a infeccao

experimental com o VAIE e tiveram suas respostas frente a infeccao avaliadas.

Apesar dos poucos dados referentes a infeccio de muares com o VAIE disponiveis na
literatura, Motta (2007) sugere que algumas espécies de equideos e racas de equinos sao mais
resistentes a certas infec¢des do que outras. Além disso, € amplamente relatada por criadores
e por pessoas as quais trabalham diretamente como os animais, uma maior resisténcia do
cavalo pantaneiro e dos muares em manifestar os sinais clinicos da AIE e devido a isso,
muitos proprietdrios rurais no Brasil Central t€m optado pela criagdo desta raca e de seus

hibridos, a fim de minimizar o impacto da doenga em seus criatdrios.

Em concordancia com diversos estudos (Kono et al., 1973; Issel e Coggins, 1979; Sellon et
al., 1996), no presente experimento pode-se observar que todos os equinos apresentaram

sintomatologia clinica e altera¢cdes hematoldgicas inerentes a infeccao.

O potro 1 apresentou apenas um episddio febril durante o periodo do experimento, o qual
perdurou durante quatro dias (55° ao 59° dia PI) e teve seu pico no 56° dia PI (41,3°C). Da
mesma forma, o potro 3 também sé apresentou um episddio febril durante todo o
experimento, do 40° ao 45° dia PI, com pico de temperatura alcancando os 40,7°C no 43° dia

PL

Os potros 2 e 4 apresentaram dois picos febris durante o periodo de observacao, porém foi
possivel notar algumas diferengas referentes aos padrdes como estes se manifestaram. O potro
2 manifestou o primeiro periodo febril apés 44 dias de infec¢do, tendo este primeiro episédio
durado 6 dias e atingindo o pico febril de 41,5°C (febre alta) no 48° dia PI. Ap6s o 51° dia PI,
a febre cessou e a temperatura do animal se manteve constante nos valores fisioldgicos

durante a quinzena subsequente. Um novo episddio febril teve inicio entdo no 66° dia PI,
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sendo este mais curto que o anterior, durando apenas dois dias e tendo um pico febril com

uma temperatura inferior a observada durante o primeiro pico febril (40,1°C).

Ja os episddios febris observados no potro 4 apresentaram um padrao totalmente diferente dos
demais animais. A manifestacao deste foi a mais precoce dentre os equinos, sendo observada
no 30° dia PI e com uma temperatura mais baixa quando comparada aos demais equinos
(39,6°C). Contudo, apenas sete dias apOs esse episodio febril, o animal manifestou uma nova
sindrome febril que perdurou oito dias, atingindo o pico febril no 39° dia PI a uma

temperatura de 41,5°C.

Segundo alguns autores (Kono et al., 1973; Issel e Coggins, 1979; Sellon et al., 1996), ap6s a
infeccdo, o 1° pico febril € observado num intervalo de 7 a 30 dias e, de acordo com estes,
todos os equinos do experimento teriam apresentado o 1° pico febril tardio, uma vez que a

média do 1° pico febril foi de 42 dias PI.

Contudo, Leroux et al. (1997) relataram que o periodo caracterizado como a fase aguda da
enfermidade e onde pode ser observado o 1° pico febril, bem como as manifesta¢des clinicas
decorrentes da infeccdo pelo VAIE compreende um intervalo de tempo de aproximadamente
100 dias. Desta forma, o resultado obtido pode sugerir uma maior resisténcia da raga
pantaneira em manifestar os sintomas da doenga ou uma menor viruléncia da amostra viral
utilizada, mas esta hip6tese € menos provdvel pelo fato dos equinos apresentarem sinais

cl4ssicos de anemia infecciosa equino, com os animais atingindo febre alta.

Issel e Coggins (1979), afirmam que a fase aguda da infeccdo com o VAIE se finda apds o
primeiro episddio febril, com a recuperacdo dos animais e a interrupcao das manifestagdes
clinicas e, tem inicio entdo a fase cronica da doenca, com episddios febris recorrentes e de
intensidade varidvel. Contudo, observamos nos casos dos potros 2 e 4, que ambos
apresentaram episddios febris subseqiientes e em um intervalo de tempo muito curto. Poder-
se-ia dizer que o 2° episddio febril ja seria associado a fase cronica da infecc@o, porém, os
sintomas clinicos que também fazem parte da caracterizacdo da fase aguda da doenca sé

regrediram apds a 2° sindrome febril.

Todos os equinos, com excecdo do potro 4 durante o 1° episddio febril, apresentaram febre

alta, acima dos 40°C, sendo que na maioria das espécies, quando a temperatura retal atinge
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valores acima de 41 °C, ha um desconforto generalizado evidente, sendo que a febre maior
que 41,5 °C pode levar o animal ao coma e a morte (Radostits et al 2002b). Somado a isso,
todos os equinos do experimento apresentaram os sintomas clinicos cldssicos associados a

infec¢do e previamente descritos no inicio deste capitulo.

Desta forma, os potros 1 e 2 foram os animais que apresentaram os sinais clinicos mais
severos observados durante o experimento. No potro 1, sinais clinicos como anorexia,
prostracdo e progressiva perda de peso comecaram a ser observados a partir do 46° dia PL
Associados a estes sintomas, apds o 56° dia PI, foram observados um leve edema ventral e
uma progressiva alopecia. Os sinais comecaram a regredir por volta do 70° dia PI, estando o
animal sem sinais clinicos aparentes da infeccdo ao final do experimento. Também foi
observada uma queda na taxa de plaquetas e reducdo no hematdcrito a partir do 40° dia, onde
ambos atingiram seus valores minimos, 0,7 10°/mm° e 28% respectivamente, no 63° dia PIL.
Os valores plaquetdrios e eritrocitdrios comecaram a manifestar tendéncia de normalizacdo a

partir do 69° dia PI, tendo atingido os valores fisiol6gicos normais no 77° dia PI.

O potro 2 foi o animal que manifestou sinais clinicos mais severos da doenga. Os sintomas
tiveram inicio por volta do 35° dia PI e progrediram até o 59° dia PI, deixando o animal
bastante debilitado. Foi observado neste animal além de anorexia e rdpida perda de peso, um
grande edema ventral, prostracio, epistaxe e mucosas oculares e bucais hipocoradas. Apds o
59° dia PI, ndo houve progressdo dos sintomas, havendo apenas manutencdo dos sinais
observados. O animal manteve-se gravemente debilitado até o 73° dia PI, quando este
comecou a mostrar sinais de recuperacdo. A contagem plaquetaria e o hematdcrito
acompanharam em média os sinais clinicos, precedendo-os e manifestaram tendéncia de

normalizacdo ap6s o 60° dia PL.

Os sinais clinicos e hematoldgicos dos potros 3 e 4 foram bastante similares. Ambos foram
os equinos menos afetados clinicamente durante o experimento, manifestando apenas uma
leve prostracdo e anorexia durante os periodos de pico febril. Apesar da contagem
plaquetaria e hematdcrito de ambos os animais apresentarem periodos com tendéncia de

queda, em ambos nao houve uma reducdo destes valores abaixo dos niveis fisiolégicos.
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Os resultados observados nos equinos no periodo de pds-infeccio foram tardios, mas
ocorreram conforme o esperado para a espécie. Segundo diversos autores (Kono et al., 1973;
Issel e Coggins, 1979; Sellon et al., 1996; Leroux et al., 1997), a intensidade da
manifestacdo dos sintomas clinicos e alteragdes hematoldgicas sdo varidveis entre 0s
equinos, fato que € atribuido a resposta imune desenvolvida por cada animal e que influencia

diretamente a replicacao viral.

O acompanhamento sorolégico demonstrou que a IDGA apresentou uma maior variagdo em
relacdo a data da 1* deteccao da soroconversao dos animais quando comparado com o ELISA.
Em média, a diferenca entre a IDGA e o ELISA na data da 1* detec¢cdo nos equinos foi de 21
dias e nos muares de 11,5 dias, evidenciando a maior precocidade na detec¢do de animais
soropositivos do ELISA quando comparado ao IDGA. Essa precocidade pode estar ligada ao
fato que a gp90 € um potente antigeno, estimulando niveis de anticorpos mais altos que a p26,
antigeno utilizado na IDGA (Issel; Cook 1993). E porque anticorpos anti gp90 sdo detectados
antes dos anticorpos anti p26 e também pelo fato do ELISA ter uma sensibilidade analitica

maior que o IDGA (Reis, 1997; Martins, 2004 ).

Também ¢ interessante notar que o ELISA mostrou-se mais homogéneo que o IGDA,
indicando uma soroconversao semelhante entre todos os animais, equinos e muares, ja o

IGDA apresentou uma maior diversidade no dia da soroconversao.

Estudos com infeccdo experimental em equinos relatam uma soroconversao no IDGA em
torno de 15 a 25 dias PI (Pearson et al., 1971; Coggins et al., 1972; Issel e Cook, 1993),
diferentemente o que foi observado no presente trabalho que teve uma média de
soroconversdo de 45 dias PI nos equinos, com um dos animais soroconvertendo em 74 dias.
Ja os muares apresentaram um tempo médio de 24 dias PI no ELISA e 35 dias PI na IDGA
para a soroconversdo. Mas diferentemente dos equinos, ndo observou variagdes entre OS

muares em relacao a soroconversao.

Em relacdo aos muares nao foi possivel observar o mesmo padrdo de sinais apresentados
pelos equinos. Diferentemente dos nossos resultados, Spyrou et al. (2003) afirmaram que,
em muares, a infeccdo com o VAIE produz sinais similares aos observados em cavalos,

sugerindo que a amostra de VAIE circulante na Grécia seria também virulento para os
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muares. Os muares experimentalmente infectados com o VAIE oriundo de um muar
naturalmente infectado que veio a 6bito apresentaram trombocitopenia durante a 3* semana
PI, sendo que um muar experimentalmente infectado morreu com apenas 25 dias PI, com
sinais cldssicos de anemia infecciosa equina. Além disso, um dos muares apresentou
anorexia e prostracdo enquanto que o outro apresentou um pico febril, embora baixo, de

39,2°C.

Spyrou et al. (2003) ndo observaram soroconversdo, diferente dos animais naturalmente
infectados, dos muares experimentalmente infectados até a morte ou eutandsia, mas os
autores acompanharam os animais até 25 dias PI. No nosso trabalho observamos a
soroconversdo de todos os muares em torno de 35 dias PI por meio do IGDA e com uma
média 23 dias PI. Esta diferenca pode ser ao fato dos autores ndo terem seguido os animais

por mais tempo.

Cook et al. (2001) observaram que asininos infectados com VAIE soroconverteram aos 42
dias PI, esta diferenca entre os resultados observados por nés pode ser ao fato de utilizarmos
um ELISA que detecta anticorpos anti gp90, que é uns dos primeiros anticorpos a
aparecerem durante a infeccdo pelo VAIE. Nosso resultado, em relagdo a soroconversao
apresenta-se de forma semelhante ao observado nos cavalos, tanto em nosso experimento,
com média em torno de 23 dias PI, com por vdrios autores que relatam uma soroconversao
em cavalos em torno de 16 dias PI ((Langemeier et al., 1996; Sellon et al., 1996; Cook et al.,
2001).

Diferentemente ao que Spyrou et al. (2003) afirmam que o diagndstico sorolégico poderia
ser um problema na identificagdo de animais assintomédticos devido a um atraso na producdo
de anticorpos anti-VAIE detectéveis, isso ndo foi observado por nds, onde anticorpos foram

detectdveis conforme o padrdo observado nos cavalos.

Durante o presente experimento, nenhuma alterac@o clinica ou hematolégica foi observada
nos 4 muares, com exce¢ao de um pico febril com temperatura de 39,1°C, considerada baixa,
observado no muar 4 ao longo do 56° dia Spyrou et al. (2003) observou queda nos valores de
plaquetas e febre numa mula naturalmente infectada que veio a 6bito, mas ndo relataram

nenhuma alteracdo nos valores bioquimico de uma segunda mula naturalmente infectado.
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Nas mulas experimentalmente infectadas, Spyrou ef al. (2003) observaram uma primeira
queda nos valores de plaquetas, mas dentro dos valore normais, com seguido aumento € uma
nova queda mais acentuada, passando abaixo dos valores normais. Este mesmo padrao foi
observado por nés, onde os muares 1, 3 e 4 apresentaram quedas nos valores de plaquetas e

hematdcritos, mas sem passar do limite inferior de referéncia.

Cook et al. (2001) afirmam que apesar de susceptiveis a infeccao pelo VAIE, os asininos nao
desenvolvem as manifestacoes clinicas da doenca e hid uma menor quantidade de virus
circulante no plasma destes animais quando comparados a cavalos infectados com a mesma
amostra viral. Uma hipétese para explicar isto é que as amostras virais do VAIE adaptada a
equinos teria menos patogénica a asininos. Além disso, estudos mostram que a infec¢ao por
lentivirus de espécies proximas pode gerar manifestacdes clinicas distintas, como neste caso

entre equinos e asininos (Jolly et al., 1996; Rey-Cuille et al., 1998; Cook et al., 2001).



52

7. CONCLUSOES

1.

Os muares sdo mais resistentes a manifestagdes clinicas causadas pelo VAIE

adaptado a equinos;

Os cavalos da raca pantaneira apresentam a sintomatologia cldssica associada ao

VAIE;

O ELISA com a gp90 recombinante e com conjugado anti-equino pode ser usado

com a mesma eficiéncia na detec¢do de anticorpos anti-VAIE em muares

O ELISA ¢ mais eficiente na deteccao de anticorpos anti-VAIE, tanto em muares

como em equinos.
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