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RESUMO

A anemia infecciosa equina (AIE) € uma doenga infecciosa grave de grande
importancia para a criagdo de equideos, € causada pelo Equine infectious anemia
virus (EIAV), pertencente a familia Retroviridae e género Lentivirus. Os animais
infectados podem se tornar portadores assintomaticos por toda a vida e potenciais
transmissores do EIAV. A doenga estd na lista da World Organization for Animal
Health entre as 11 doengas de notificagdo obrigatéria dos equinos, por se tratar de
uma doenga de alta morbidade, sem tratamento, sem vacina e que causa entraves
sanitarios e econdbmicos para a equideocultura. Assim, em quase todos os paises
existem leis regulamentais que obrigam a eutanasia do animal infectado, como forma
de controle da AIE. A patogénese da doenga € altamente variavel, podendo ser uma
infecgdo inaparente até a mortal. Entretanto, a maioria dos animais infectados pelo
virus sao portadores assintomaticos e o diagnéstico clinico € impossivel. Desta forma
o diagndstico laboratorial assume um papel decisivo para controle e prevengao da
doenga. O objetivo desse estudo foi avaliar e acompanhar, o curso clinico e a infec¢ao
pelo EIAV em equideos naturalmente infectados, além de detectar e caracterizar
molecularmente do EIAV circulante no Nordeste do Brasil. Destacamos que o
Nordeste brasileiro concentra o maior numero de asininos do pais, assim foram feitos
inquéritos epidemiolégicos e avaliagdes clinicas também nessa espécie. O estudo foi
realizado em duas populagdes distintas, sendo numa fazenda de abrigo de animais
abandonados e apreendidos nas estradas de todo o estado do Ceara, onde foram
avaliados 127 animais (124 asininos e 3 equinos); e na Vila de Jericoacoara,
localizada no Parque Nacional de Jericoacoara (PARNA Jericoacoara), onde foram
avaliados 112 animais (104 equinos e 8 muares) utilizados no turismo equestre
ecolégico. Dos 124 jumentos, apenas 0,81% (1/124) foi positivo no IDGA, 22%
(27/124) no ELISA gp90 e 10,6% (13/124) no ELISA p26. Os trés cavalos da Fazenda
foram positivos em IDGA e ELISA p26, mas apenas dois (2/3) foram positivos em
ELISA gp90. Desses animais foram obtidas seis sequéncias de nucleotideos do EIAV.
Também foi feito o acompanhamento da evolugdo clinica e laboratorial de um jumento
naturalmente infectado por EIAV, comprovando que a espécie apresenta
sintomatologia semelhante a descrita em cavalos. Dos 112 equideos, do PARNA de
Jericoacoara, 11,6% (13 /112) foram positivos em IDGA, 36,6% (41/112) no ELISA
gp90 e 25,9% (29/112) no ELISA p26. Com as avaliagbes hematoldgicas dessa
populacao as analises estatisticas confirmaram existir associagao entre alteragao nos
niveis de GGT (p = 0,0027) e a infeccdo por EIAV. Os resultados moleculares
indicaram a origem das amostras cearenses de EIAV, pois as sequéncias estédo
agrupadas proximas as sequencias do Japao, apoiadas por um valor de bootstrap
significativo. Todos os resultados foram enviados as instituicbes responsaveis pela
saude animal no Ceara (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA
e Agéncia de Defesa Agropecuaria do Ceara — ADAGRI), para implantagao dos planos
de contingéncia para as principais doengas equinas. Os dados gerados nesse estudo
auxiliarao no direcionamento das politicas publicas de controle da AIE no estado.

Palavras-chave: Anemia infecciosa equina; Retroviridae; Asininos; Equinos;
Semiarido brasileiro; teste soroldgico imunoenzimatico — ELISA; Caracterizagéo
molecular.



ABSTRACT

ElA is a severe infectious disease of great importance for equine breeding. It is caused
by the Equine infectious anemia virus (EIAV), which belongs to the Retroviridae family
and Lentivirus genus. Infected animals can become lifelong asymptomatic carriers and
potential transmitters of EIAV. The disease is on the list of the World Organization for
Animal Health among the 11 notifiable diseases of horses, as it is a disease with high
morbidity, no treatment, and no vaccine which causes health and economic obstacles
to equine breeding, as well as in almost in all countries some regulations require the
euthanasia of the infected animal as a form of EIA control. The pathogenesis of the
disease is highly variable, ranging from an unapparent infection to a deadly one.
However, most animals infected by the virus are asymptomatic carriers, and clinical
diagnosis is impossible, so laboratory diagnosis plays a decisive role in controlling and
preventing the disease. The objective of this study was to evaluate and monitor the
clinical course of EIAV infection in naturally infected horses, in addition to performing
the detection and molecular characterization of EIAV circulating in Northeastern Brazil.
We emphasize that the Brazilian Northeast concentrates the most significant number
of donkeys in the country, so we also sought to conduct epidemiological surveys and
clinical evaluations in this species. The study was carried out in two different
populations, one in a farm that shelters abandoned and seized animals on roads
throughout the state of Ceara, where 127 animals were evaluated (124 donkeys and 3
horses), and in Vila de Jericoacoara, located in the Jericoacoara National Park
(PARNA Jericoacoara), where 112 animals (104 horses and 8 mules) used in
ecological equestrian tourism were evaluated. Of the 124 donkeys, only 0,81% (1/124)
were positive in the AGID, 22% (27/124) in the gp90 ELISA and 10,6% (13/124) in the
p26 ELISA. Of the three horses on the farm, all were positive in AGID and p26 ELISA,
but only two (2/3) were positive in gp90 ELISA. From these animals, six EIAV
nucleotide sequences were obtained. Furthermore, it was possible to carry out
evaluations to monitor and describe the clinical and laboratory evolution of a donkey
naturally infected with EIAV, proving that the species present symptoms similar to
those described in horses. Of the 112 horses, 1,6% (13/112) were positive on AGID,
25,9% (29/112) on the p26 ELISA and 36,6% (41/112) on the gp90 ELISA. With the
hematological evaluations of this population, statistical analyses confirmed an
association between changes in GGT levels and the presence of EIAV infection. from
Japan backed by a significant bootstrap value. All results were sent to the institutions
responsible for animal health in Ceara (MAPA and ADAGRI), where contingency plans
were implemented for the main equine diseases, so that the data generated in this
study can help guide EIA control policies.

Key words: Equine infectious anemia; Retroviridae; Donkey, Equine; Brazilian
semiarid; Enzyme linked immune sorbent assay — ELISA; molecular chacraterization.
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1 INTRODUGAO

11 EQUIDEOS - POPULAGAO E IMPORTANCIA

Os equideos sdo mamiferos de grande porte pertencentes a familia Equidae e
género Equus. Esses animais foram muito utilizados para desempenhar as fungdes
de montaria, carga e tragdo. Hoje porém a criagdo de equideos vem ganhando
destaque, principalmente pelo avango dos esportes equestres, e também no aspecto
social, sendo utilizado além das atividades de esportes e lazer (LIMA; CINTRA, 2016).
No Nordeste do Brasil os equideos sao criados para trabalho, lazer e, principalmente,
para esporte, onde as vaquejadas e cavalgadas sdo as suas principais utilizagcdes
(SILVA et al., 2013). A industria equina na agropecuaria gera 3 milhdes de empregos
diretos e indiretos e atingindo mais de 30 segmentos diferentes entre negdcios
comerciais, pecuaria e destino final. Cada ocupacado direta gera outras quatro
ocupacodes indiretas. Estes indicadores econbmicos demonstram a relevancia da
criacdo de cavalos, jumentos e muares, como um 6timo negdcio para a economia de
mercado (LIMA; CINTRA, 2016).

A populagao total de equideos no Brasil € de aproximadamente 5.228.434
animais, distribuidos como 4.236.062 (81%) equinos (Equus caballus), 376.874 (7,2%)
asininos (Equus asinus) e 615.498 (11,8%) muares (E. caballus x E. asinus). A maior
populacao brasileira de equinos encontra-se na regiao Sudeste, seguida das regides
Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Norte (BRASIL, 2017). O Nordeste concentra o maior
numero de asininos (87%) e muares (42%) do pais. Nesta populagcdo temos os
denominados animais errantes, classificados em: sem controle (abandonados ou sem
dono) e semicontrolados (animais que vivem soltos, apesar de terem proprietario).

Dentre os equideos, na regido nordeste brasileira os jumentos e as mulas foram
muito importantes para os servigos agricolas, pois sao dotados de grande resisténcia
fisica quando comparados aos cavalos. Em um cenario recente, porém esse papel
estd sendo substituido por formas de transporte e suprimentos agricolas
mecanizados, isso culminou na diminuicado do uso de jumentos. Esses, passaram a
ser abandonados por seus donos, assim 0 numero de jumentos abandonados cresce
dia apods dia, passando a viver livremente em estradas e rodovias como animais quase
selvagens e ocasionando muitos acidentes (CARNEIRO; LUCENA; BARROS, 2018).

Esta crescente populacdo de animais errantes sem informacdes sanitarias,

constitui uma ameacga em potencial, em termos de possibilidade de atuarem como
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reservatério para manutencdo de doengas, incluindo a anemia infecciosa equina
(AIE). Consequentemente, € importante investigar a ocorréncia dessa enfermidade

também nessa populacdo de animais errantes.

1.2 ANEMIA INFECCIOSA EQUINA - AIE

A anemia infecciosa equina € uma doenga infecciosa grave de grande
importancia para a criacdo de equideos que acomete somente os membros da familia
Equidae, equinos (cavalos e péneis), asininos (jumentos) e muares (mulas e burros).
A doenca é causada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV), animais infectados
podem se tornar portadores assintomaticos por toda a vida e potenciais transmissores
do EIAV (LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004).

A AIE foi descrita pela primeira vez em 1843 na Franga sendo uma das
primeiras doengas em animal descrita de etiologia viral em 1904. No Brasil, o primeiro
registro da AIE foi em 1968 nos estados do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro. A AlE
tem ocorréncia mundial descrita, principalmente em regidées de climas quente e umido,
ambientes mais propicios a proliferacdo dos vetores, os tabanideos hematéfagos.
Estes sao descritos como responsaveis por uma grande porcentagem de transmissao
da doenga no momento do repasto sanguineo, ao se alimentar de um animal infectado
e logo ap6s de um animal susceptivel o vetor, mecéanico, é capaz de transmitir a
doenga. Destacam-se os artropodes da ordem Diptera, Stomoxys calcitrans e 0s
géneros Tabanus, Chrysopys e Hybromitra (COOK; LEROUX; ISSEL, 2013; LEROUX;
CADORE; MONTELARO, 2004).

A doenca é de notificagdo obrigatéria e € uma das doengas virais mais
importantes que afetam os equideos, causando perdas substanciais para proprietarios
de cavalos (ALMEIDA et al., 2006; LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004). A
doenca esta na lista da World Organization for Animal Health (WOAH, founded as
OIE), entre as 11 doencgas de notificagdo obrigatéria de equinos, por se tratar de uma
doenca de alta morbidade, sem tratamento, nem vacina e causar entraves sob o ponto
de vista sanitario e principalmente econdmico para a equideocultura (WOAH, 2022).

No Brasil, a AIE tem sua ocorréncia registrada em todo o pais, sendo
considerada doenga endémica na populacido de equinos. A doenca € controlada pelo
Programa Nacional de Sanidade dos Equinos (PNSE), sendo uma das enfermidades
mais importantes, sob o ponto de vista sanitario e econdmico para a equideocultura.

Este fato se deve aos possiveis prejuizos aos proprietarios que necessitam do
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trabalho desses animais, além de serimportante barreira sanitaria impedindo o acesso
ao mercado internacional. Como medida de controle esta previsto o isolamento e a
eliminagdo dos animais com sorologia positiva. Fazem parte das agbes também a
educacgao sanitaria, os estudos epidemioldgicos, o controle de transito de animais, o
cadastramento, a fiscalizacao, a certificacdo sanitaria e a intervencado imediata da area
do foco (ALMEIDA et al., 2006; BRASIL, 2008).

Apesar de AIE acometer todos os membros da familia Equidae a maioria dos
estudos realizados se concentram em cavalos e poneis. Ha poucas informacdes sobre
a resposta imune, patogenicidade e alteragbes clinicas dos outros equideos, como
asininos e muares, para a infecgdo com EIAV. Em asininos esta descrita uma maior
resisténcia ao aparecimento desses sinais clinicos, 0 que pode indicar uma maior
resisténcia a multiplicagao viral. Porém apesar desta descri¢cao de resisténcia o animal
infectado € um possivel transmissor do EIAV (COOK et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2017; YAO et al., 2016).

1.2.1 EPIDEMIOLOGIA

Segundo o MAPA (2023) no periodo 1999 a 2021 foram registrados 141.860
casos de AIE no Brasil com ampla distribuicdo em todo o territério nacional. Somente
em 2021 foram notificados 2.290 casos de AIE. Destes casos notificados em 2021,
38% (870/2.290) foram registrados em nove estados do nordeste, e destes 404 no
Ceara, sendo o Estado com maior numero de casos na regido. Apesar desses
registros, o indice de prevaléncia da AIE nos estados brasileiros ndo apresentam
exatidao, pois a solicitagdo de exames diagnosticos para AIE pelos proprietarios de
equideos nao € uma pratica comum. Isto favorece a que nem todos os animais sejam
testados e pode resultar em um perfil epidemioldgico diferente do previsto. O perfil
epidemioldgico da AIE no Brasil esta dividido em dois grupos, incluindo no primeiro
grupo o de criadores de animais de entidades hipicas, que é facilmente controlavel
pela realizacdo de exames e consequente eutanasia dos animais positivos. No
segundo grupo sao incluidos os criadores do campo, que em virtude de caracteristicas
ambientais, socioecondmicas e politicas, € extremamente dificil de ser controlada
(FRANCO; PAES, 2011; PARREIRA, 2009).

A prevaléncia da AIE varia nos diferentes estados, o que pode ser atribuido a
grande extensdo territorial e as caracteristicas geoclimaticas diferentes em cada

unidade federativa. Alguns estudos que avaliaram a prevaléncia de AIE em



20

estabelecimentos de criagdo de equinos no Brasil relataram uma grande variagdo nos
resultados obtidos, com prevaléncia de animais positivos variando de 0% a 52%.
Destaca-se como exemplo Minas Gerais, onde a prevaléncia variou de 0,07% a 5%
dentro do préprio estado (ALMEIDA et al., 2006).

No Pantanal com regides alagadicas, que propicia a proliferacédo dos insetos
vetores, tém-se prevaléncia relatada de 36% (MELO et al., 2012). Em 2013, em um
estudo também realizado no Pantanal brasileiro, no municipio de Poconé, do estado
do Mato Grosso mostrou uma prevaléncia de 31,5% da AIE. Também foi demonstrado
que 52% das fazendas amostradas tiveram pelo menos um animal positivo (BORGES
et al., 2013). No Rio Grande do Sul, amostras de soro de 1.010 animais de 341
fazendas foram analisadas por IDGA para deteccdo de anticorpos virais, € nenhum
animal positivo foi encontrado (MACHADO et al., 2021). J4 em Goias em um estudo
com 1.170 amostras de cavalos, 14 foram positivos, onde de 332 fazendas
amostradas, 12 tinham um ou mais animais positivos para AlE, assim, estabelecendo
uma prevaléncia de 2,01 % no Estado, uma prevaléncia baixa, mas generalizada
(PADUA et al., 2022).

No nordeste do Brasil, os estudos de prevaléncia da AIE sdo mais escassos.
Na Bahia a prevaléncia de AIE relatada foi de 5,9% em 2011 (GUIMARAES et al.,
2011). Em um levantamento de resultados positivos obtidos por laboratérios
credenciados e oficiais relatados no estado do Ceara em Silva et al. (2013) apontam
a prevaléncia de 3,1%. Esse € o unico estudo de prevaléncia no Ceara. A prevaléncia
da Paraiba foi de 2,86 % e do Rio Grande do Norte foi de 1,29%. Um fator que pode
levar a variagdo regional na ocorréncia da AIE sdo as diferentes composi¢cdes dos
numeros populacionais dos equideos em cada estado. No Ceara a populagdo de
asininos é maior do que nos demais estados (BRASIL, 2017; FRANCO; PAES, 2011).

A incidéncia da AIE em jumentos €& pouco estudada. Historicamente, os
jumentos tiveram uma importancia social, econémica e cultural no nordeste brasileiro,
tendo um papel fundamental no desenvolvimento dessa regido. Recentemente
OLNVEIRA et al., (2017) realizou um inquérito sorolégico da AIE em jumentos
semisselvagens, no Rio Grande do Norte. Em 367 amostras de jumentos testados
somente 1,6% (6/367) das amostras foram positivas no IDGA, 3,3% (12/367) no
CELISA e de 14,4% (53/367) no rgp90 ELISA. A preocupagdo € a de que esses

animais podem servir como potencial fonte de transmissdo e manutencdo do EIAV.
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1.2.2 O AGENTE ETIOLOGICO - EQUINE INFECTIOUS ANEMIA VIRUS (EIAV)

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses, o EIAV
pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e género Lentivirus
(ICTV, 2022; LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004).

A familia Retroviridae tem como principal caracteristica a presenga da enzima
transcriptase reversa (RT), responsavel por transcrever em DNA o RNA viral. O DNA
viral transcrito € capaz de se integrar ao DNA cromossOmico da célula infectada. A
integragao permite o escape ao sistema imunolégico. Além disso o virus apresenta a
potencial capacidade de formar subpopulagdes virais heterogéneas (quase-espécies)
através mutagdes no genoma (BLACKLAWS et al., 2004; MONTELARO et al., 1984;
PASICK, 1998).

O EIAV apresenta estrutura unica de tripla camada: a mais interna € o complexo
de nucleoproteinas genémicas, com simetria circular ou oval; a segunda camada € o
capsideo icosaédrico que é recoberto por envelope derivado da membrana da célula
hospedeira, no qual se projetam peplémeros glicoproteicos. O envelope viral é
constituido por lipideos e glicoproteinas codificadas pelo gene env, as quais sao
denominadas de glicoproteinas de superficie e de transmembrana, que atuam como
receptores virais durante a interacdo do virus com a célula hospedeira (Figura 1)
(ISSEL et al., 2014; RAVAZOLLO; COSTA, 2007).

Envelope:
SU, gpo0

™, gpas

Integrase-IN ‘

p30

Transcriptase- '
reversa-RT, p66

Protease-FR, pl2 @

RNA viral

Bicamada lipidica

Nudeocapsideo-NC,
pll

''''''''''''

Matriz-MA, p15 Capsideo-CA, p26

Figura 1. Representaciao esquematica da estrutura do EIAV. Representagdo da localizagdo das
estruturas do virus (ISSEL et al., 2014, modificado).
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O EIAV é um virus com RNA fita simples, diploide, com genoma de
aproximadamente 8,2 kilobases (kb),sendo assim, o menor genoma dentre os
lentivirus, composto por trés genes (figura 2) principais responsaveis que codificam
proteinas estruturais e ndo estruturais (gag, pol e env) e trés quadros de leitura abertos
que codificam proteinas reguladoras (fat, rev e S2), além de duas regides terminais
nao codificantes (“long terminal repeats” ou LTR) (CLEMENTS; ZINK, 1996;
RAVAZOLLO; COSTA, 2007).

8.2 Kb
Polymerase

PR RT-RH DU IN s2 [l ‘Rev

JRN 7ot (MA [CA| NC (p9 Tat
Gag

Vi ova V3 V4 V5 V6 V7 VB

Figura 2. Representacdao do genoma do EIAV. A localizagdo dos trés genes estruturais (gag, pol e
env), as trés sequéncias de leitura aberta (tat, rev e S2) e LTR identificados (CRAIGO; MONTELARO,

2013, modificado).

As proteinas codificadas pelo gene gag sao essenciais no ciclo de
multiplicacdo. As quatro proteinas estruturais que compdem o virus sdo: a proteina
MA (p15), a proteina CA (p26) e duas NC (p11 e p9). Estas proteinas formam o cerne
viral (COUTINHO et al., 2013). A p15 e p26 sao essenciais para a formacao de
particulas virais, enquanto p9 é critico para a liberagdo de particulas virais
descendentes da célula hospedeira (CHEN; LI, MONTELARO, 2001; ISSEL et al.,
2014; JIN; CHEN; MONTELARO, 2005).

O gene pol codifica para proteinas com fungdo enzimatica, com papéis
importantes na integracdo no genoma hospedeiro, a protease (PR), a integrase (IN) e
RT. A PR é essencial para o processamento das poliproteinas gag e gag-pol, por outro
lado, a RT faz a conversdo do RNA viral em DNA proviral e a IN facilita a integragéo
do DNA proviral ao DNA cromossémico da célula hospedeira (DONG et al., 2014).

O envelope viral é constituido pelos produtos do gene env duas glicoproteinas:
gp90 e gp45, que estdo envolvidas na ligagdo do virus ao receptor celular. Como
receptor de AIEV foi identificado o lentivirus equino-1 (ELR-1), membro da familia de
receptores do fator de necrose tumoral (TNF) (DONG et al., 2014; LEROUX;
CADORE; MONTELARO, 2004).
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As LTRs sao formadas na fase de sintese do DNA pelas sequéncias RU3 e
RUS5 presentes no genoma do virus, as quais contém o sitio de iniciacado da transcrigao
para a RNA polimerase Il (MAURY, 1998). A fungdo de LTR tem impacto direto sobre
a infecgao produtiva da célula hospedeira, a expressao viral e montagem para elevar
a carga viral a niveis associados a progressao da doenga e patogénese e transi¢cao
entre os niveis de expressdo viral da laténcia clinica para a infecgdo altamente
produtiva (KREBS; HOGAN; QUITERIO, 2001).

O genoma também apresenta trés ORF's (sequéncias de leituras abertas),
além dos trés genes estruturais, as quais codificam proteinas acessorias (tat, rev e
S2) que controlam os niveis de replicacdo do virus, na defesa contra o sistema
imunolégico do hospedeiro e promovem a patogenicidade. Tat tem a fungdo de
recrutar proteinas da célula hospedeira essenciais para a elongagdo do RNA viral
nascente, enquanto rev promove o splicing e a exportagao nuclear do RNAm viral para
o citoplasma. S2 codifica proteina essencial para determinagcao da viruléncia in vivo,
participando da regulacdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, induzindo
potencialmente o quadro de trombocitopenia observado na fase aguda da doenga. As
proteinas tat e rev sdo comuns a todos os retrovirus, enquanto S2 esta presente
apenas no genoma do EIAV (BACCAM et al., 2003; COUTINHO et al., 2013; Ll et al.,
2000).

Todos os lentivirus codificam um transativador poés-transcricional, rev, mas
recentemente um estudo demonstrou que o (EIAV), codifica um segundo transativador
pos-transcricional, grev. Semelhante ao rev, grev esta localizado no nucleo e ambos
sdo capazes de mediar a expressdo de MAT (uma proteina viral recentemente
identificada da fungdo desconhecida do EIAV), mas o rev pode mediar a expressao
de EIAV GAG/POL, enquanto grev nao pode. Assim, € possivel afirmar que o EIAV
codifica dois transativadores pds-transcricionais, rev e grev, com fungbes
semelhantes, mas ndo idénticas (LI et al., 2022; ZHANG et al., 2022) .

Por muito tempo, o conhecimento do genoma de EIAV foi restrito as
sequéncias de duas amostras: Wyoming, a primeira sequéncia de EIAV obtida em
1997 nos EUA (PETROPOULOQOS, 1997), e Liaoning, isolada na China 2007 (TU et al.,
2007). Atualmente, com o uso de novas tecnologias de sequenciamento, tem sido
possivel aumentar o conhecimento do genoma EIAV de amostras de Equideos de
diferentes paises: Miyazaki do Japdo (DONG et al., 2013); H3, F4, F3 e F2 da Irlanda
(QUINLVAN et al., 2013); SA e DE da ltalia (CAPPELLI et al., 2017). Novas
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sequéncias de genoma completas e quase completas foram depositadas no GenBank:
Cornwall, Devon e Newmarket da Inglaterra (ROBINSON et al., 2019); TN_0109,
UKY98-07_PA_S15, NC_Dagmar e UKYE62 FL dos EUA (COOK et al., 2019);
Ecl Gard _co e Bau_Gard_co da Franga (DESHIERE et al., 2019).

No Brasil, o primeiro genoma completo de dois cavalos naturalmente infectados
de amostras de campo do Pantanal, uma regido endémica para AlE, foi recentemente
descrito (MALOSSI et al., 2020). Existem sequéncias génicas parciais de amostras
brasileiras que compreendem o gene gag (TIGRE et al., 2016), o gene LTR-tat
(CURSINO et al., 2018) e o gene tat-gag (CURSINO et al., 2020). No entanto, €
necessario ampliar o conhecimento do genoma do EIAV, o que permitira rastrear a
circulagao do EIAV e contribuir para o desenvolvimento de novas metodologias de

diagndstico molecular para o EIAV e os atuais testes imunoldgicos existentes.

1.2.3 PATOGENIA

O EIAV tem tropismo in vivo por células da linhagem monocitica/macrofagica,
células alvo primarios nessas infecgbes virais. A infeccdo dos mondcitos € dita
improdutiva, sendo necessaria a maturacdo para macréfagos para iniciar a
multiplicagbes viral, evento proprio dos lentivirus denominado restricdo da
multiplicagdo. Assim, os 6rgados onde ocorre maior multiplicacéo viral sdo os que
apresentam abundancia em macrofagos como: bacgo, figado, linfonodos, pulmoes,
rins, glandula adrenal e medula Ossea. Portanto os mondcitos e macrofagos
infectados sdo os grandes disseminadores da doenca no animal (CLEMENTS; ZINK,
1996; MAURY, 1994; SELLON et al., 1996).

A infeccdo das células do hospedeiro pelo EIAV tem inicio quando a gp90 do
envelope do virus se liga ao receptor equine lentivirus receptor-1 (ELR-1). Estudos
demonstraram que ERL-1 € expressa em células permissivas a multiplicacdo de EIAV,
incluindo as células da linhagem monocitica/macrofagica, estando ausente em
linhagens de células humanas, simias e de roedores (LIN et al., 2013; ZHANG et al.,
2005).

Apos a ligagao do virus ao receptor ELR-1, ocorrem mudangas conformacionais
nas glicoproteinas do envelope e na membrana celular do hospedeiro, ocasionando a
fusdo viral a célula hospedeira. A multiplicacdo viral na célula infectada € comum a
todos os lentivirus (figura 3). Dentro do citoplasma da célula hospedeira o virus

transcreve sua fita de RNA em DNA proviral, com auxiio da RT. O DNA viral é
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integrado no DNA gendémica com auxilio da IN, denominando-se DNA proviral,
alterando as funcdes das células do hospedeiro ocasionando multiplicacédo intensa de
material genético. O virus € liberado da célula hospedeira para corrente sanguinea

através da membrana com auxilio da enzima PR. O DNA proviral persiste durante toda
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Figura 3. Esquema representando o ciclo de multiplicacdo dos lentivirus. O ciclo de multiplicagcéo
ocorre no citoplasma da célula hospedeira, com a ajuda da enzima RT, ocorre a transcricdo da fita de
RNA em DNA proviral. O DNA \viral é integrado no DNA genémica com auxilio da IN, denominando-se
DNA proviral, a partir dai ocorre intensa multiplicagcdo de material genético dentro da célula hospedeira.
O virus é liberado da célula hospedeira para corrente sanguinea através da membrana com auxilio da
enzima PR (STAKE et al., 2013, modificado).

As alteragdes clinicas observadas na fase aguda da AIE tém inicio a partir da
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, como, fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), IL-1a e fator de transformagao de crescimento (TGF-B) (ISSEL et
al., 2014; SELLON et al., 1998; TORNQUIST; OAKS; CRAWFORD, 1997).

Os macrofagos sédo os mais importantes produtores das citocinas pro-
inflamatérias nas infec¢des pelos lentivirus (ESSER et al,, 1996; LECHER et al,

1997). As citocinas IL-6 e TNF- a induzem febre através da ativacéo da via do acido
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araquidénico, aumentando a produgdo de prostaglandina E2 (PGE2) (COOK et al.,
2013). A associacao de TNF-a e TGF-B apresentam agao supressiva na medula, na
hematogénese dos megacariécitos, levando aos quadros de trombocitopenia e
contribuindo para os quadros de anemia (LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004;
TORNQUIST; OAKS; CRAWFORD, 1997).

A anemia e a trombocitopenia encontrada nos animais infectados podem ser
explicadas pela destruicdo dos eritrécitos e plaquetas pelos fagécitos ativados por
componentes do sistema imunologico (complemento C3, anticorpos IgG e IgM), como
ocorre nas reagoes de hipersensibilidade tipo lll. A atuacdo dos produtos da resposta
imune também podem causar outros sinais clinicos como glomerulonefrite, hepatite e
linfoadenopatia, causados pela deposi¢cao de imunocomplexos (HENSON; MCGUIRE,
1971; ISSEL et al., 2014; MAURY, 1998; MCGUIRE; FRASER; MEALEY, 2004;
SELLON et al., 1996). Ainda podemos salientar que o nivel de IFN-a também esta
fortemente relacionado a multiplicagdo viral e a viremia (TORNQUIST, OAKS;
CRAWFORD, 1997).

1.2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

O EIAV apesar de infectar todos os membros da familia Equidae, os aspectos
clinicos e patolégicos da doenga variam dependendo da espécie. Nos muares, as
alteragdes clinicas e laboratoriais sdo semelhantes aos observados em equinos
(SPYROU et al., 2003). Em asininos, mesmo sendo susceptiveis ao EIAV,
apresentam niveis de viremia muito baixos, o que ja justificaria o fato de ser escasso
as observagbes dos sinais clinicos da enfermidade nessa espécie (COOK et al.,
2001).

O curso clinico da AIE é variavel e inespecifico, tratando-se de uma doenga
persistentemente crbnica com ciclos recorrentes de viremia e episodios clinicos de
anemia, febre e trombocitopenia. Esses episédios clinicos sao variaveis e irao
depender da dose e viruléncia da amostra infectante, também da susceptibilidade
individual e o status imune dos hospedeiros (LEROUX; CADORE; MONTELARO,
2004).

Em infec¢gdes naturais e também em condigdes experimentais a resposta
clinica dos hospedeiros ocorre em trés fases como representado na figura 4 (CRAIGO;
MONTELARO, 2013; ISSEL; COGGINS, 1979; MCGUIRE; CRAWFORD; HENSON,
1971).
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Na fase aguda ocorre febre, trombocitopenia, anorexia, com intensa
multiplicacao viral nos macrofagos. A fase tem duragao de 5 a 30 dias apds a infecgéao,
e o titulo de anticorpos especificos pode ser baixo, insuficientes para reagir nos testes
sorologicos.

Na fase crénica ocorrem frequentes ciclos de viremia com intervalos irregulares
entre os ciclos, podendo essa fase durar até um (1) ano, com episédios clinicos mais
variados incluindo febre, anorexia, edema, leucopenia, anemia, trombocitopenia,
hemorragias, diarreia, glomerulonefrite e letargia. Cada episédio pode ter a duragéo
de trés a cinco dias. A maioria dos animais apresenta episddios recorrentes da doenga
associado a picos de viremia com intervalos irregulares. Cada episédio de viremia
estd associado a emergéncia de uma nova variante nova predominante (LEROUX;
CADORE; MONTELARO, 2004).

ApoOs essa fase os animais entram na fase de infeccdo assintomatica ou
inaparente. A maioria dos animais na natureza se encontram nesta fase, o que os
tornam mantenedores do virus no plantel, se ndo forem identificados. Estes animais
nao apresentam sinais clinicos e tém baixos niveis de viremia. Em alguns portadores
assintomaticos a fase de viremia e recrudescimento dos sinais clinicos podem ser
induzidos em casos de imunossupressao como o estresse e a administracdo de
corticoides (CRAIGO; MONTELARO, 2013; LEROUX; CADORE; MONTELARO,
2004).

Durante a fase assintomatica a carga viral diminui, assim como a expressao de
RNAm viral. Durante a fase aguda o nivel de RNA viral no plasma pode atingir de 10°
a 108 copias/mL, enquanto na fase inaparente, o nimero de copias de RNAmM no
plasma pode ser menor que 100 coépias por mL, em consequéncia da supressao
efetiva da multiplicagéo viral. A gravidade dos sinais clinicos diminuem com o tempo,
podendo ndo existir mais sinal clinico ao final de um (1) ano pdés-infecgéo o que indica
um controle altamente eficiente da doenga e da multiplicagao viral (HAMMOND et al.,
2000).

Durante os episodios febris da fase crénica, os animais podem apresentar
linffadenomegalia, hepatomegalia e esplenomegalia, hemorragias viscerais e nas
mucosas, edema ventral subcutaneo e trombose. No exame histopatolégico pode ser
observado o acumulo de linfocitos e macréfagos em areas periportais do figado e nos
ganglios linfaticos, bago, meninges e puimao (SELLON; FULLER; MCGUIRE, 1994).
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Figura 4. Cinética da infecgdo por EIAV em animais experimentalmente infectados. Curva
demonstrando o perfil clinico tipico durante o tempo decorrido apds a infecgdo, indicando os estagios
caracteristicos da doenga. Os episédios febris sdo definidos como temperaturas retais acima de 39 °

C, a trombocitopenia é definida como niveis de plaquetas abaixo de 105.000 / uL de sangue e a viremia
de plasma for > 105 cépias de RNA/mL (CRAIGO; MONTELARO, 2013, modificado).

1.2.5 TRANSMISSAO

A transmissao do EIAV ocorre pela transferéncia de material biolégico, sendo
0 sangue de equideos persistentemente infectados a principal fonte de transferéncia
do EIAV para animais susceptiveis. A transmissdo pode ocorrer por via vertical
(intrauterina), horizontal, por meio de utensilios (esporas, agulhas, freios e outros) ou
por insetos hematofagos (vetores mecanicos). Nao existem relatos de contagio direto
de um animal para outro (GONCALVES; RIBEIRO, 2005).

Os artropodes hematéfagos da ordem Diptera como a mosca do estabulo
(Stomoxys calcitrans) e os tabanideos (Tabanus sp) sdo os principais responsaveis
por transferir o virus, funcionando como vetores mecanicos (ndo ha multiplicagdo do
agente no vetor) que podem transportar o virus no aparelho bucal por um periodo de
30 minutos a 4 horas. Desta forma a maior incidéncia de AIE ocorre em areas ou
habitats mais favoravel aos insetos tabanideos, com regides de areas alagadas,
presenca de rios, lagos assim como meses de alta pluviosidade (COOK, R. F;
LEROUX; ISSEL, 2013; ISSEL, C. J. et al., 2014; ISSEL, C. J.; FOI, 1984;; SPYROU
et al., 2003).



29

Embora a transmissao da AIE por insetos hematdfagos seja considerada uma
forma de transmissdo de importancia epidemiolégica, o homem apresenta um
potencial de transmissao superior pela quantidade de sangue que pode veicular por
meio de fOmites. Esta via pode envolver uma maior carga viral. Destaca-se a
transferéncia de sangue contaminado em falhas de manejo ou de forma iatrogénica
como a reutilizagdo de agulhas, materiais cirurgicos e arreios. Estudos relatam que o
virus pode permanecer viavel em agulhas contaminadas por até 96 horas. Desta
forma, o uso de materiais sem prévia desinfeccdo ou esterilizacdo tem sido
responsavel por surtos da doenga em todo o mundo (CRAIGO; MONTELARO, 2013;
HAWKINS et al., 1976; SANTOS; LEITE; REIS, 2012; WILLIAMS et al., 1981). Em um
estudo de avaliagdo de risco associados a anemia infecciosa equina Padua et al.,
(2022) conclui que o uso de pistola de vacinacdo € fator de risco associados a
ocorréncia de AlE.

Como o virus pode estar presente em todos os fluidos biolégicos, existem
evidéncias de transmissdo do EIAV in utero da égua para o potro, também
transferéncia através do colostro e sémen do garanhdo. Essa forma de transmissao
porém € mais rara € quando ocorre € provavel que o animal infectado esteja em
intensa viremia (CRAIGO; MONTELARO, 2013), confirmando esse fato Resende et
al., (2022) apresentaram evidéncias de que a transmissao vertical do EIAV é um
evento pouco recorrente em potros nascidos de éguas soropositivas para EIAV

assintomaticas.

1.2.6 DIAGNOSTICO

A AIE é uma doenca infecciosa que pode apresentar sinais clinicos
inespecfficos, sendo que a maioria dos animais infectados pelo virus sdo portadores
assintomaticos, e sendo assim, o diagndstico clinico € impossivel. Desta maneira, o
diagndstico laboratorial assume um papel decisivo no controle e prevencédo da
doenga. A principal forma de controle € o diagnéstico e a eutanasia dos animais
infectados (BRASIL, 2004).

O histoérico do diagndstico da AIE pode ser divido em dois periodos. No primeiro
periodo antes de 1960 quando as pesquisas com virus eram muito limitadas e
impossibilitava testes in vitro, como isolamento, multiplicagdo e quantificagdo. O
diagndstico era feito apenas pela presengca de hemosiderina no sangue ou através da

inoculagdo de sangue de um animal suspeito em um cavalo sadio e observagdo do
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aparecimento de sinais clinicos. Apds 1960, varios testes diagndsticos comegaram a
ser desenvolvidos como a fixacdo de complemento, imunofluorescéncia, mas o teste
ouro descoberto e até hoje utilizado em todo 0 mundo como exame oficial para AIE foi
a imunodifusdo em gel de agar (IDGA), descrito por Coggins em 1972 (COGGINS;
NORCROSS, 1970; ISSEL; COGGINS, 1979).

1.2.6.1 Imunodifusdo em gel de agar (IDGA)

A IDGA ¢ o teste oficial indicado pela WOAH para o diagnéstico soroldgico da
AIE em todo o mundo (WOAH, 2013). Este teste utiliza como antigeno a proteina p26
(COGGINS; NORCROSS, 1970). E uma prova qualitativa, com alta especificidade,
facil execugao, relativamente rapido, de baixo custo e simples, porém para a leitura
dos resultados € necessario um bom treinamento, pois sua interpretacdo € subjetiva
pela leitura visual das curvaturas das linhas de precipitagao (BRASIL, 2004).

A IDGA é reconhecido como o melhor teste para o diagndstico, apesar de
possuir algumas limitagdes, € muito especifico e se baseia na técnica de migragao
radial do antigeno (Ag) e do anticorpo (Ac) presente no soro animal, em um meio
semissolido (agar-gel) com a formagdo de complexos antigeno-anticorpo. Estes
complexos formados sao insoluveis e precipitam formando uma banda ou linha de
precipitacdo visivel a olho nu, identificando assim anticorpos presentes contra o
antigeno. O teste de IDGA apresenta baixa sensibilidade, animais com baixos niveis
de anticorpos nido sao detectados por esta técnica, o que pode permitir a circulacéo
de animais com resultados falsos negativos. O ensaio nao detecta animais infectados
recentemente, com isso, a maioria dos equideos so ira se tornar soropositivos 45 dias
apos a infecgdo (ISSEL; COGGINS, 1979; REIS; LEITE, 1994; SCICLUNA et al,,
2013).

1.2.6.2 Ensaio de imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA)

Outro ensaio utilizado para o diagnéstico da AIE € o ensaio imunoenzimatico
(ELISA), com alta sensibilidade e a capacidade para detectar animais positivos em
torno de 12 dias pods-infecgado. Este método € mais rapido, maior praticidade, e se
mostrou mais sensivel quando comparado ao classico teste de IDGA (REIS; LEITE,
1994). O ensaio se baseia no uso de antigenos, anticorpos e de anti-imunoglobulinas
marcadas com uma enzima (ISSEL; COOK, 1993).
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Diversos ensaios estdo disponiveis, como o ELISA de competicdo (CELISA)
que detecta anticorpos anti-p26 (NARDINI et al., 2016), o AS-ELISA que detecta
anticorpos anti-gp45 (CHONG et al., 1991), e o ELISA que utiliza como antigeno o
gp90 recombinante, que detecta os anticorpos precocemente (REIS, et al., 2012). Os
paises de América do Norte e Europa que aprovaram kits de ELISA de uso comercial
mostraram a eficacia do uso combinado com a IDGA, nos programas de vigilancia
sanitaria (PARE; SIMARD, 2004; SCICLUNA et al., 2013). A partir de 1980, United
States Departament of Agriculture (USDA) aprovou o uso dos ELISAs, devido a sua
alta sensibilidade, 6tima caracteristica para um teste de triagem, sendo que os animais
que desenvolvem resultados positivos no ELISA deverao ser confirmados pelo teste
de IDGA (COOK; LEROUX; ISSEL, 2013; ISSEL; COOK, 1993).

Em dezembro de 2014, a portaria n° 378 do MAPA, foi anexada a portaria n°
84 de 19 de outubro de 1992 indicando que o ELISA passa a ser um teste indicado
para o diagnostico da AIE. Entretanto as amostras com resultado positivo no teste de
ELISA, como nos Estados Unidos, devem ser submetidas ao teste de IDGA (BRASIL,
2014).

Para interpretacdo dos resultados dos ensaios imunolégicos € importante
destacar que a maioria dos equideos desenvolve a resposta imune humoral detectavel
através desses testes entre 16 a 42 dias ap0s a infecgao. Os anticorpos anti-gp90 sao
os primeiros a serem detectados no sangue, entre 7 e 10 dias pds-infecgao, e passa
a ser o anticorpo predominante no animal infectado. Entre 10 a 14 dias pds-infecgao
ha o aparecimento de anticorpos anti-p26 e apesar da rapidez para atingir o pico de
concentragdo, seus valores sao inferiores aos anti-gp90. Os anticorpos anti-gp90
apresentam vantagens frente ao IDGA devido a detecgdo precoce, que sdo 0s
primeiros a aparecerem no sangue e 0os mais abundantes, diminuindo o numero de
resultados falsos-negativos (REIS, 1997).

No Brasil dois kits de ELISA disponiveis comercialmente sdo aprovados para
diagnostico de AIE. O kit VETLISA AIE IgG, Quibasa-Bioclin, Brasil, baseado no
principio de imunocaptura para a detec¢ao qualitativa de anticorpos IgG contra o EIAV
em soro de equideos, no qual anticorpos contra os virus presentes na amostra se
ligam ao antigeno gp90 recombinante purificado que reveste a placa (REIS, et al.,
2012). O kit cELISA - IDEXX, EUA, que detecta anticorpos anti-p26 (NARDINI et al.,
2016).
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1.2.7 CONTROLE E PROFILAXIA

O controle e profilaxia da doenga se baseia em praticas de manejo adequadas,
identificacdo sorolégica dos animais infectados, segregacdo ou eutanasia dos
mesmos (CRAIGO; MONTELARO, 2013).

As principais medidas de controle s&o o isolamento com uma distancia de 183
metros entre os animais portadores ou suspeitos e negativos; o sacrificio dos animais
positivos; a nao reutilizacdo de seringas e/ou outros utensilios que possam carregar o
virus de um animal para outro, bem como a desinfecgdo de utensilios utilizados em
mais de um animal; controle dos vetores e evitar o contato entre animais de “status”
sanitario desconhecido (quarentena) (RAVAZOLLO; COSTA, 2007; SANTOS; LEITE;
REIS, 2012).

No Brasil, as normas para a prevengao e o controle da anemia infecciosa
equina seguem as medidas do Programa Nacional de Sanidade dos Equideos
(PNSE), e atualmente estado dispostas na Instrucdo Normativa (IN) numero 45, de 15
de junho de 2004, do MAPA. Essa IN contém 9 (nove) capitulos que detalham desde
simples definicbes até as normas e formas como os veterinarios responsaveis por
propriedades, os laboratérios de diagndsticos e os veterinarios oficiais devem agir em
relacdo ao diagndstico, controle e profilaxia da AIE (BRASIL, 2004). .

Quando se detecta um foco de AIE sado preconizadas medidas como a
interdicdo da propriedade, cumprimento do termo de interdicdo, notificagdo ao
proprietario da proibicdo de transito dos equideos da propriedade e da movimentagao
de objetos passiveis de veiculagdo do EIAV; investigacdo epidemioldgica de todos os
animais que reagiram positivamente ao teste de diagndstico da AlE, incluindo histérico
de transito; marcacgao, sacrificio ou isolamento dos equideos portadores; realizacéo
de exame laboratorial, para o diagndstico da AlE, de todos os equideos existentes na
propriedade; desinterdicdo da propriedade foco apds realizagao de 2 (dois) exames
com resultados negativos para AIE, consecutivos e com intervalo de 30 (trinta) a 60
(sessenta) dias, nos equideos existentes; orientacdo aos proprietarios das
propriedades que se encontrarem na area perifocal, pelo servigco veterinario oficial,
para que submetam seus animais a exames laboratoriais para diagnostico de AIE.

Em regides como o Pantanal brasileiro, com alta prevaléncia da AIE, s&o
adotadas medidas alternativas de controle da AIE, baseada na segregacdo dos
animais positivos, pois a eutanasia de todos os animais positivos comprometeria

significativamente a pecuaria extensiva que é a principal atividade econdmica na
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regiao (SILVA; BARROS, 2001). Estudos mostraram que a transmissao da AIE pode
ser controlada através da identificacdo e segregacdo dos animais positivos a uma
distancia de pelo menos 200 metros de outros equideos, distadncia considerada como
segura para evitar a transmissao pelo inseto vetor (ISSEL; FOIL, 2015).

2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Os equideos sdo mamiferos de grande porte que antigamente eram usados
apenas para desempenhar as fungdes de montaria, carga e tragao. Hoje a criagéo de
equideos vem ganhando destaque, principalmente pelo avango dos esportes
equestres, e ainda no aspecto social. Como exemplo podemos citar a utilizacédo dos
animais na equoterapia e no programa de “cavalo-guia”.

O Nordeste brasileiro concentra o maior numero de asininos e muares do pais.
Esses animais eram de extrema importancia para os servigos agricolas, porém no
cenario recente, vém sendo substituidos por formas de transporte mecanizados.
Desta forma o numero de jumentos abandonados cresce dia apds dia, sendo que
estes animais passaram a viver livremente em rodovias como animais quase
selvagens. A crescente populagdo de animais abandonados sem informacgdes
sanitarias, constitui uma ameaca em potencial, em termos de possibilidade de
atuarem como reservatorio para manutengdo de doengas, tais como a AlE.

A AIE é uma doenga infecciosa grave de grande importancia para a criagéo de
equideos. A doenga acomete somente os membros da familia Equidae e é causada
pelo virus da anemia infecciosa equina (EIAV). Os animais infectados podem se tornar
portadores assintomaticos por toda a vida e potenciais transmissores do EIAV, assim,
€ considerada uma infecgao viral persistente de equideos. A patogénese da doencga é
altamente variavel, refletindo uma ampla gama de formas clinicas da doenca — desde
infecgdo inaparente até a morte. Considerando a inespecificidade dos sinais clinicos
€ que a maioria dos animais infectados pelo virus sdo portadores assintomaticos, o
diagndstico clinico € impossivel e o diagnéstico laboratorial assume um papel decisivo
no controle e prevengado da doenca.

A AIE é descrita mundialmente, ja foi relatada nos EUA, Canada, América
Latina, Europa e Asia. A doenca esta na lista da World Organization for Animal Health
(WOAH) entre as 11 doengas de notificagao obrigatéria dos equinos, por se tratar de

uma doenga de alta morbidade, sem tratamento, sem vacina e que causa entraves
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sanitarios e econdmicos para a equideocultura. A AIE encontra-se amplamente
disseminada no territério brasileiro, de acordo com a coordenacao de Informacao e
Epidemiologia — CIEP foram notificados 1.167 casos de anemia infecciosa equina todo
o territério nacional no segundo semestre de 2021.

No Brasil, as normas para a prevengao e o controle da anemia infecciosa
equina seguem as medidas do Programa Nacional de Sanidade dos Equideos
(PNSE). A doenca acarreta grandes prejuizos diretos e indiretos quando ocorre nas
fazendas ou haras ja que causa a diminuigdo da capacidade do trabalho dos animais,
a proibicdo da participagcdo em eventos, além da eutanasia obrigatéria dos
acometidos.

Os dados da prevaléncia e incidéncia da doenca no Brasil sdo coletados
baseados no teste diagnostico realizado para o transito de equideos e a participagao
em eventos agropecuarios. Assim, a taxa de prevaléncia da AIE no territorio brasileiro
pode estar subestimada devido a esses fatores.

No Brasil, o teste de escolha para o diagndstico sorolégico é o IDGA e,
paralelamente, o teste ELISA pode ser usado, mas deve ser confirmado por um teste
IDGA em caso de achado positivo. Assim, é essencial ampliar os ensaios de detecg¢ao
da AIE para que sejam mais sensiveis, uma vez que o IDGA apresenta limitagbes para
a detecgdo da infeccao como a baixa sensibilidade e alta especificidade. Logo, em
algumas situagdes torna-se necessario a realizagdo de um diagnéstico molecular,
além dos testes soroldgicos convencionais, como por exemplo, para a resolugao de
resultados discordantes, ou no caso de suspeita de infecgcdo de amostras negativas
em testes soroldgicos.

Deste modo, considerando a escassez de sequéncias de nucleotideos de
amostras de virus coletadas no Brasil disponiveis em bancos de dados publicos,
tornam-se importantes os estudos de detecgado e caracterizagao molecular do EIAV
circulante nas diversas regides do Brasil.

Destaca-se a grande relevancia do estudo dos aspectos biologicos,
epidemioldgicos e profilaticos da AIE para a resolugdo dos entraves econbémicos e
controle da mesma. Acompanhar a evolugdo clinica e imunolégica dos equinos
naturalmente infectados pelo EIAV e desenvolver o conhecimento das caracteristicas
do EIAV circulante na regiao € importante para novas estratégias de controle da

doenga.
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O nosso estudo buscou fazer a caracterizagdo de EIAV circulantes no
semiarido brasileiro, Nordeste, além de possibilitar um incremento nos conhecimentos
sobre a patogénese e o curso clinico da AIE em animais naturalmente infectados.
Também foram avaliados animais errantes, sendo possivel avaliar o risco desses

animais serem dispersadores e mantenedores do virus na regiao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar alteragdes clinicas e laboratoriais de equideos naturalmente infectados
pelo virus da anemia infecciosa equina (EIAV), e realizar o diagnéstico por métodos

sorolégicos e moleculares, contribuindo para caracterizagdo da doenga no Nordeste.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar clinicamente animais naturalmente infectados com o EIAV,
dentre animais recolhidos das estradas de todo o estado do Ceara e
dentre os equideos utilizados no turismo equestre ecolégico na Vila de
Jericoacoara;

e Analisar o status sorolégico de animais naturalmente infectados com o
EIAV;

¢ Auvaliar a evolucao clinica e laboratorial de animais infectados com EIAV;

e Detectar e amplificar em PCR o DNA proviral do EIAV para
caracterizagdo gendmica do EIAV em asininos, muares e equinos
naturalmente infectados no Nordeste brasileiro;

e Sequenciar as amostras amplificadas em PCR;

e Fazer a andlise filogenética das sequéncias de nucleotidios.
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4 METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pela Comissado de Etica no Uso de Animais (CEUA —
UNINTA) com protocolos n° 2017.03.001-P e n°® 2019.07.008-P e pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), processo n°: 21000.043322/2016-99.

41 LOCAIS DOESTUDO

Foram avaliados asininos, equinos e muares provenientes de duas localizagcbes
geograficas diferente do estado do Ceara. Parte dos animais estudados foram
provenientes da Fazenda Paula Rodrigues (FPR) localizada no municipio de Santa
Quitéria, Ceara (4° 19' 55" S 40° 09' 25" O). A fazenda é mantida pelo DETRAN/CE
com o proposito de abrigar animais abandonados e apreendidos nas estradas de todo
o estado do Ceara. Com uma populagao total flutuante, variando entre 1.000 e 5.000
animais, dependendo da época do ano, € considerada a propriedade com o maior
numero de jumentos do mundo. Em 2017, a populagao total de asininos da fazenda

variou de 959 a 1126 animais (Figura 5).

Figura 5. Fotografia dos animais da Fazenda Paula Rodrigues. Vista geral de animais pertencentes
a Fazenda Paula Rodrigues, os asininos representam a maior parcela da populacdo da propriedade,
com populagéo anual variando de 1000 a 5000 animais, dependendo da época do ano. Fonte: COSTA,
V. M. D., 2023.

Também foram estudados animais que atuam no turismo equestre ecoldgico

na Vila de Jericoacoara (JERI), localizada no Parque Nacional de Jericoacoara (2° 47"
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S 40° 30' O), situada no municipio de Jijoca de Jericoacoara, estado do Ceara, Brasil.
A Vila esta localizada no Nordeste Brasileiro € banhada pelo Oceano Atlantico, com
limites cercados pelo Parque Nacional de Jericoacoara, uma Area de Protecdo
Ambiental (APA), que tem por objetivo proteger e preservar amostras dos
ecossistemas costeiros, assegurar a preservacdo de seus recursos naturais,
possibilitando a realizagao de pesquisa cientifica e o desenvolvimento de atividades
de educacdo ambiental, de recreacdo em contato com a natureza e de turismo
ecologico. O Parque Nacional resguarda ecossistemas marinho-costeiros com
mangues, restingas e dunas, de alta relevancia ecolégica, bem como de grande
beleza cénica (ICMBIO, 2021).

A Vila de Jericoacoara tem 1,1 km? com ruas nao pavimentadas, todas de areia,
com clima quente e umido, temperaturas médias oscilando entre 22° C e 35 °C e
periodo de seca variando de 5 a 6 meses. O turismo emprega muitas pessoas na
regido, e o Parque e a Vila de Jericoacoara sdo os atrativos indutores do territério. A
Vila de Jericoacoara tem uma populagéo flutuante de cerca de 3 mil pessoas, as quais
vivem no entorno e se deslocam diariamente para trabalhar na Vila. O acesso a regiao
é realizado principalmente por via terrestre, em estrada asfaltada a partir de Fortaleza,
sendo que para cruzar o Parque até a Vila de Jericoacoara o trajeto ocorre pelas
dunas ou pela praia, por vias nao pavimentadas. O Parque vem registrando um
aumento da visitagdo nos ultimos anos, e atingiu a marca de mais de 1 milhdo e 300
mil visitas em 2019, sendo atualmente a terceira unidade de conservagao federal mais
visitada por turistas do pais (CEARA, 2019; ICMBIO, 2021).

A estimativa atual do numero dos equideos € de aproximadamente 200
equideos com tutores fixos que os utilizam como fonte de renda no turismo equestre
(Figura 6) e cerca de 600 asininos de vida livre que transitam pelas dunas do Parque.
Apesar dos equideos possuirem tutores, esses animais s&do criados soltos pelo
Parque e em contato direto uns com os outros, com os asininos das dunas e até com

animais silvestre das areas preservadas do Parque.
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Figura 6. Fotografia dos cavalos utilizados no turismo equestre na Vila de Jericoacoara. A
estimativa do ndmero dos equideos é de aproximadamente 200 equideos com tutores fixos que os
utilizam como fonte de renda no turismo equestre. Fonte: COSTA, V. M, D., 2023.

42 ESTRATEGIA DE TRABALHO

As coletas e avaliagdes foram realizadas por uma equipe de veterinarios e
estudantes do curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario UNINTA, que se
deslocavam para os locais dos estudos e ao final dessas atividades retornavam para
0 UNINTA para o processamento das amostras sanguineas, no mesmo dia. Em caso
de coletas e avaliagdes de muitos animais no mesmo dia, que impossibilitassem o
retorno da equipe, foi montado um laboratério no local para o processamento inicial
das amostras sanguineas.

O processamento inicial das amostras, triagem, hemograma completo,
separacao de soro, extragdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC),
alguns ensaios imunolégicos para AIE (IDGA e ELISA gp90) e armazenamento para
proximos processamentos foram realizados nos laboratorios de patologia clinica do
Centro Universitario UNINTA, Sobral, Ceara. Os testes moleculares e outros ensaios
imunologicos para AIE (ELISA gp90 e ELISA p26) foram realizados no Laboratério de
Virus — Instituto de Ciéncias Bioldégica da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG).
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43 AMOSTRAS

Para o estudo foram avaliados 127 animais (124 asininos e 3 equinos),
selecionados aleatoriamente na FPR e 112 animais (104 equinos e 8 muares)
utilizados no turismo equestre ecolégico em JERI. Para todos os animais do estudo
foi seguido o fluxograma de avaliacdo clinica e coleta sanguinea (Figura 7).
Inicialmente para cada animal foi preenchida uma ficha com identificacdo, sexo e
avaliagao clinica externa contemplando avaliagbes de escore corporal, mucosas oral
e ocular e de alteragdes urogenital, musculoesquelética e neuroldgica. Os asininos,
por serem animais praticamente de vida livre, as manipulagbes e coleta de amostras
foram delicadas e nem sempre, foi possivel fazer a avaliacdo completa.

As coletas sanguineas foram feitas por venipuntura jugular com agulha
25x0,8mm (21G1”), apos as boas praticas de flebotomia com algodao e alcool 70%,
utilizando tubos a vacuo com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e sem anticoagulante. Quando possivel, foram obtidos aproximada 20 mL
sangue de cada animal. As amostras foram identificadas com nome do animal ou
numero do brinco, espécie e data, acondicionadas em caixas térmicas e levadas para

os laboratérios do Centro Universitario INTA - UNINTA para serem processadas.

Tubos com EDTA

térmicas / Gelo

Avaliacéo Clinica ‘ ‘ Coleta de sangue { Transporte / Caixas ‘

Tubos sem EDTA

Figura 7. Fluxograma da avaliacao clinica e coleta. Fluxograma utilizado nas atividades da equipe para as
avaliagdes clinicas e amostras de sangue dos animais dos estudos.

44 PROCESSAMENTO INICIAL DAS AMOSTRAS

O processamento das amostras foi sempre feito em no maximo 12 horas apos
a coleta.

As amostras em tubo com anticoagulante EDTA foram utilizadas para a o
hemograma completo, obtencdo de sangue total, papa de leucdcitos e separagao das

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). O PBMC foi obtido apenas das
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amostras de asininos da FPR. As amostras de sangue total, papa de leucdcitos e
PBMC foram armazenadas em freezers e a -20°C, sendo distribuidas em aliquotas
em tubos de 1,5 mL que posteriormente foram utilizados em testes moleculares para
a deteccéo de EIAV (Figura 8).

As amostras em tubos sem anticoagulante foram centrifugadas por 10 minutos
a 1.000 g, para separagao dos componentes do sangue, com a retragao total do
coagulo. Foi coletado apenas o sobrenadante correspondente ao soro sanguineo. O
soro foi transferido para microtubos de 1,5 mL, armazenados a -20°C e posteriormente
utilizados para avaliagdo de niveis de enzimas bioquimicas séricas e para os testes
de ensaios imunologicos de EIAV, IDGA, ELISA gp90 e ELISA p26 (Figura 9).

Tubos com EDTA

Hemograma
Completo™
"
ra T
- Sangue total
. A
. Ty

Aliguotas (1,5 mL) /
-20°C

— Papa de leucocitos Testes moleculares EIAV

{ PBMC (asininos™)

Figura 8. Fluxograma do processamento inicial das amostras sanguineas coletadas em tubos com EDTA.
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Destino das amostras sanguineas coletadas em tubos com EDTA. *N&o foi possivel realizar hemograma completo

dos asininos. **PBMC foi obtido apenas das amostras de sangue dos asininos da FPR.

Enzimas bioquimicas
Sericas

Tubos sem EDTA Soro sanguineo Aliquotas (1,5 mL) / -20°C

Ensaios imunoldgicos de
EL&Y

Figura 9. Fluxograma do processamento inicial das amostras sanguineas coletadas em tubos sem EDTA.
Destino das amostras sanguineas coletadas em tubos sem anticoagulante EDTA, usadas para a obtencdo de soro
sanguineo.

45 AVALIAGOES CLINICAS

Foram feitos exames clinicos dos animais por meio de avaliagdo semiologica
completa, sendo avaliados em relagdo ao estado geral e as condi¢des fisicas, atraves
das técnicas de inspecao e auscultacdo (Figura 10).

Com a técnica de inspecéo foram avaliados:

e Pelagem do animal;

e Escore corporal do animal através do sistema de avaliagao proposto por
Carrol & Huntington (1988), que considera a avaliagdo visual e palpacéo
do acumulo de gordura no pescogo, tronco (dorso lombo e costelas) e
garupa. O sistema adota classificagdo de 0 animal muito magro, 1
magro, 2 moderado, 3 bom, 4 gordo e 5 muito gordo;

e Avaliagdo de mucosas: Coloragdo das mucosas oral e ocular;

e Tempo de preenchimento capilar (TPC): Avaliado por pressao digital da
gengiva do animal, estimar-se o preenchimento sanguineo completo do
local pressionado;

o Afericdo de temperatura retal: Foram considerados valores de referéncia
para equideos jovens 37,2 — 38,9 °C e adultos 37,5 — 38,5 °C;

¢ Auvaliagao dos linfonodos mandibulares e pré-escapulares.

Com a técnica de auscultacido foram avaliados:
e Frequéncia cecal: Avaliado na fossa paralombar direita durante 5

minutos;
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e Frequéncia cardiaca (FC): Avaliada por um minuto no lado esquerdo do
animal na regido toracica nos espacgos intervetebrais (3°-5° espaco
intercostal), valores de referéncia de 28 — 40 bpm;

e Frequéncia respiratéria (FR): Avaliado na regido cervical. Valor de
referéncia 8-20 mpm.

Nesse topico, deve-se destacar que animais de vida livre, podem se tornar
animais ferais, a exemplo dos asininos da FPR que eram animais abandonados que
viviam livremente nas estradas. O contato com os animais ferais foi cauteloso, pois
pode prejudicar os animais causando desordem metabdlicas por conta do estresse,
além de ser um risco para a equipe de trabalho. Assim, pensando no bem-estar dessa
populagdo e da equipe, ndo foram realizadas a avaliagdo clinica completa desses

animais.

B

Figura 10. Avaliagao clinica dos animais. A. Dia de avaliagéo clinica e coleta de asininos da FPR.
B. Dia de avaliagdo clinica e coleta de equinos da Vila de Jericoacoara, também foram feitas
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orientagdes aos proprietarios sobre a pesquisa e os resultados esperados. Fonte: COSTA, V. M. D.,
2023.

46 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE E FRACIONAMENTO DE
CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC)

A separacgao da papa sanguinea, soro sanguineo e PBMCs foi feito durante o
processamento inicial da amostra de sangue, em no maximo 12 horas apds a coleta.
Primeiramente, uma amostra em tubo com EDTA e uma amostra em tubo sem EDTA
foram centrifugados por 10 minutos a 1.000 g, para separagdo dos componentes do
sangue. Nos tubos com anticoagulante, foram retiradas a fase intermediaria, entre o
plasma e as células vermelhas, a papa de leucdcitos, fase composta principalmente
pelos globulos brancos presentes no sangue. Ja nos tubos sem anticoagulantes, com
a retragao total do coagulo, foi coletado apenas o sobrenadante correspondente ao
soro sanguineo. O soro foi transferido para microtubos de 1,5 mL, e armazenados a -
20 °C até as proximas analises.

Para o fracionamento do PBMC, as amostras de sangue coletadas em tubos a
vacuo com anticoagulantes EDTA foram centrifugadas por 10 minutos a 250 g. Apds
a centrifugacgao foi coletada a fase intermediaria, correspondente a papa de leucdcitos,
a qual foi diluida em igual volume de PBS 1X (tampéao fosfato-salino). A mistura foi
depositada, cuidadosamente, em um tubo cdénico, contendo volume igual de Ficoll-
Paque PLUS (GE Healthcar, Suécia), e centrifugada a 500 g por 30 minutos. Apoés a
centrifugacao, foi coletado o anel de PBMCs da fase intermediaria entre o ficoll e o
plasma sanguineo, e transferido para outro tubo cénico, contendo volume igual de
PBS 1X. A mistura resultante foi centrifugada por 10 minutos a 400 g. Apds a
centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e o sedimento de células obtido foi
homogeneizado em 3 mL de PBS 1X. Em seguida, a mistura foi centrifugada
novamente 10 minutos a 400 g. Ao final o sedimento obtido foi homogeneizado em 1
mL de PBS 1X e armazenado em freezer a -20°C até extracao de acido nucleico para

os testes moleculares.

47 HEMOGRAMA COMPLETO
Os hemogramas completos foram feitos em no maximo 12 horas apds a coleta,

a partir das amostras de sangue coletadas em tubos com anticoagulante EDTA. Essas
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amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos e
homogeneizadas, por 2 minutos, antes do processamento dos testes hematologicos.

Os hemogramas completos foram processados por metodologia manual, onde
o exame é dividido em trés partes: 1. Eritrograma, que compreende o hematdcrito (Ht),
dosagem de hemoglobina (Hb) e a avaliagdo morfolégica e contagem total de
eritrocitos; 2. Leucograma, composto pela contagem total dos leucdcitos (GL) e
avaliacao morfologica e contagem diferencial de leucécitos; 3. Contagem de plaquetas
(Pt) e sua e avaliagdo morfolégica (SCHALM; JAIN, 2010).

O hematdcrito (Ht) foi obtido pela técnica do microhematécrito, que tem como
principio a sedimentagdo dos elementos figurados do sangue, obtendo-se a proporgéo
destes elementos em relagdo ao plasma. Utiliza um tubo capilar preenchido com
sangue (2/3 do tubo), fechado em uma extremidade com massinha atdxica e
submetido a centrifugagdo a 12.000 rpm por 5 minutos. Os demais valores do
eritrograma foram obtidos por calculos de estimativa descritos na literatura (SCHALM,;
JAIN, 2010). Para o leucograma, o valor total de leucécitos (GL) foi obtido através
contagem em camara de Neubauer, a contagem especffica / diferencial leucocitario,
contagem de plaquetas (Pt) e avaliagdbes morfoldgicas das células foi realizada por
microscopia oOptica pela leitura do esfregagco sanguineo corados com pandético rapido
(Laborclin, Pinhais/PR) seguindo as normas do fabricante.

Destaca-se que devido as limitagdes em manusear os asininos, para interferir
0 minimo possivel no bem-estar dos animais, foram selecionados o maximo de
animais para a pesquisa de AIE. Assim, a coleta foi feita por horas seguidas em um
unico dia, muitas vezes além de 10 horas a campo, o que inviabilizou muitas amostras
para a realizagdo de hemogramas ou nem sempre foi era possivel a coleta de 20 mL
de sangue, o que impossibilitou a realizagcdo de hemograma completo de todos os
asininos. Assim, amostras de apenas 20 jumentos dos 124 jumentos foram analisadas
quanto ao hematdcrito, proteina plasmatica total e fibrinogénio para avaliar o estado

hematol6gico mediano dessa populagao.

48 A CONCENTRAGAO DAS PROTEINAS PLASMATICAS TOTAIS (PPT) E
FIBRINOGENIO

As concentracbes das proteinas plasmaticas totais (PPT) e fibrinogénio
plasmatico foram obtidas pelas técnicas de precipitacdo pelo calor e refratometria

(SCHALM; JAIN, 2010). As amostras de sangue em tubos contendo o anticoagulante
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EDTA foram aspiradas em dois tubos capilares, depois foram fechados em uma das
extremidades com massinha atdoxica e centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos.
Posteriormente, um tubo foi quebrado na altura do plasma e foi retirada uma gota e
depositada em um refratdmetro portatil Biobrix® modelo S/N: 10062508, assim foi
obtido a concentragao das PPT. O segundo tubo foi aquecido em banho-maria a 56°
C, durante 3 minutos, e, entdo, novamente centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos
para a separacao do fibrinogénio das demais proteinas plasmaticas. Apds, o tubo foi
quebrado na altura do plasma e foi retirada uma gota e depositada no refratbmetro
limpo. Os valores das concentragbes do fibrinogénio foram obtidos pela diferenga
entre os resultados das PPT de cada animal, a partir dos dois tubos, com e sem

aquecimento.

49 PERFIL BIOQUIMICO SERICO DOS EQUIDEOS DO EQUIDEOS DO
PARQUE NACIONAL DE JERICOACOARA

Para determinacdo dos parametros bioquimicos foi utilizado o analisador
automatico Labmax Plenno (Labtest Diagnéstica, MG, Brasil) e kits comerciais Labtest
Diagnéstica, todos cedidos pelo professor Isaac Neto Goes da Silva, da Faculdades
de Veterinaria (FAVET), na Universidade Estadual do Ceara (UECE). Para cada
amostra soro sanguineo foram determinadas as concentragcbes séricas de alanina
aminotransferase (ALT), albumina, aspartato aminotransferase (AST), creatina
quinase (CK), creatinina, fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil transferase (GGT),
proteinas totais e ureia. Ainda, os valores de globulinas foram calculados pela

diferenca entre albumina e proteinas totais.

410 DIAGNOSTICOS IMUNOLOGICOS PARA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

4.10.1 Imunodifusdo em gel de agar (IDGA)

O IDGA foi feito de acordo com Coggins e Norcross,(1970), com algumas
modifica¢des, de acordo com a portaria N° 84, de 19 de outubro de 1992 do MAPA.
Foi utilizado gel de agarose (Sigma-Aldrich Quimica Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) a
1% preparado tampao borato (NaOH 2 g, H3BO3 9 g, agua destilada 1.000 mL; pH =
8,5 - 8,7), em laminas para microscopia medindo 25 X 75 mm (Figura 11). Foi utilizado

kit comercial (Bruch, Sdo Paulo, Brasil), contendo antigeno da proteina p26 e
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processamento de acordo com as indicagdes do fabricante. As laminas foram
incubadas em camara umida, por 48 horas, em temperatura ambiente e a leitura
realizada a olho nu com auxilio de uma fonte de luz indireta sob fundo escuro, para a
verificagao da presenga de linhas de precipitagdo entre o antigeno e o soro teste, que
tem identidade com a linha formada entre o antigeno e o soro controle positivo
(BRASIL, 1992). O teste foi feito no Nucleo de Bioprospecgédo e Experimentagao
Molecular plicada (NUBEM) do Centro Universitario INTA (UNINTA), com autorizagao
prévia do MAPA.

Figura 11. Lamina de gel de agarose para IDGA. Laminas com gel de agarose solidificado, perfurada
com furador padrao, contendo 07(sete) furos, medindo 4 mm de didmetro e 3 mm de distancia entre os
mesmos, reagao positiva onde foi verificada a presenca de linhas presenga de linhas de precipitagao
entre o antigeno e o soro teste.

4.10.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

As amostras de soro de cada um dos animais dos estudos foram testadas em
ELISA para a proteina gp90 utilizado o kit comercial (VetLISA AIE IgG, Quibasa, Belo
Horizonte, Brasil) e ELISA para a proteina p26 (Viriontech do Brasil, Brasil) (ainda em
padronizagado / dados nao publicados). O ELISA contendo a proteina recombinante
gp90 foi feito de acordo com as normas indicadas pelo fabricante. Os ensaios se
baseiam no principio de imunocaptura para detecgdo qualitativa de anticorpos IgG
contra o virus da anemia infecciosa equina em soro de equinos. As absorbancias
foram medidas em leitor de microplacas (Spectra Max, Molecular devices) em filtro
duplo de 450 nm (filtro primario) / 630nm (filtro secundario). Os dois testes foram
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realizados na empresa Viriontech do Brasil Industria de Insumos e Servigos em

Biotecnologia (Belo Horizonte/MG, Brasil).

411 SOROLOGIA PAREADA

Apos o estudo epidemioldgico e triagem entre animais negativos e positivos
para AIE foi feita avaliagdo soroldégica pareada de alguns animais da Vila de
Jericoacoara, positivos e indeterminados nos testes soroldgicos (AGID, ELISA p26 e
ELISA gp90).

Para isso, a equipe retornou para a Vila periodicamente para realizar avaliacbes
clinicas e coletas sanguineas dos equideos da Vila de Jericoacoara considerados
positivos e indeterminados nos testes soroldgicos para AIE. A frequéncia dos retornos
variaram de acordo com a disponibilidade dos proprietarios em autorizar as avaliagdes
clinicas e coletas, trimestral, semestral ou anual.

Para a realizacdo do estudado foram selecionados, por conveniéncia, um total
de 34 animais. Em 13 animais foram feitas trés avaliacbes e em 21 equideos duas

avaliagdes.

412 AVALIAGOES MOLECULARES

4121 Extragdo de acido nucleico

As extracbes de DNA proviral foram feitas a partir de amostras de papa de
leucdcitos, sangue total ou de PBMC com a utilizagdo de Kit comercial - Wizard
Genomic DNA Purification Kit — A1125 Promega-USA, seguindo as recomendagdes
do fabricante.

Uma aliquota de 300 pL da amostra foi transferida para um novo tubo, contendo
Cell Lysis Solution. O tubo foi invertido de 5 a 6 vezes para misturar e incubado por
10 minutos a temperatura ambiente para lisar as células sanguineas vermelhas e o
material foi centrifugado por 20 segundos a 13.000-16.000 g a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi removido com cuidado. Utilizando a solugdo resultante da amostra
e cell lysis solution foram adicionados 600 uL de nucleic lysis solution, a solugao foi
pipetada para lisar as células até ndo permanecer nenhum grumo de células visivel.
Em seguida foram adicionados 3 uL de RNase solution, € a solugdo foi

homogeneizada por inversdo do tubo de 2 a 5 vezes. Em seguida incubada por 15 a
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30 minutos a 37°C, e depois mantida a temperatura ambiente por 5 minutos. Foram
adicionados 200 pL de protein precipitation solution, a solugao foi homogeneizada em
Vortex por 20 segundos, e depois incubada no gelo por 5 minutos e centrifugada a
13.000-16.000 g por 4 minutos. O sobrenadante contendo o DNA foi removido
cuidadosamente, e transferido para um microtubo de 1,5 mL, contendo 600 uL de
isopropanol. A solugdo foi homogeneizada por inversdo do tubo e centrifugada a
13.000-16.000 g por 1 minuto. O isopropanol foi removido cuidadosamente e foram
adicionados 600 pL de etanol 70% a temperatura ambiente, o tubo foi homogeneizado
por inversdo e a amostra foi centrifugada a 13.000-16.000 g por 1 minuto. Apds a
centrifugacao o etanol foi descartado cuidadosamente e o tubo foi invertido e colocado
para secar por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente. Apds o etanol ter evaporado
completamente foram adicionados 50 yL de DNA rehydration solution e incubado a

65°C por 1 hora e armazenado a -20 °C.

4122 Reagdo em cadeia da polimerase — PCR

Foram feitas semi-nested PCR (snPCRs) para amplificacdo de duas regides
diferentes do genoma do EIAV descritas por Cursino et al., (2018, 2020) Para cada
PCR foi utilizado o kit GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix (Promega) e as
concentragdes dos reagentes foram utilizadas de acordo com o recomendado pelo
fabricante. Para uma reacao foram utilizadas as seguintes condi¢gdes: 1X de GoTagq®
Hot Start Colorless Master Mix (tampdo 10X contendo a enzima), 0,5 uM de cada
iniciador senso e anti-senso, agua livre de nucleases para completar o volume final da
reagao, 10% de DNA molde do volume total da reagédo. Para a segunda reagao da
snPCR, foram utilizados os mesmos reagentes, na mesma reag¢ao, mas foi empregado
10% do produto da primeira reagao de PCR.

O controle de reacao foi feito utilizando os mesmos reagentes, nas mesmas
concentragdes, como controle positivo em todas as PCRs com combinacdes
diferentes de iniciadores. Foi utilizada uma amostra de um cavalo do Pantanal,
sabidamente positiva em testes sorolégicos (IDGA, ELISA gp90 e ELISA p26) e ja
com sequencias publicadas e armazenadas no Genbank, esta amostra esta
identificada como POCONE-BR (CURSINO et al., 2018) e como controle negativo foi
utilizado agua no lugar de DNA.

As condicbes ciclicas das reagdes, como temperatura de desnaturagao,

pareamento e extensdo, variavam a depender do tamanho do fragmento alvo a ser
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amplificado e a composigédo de bases do iniciador. Assim, foram feitas amplificagcoes
para da regiao tat-gag do genoma do EIAV, amplificacdo de DNA proviral do EIAV
empregando iniciadores de EIAV na regido 5’LTR ao gene gag — snPCR LTR-gag —
iniciadores EIAV-LTR-28-F, EIAV-TAT-380-F e EIAV-gag-672-R, as condigbes das

reagdes e tamanhos dos fragmentos alvos estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores para amplificagao do DNA proviral do EIAV

INICIADOR*/TM CONDICOES PCR DNA (bp)

LTR-28-F (52.9°C) 95°C, 2’; 40 ciclos: 94°C 30’; 56°C 30", 72°C 30"; 72°C 10’

GAG-672-R (53.8°C) 664

TAT-380-F (53.6°C) 95°C, 2’; 40 ciclos: 94°C 30”’; 56°C 30", 72°C 30"; 72°C 3’

GAG-672-R (53.8°C) 312

*A posi¢ao no genoma de todos os iniciadores esta de acordo com a sequéncia Miyazaki (JX003263.1).

412.3 Eletroforese em géis de poliacrilamida — PAGE

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) de 1,5 mm utilizando 10 yL do produto da segunda reacdo. O gel de
poliacrilamida 12% €& constituido dos seguintes reagentes: 1,4 mL de tampéo
Tris/Borato/EDTA (TBE) 5X (Tris 0,0445 M, acido bodrico 0,0445 M, &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,001 M pH 8.0), 2,79 mL de Bis/Acrilamida 29:1,
7 UL de tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,1%, 100 pyL de persulfato de aménio (APS)
10%, e 2,81 mL de agua.

Para inferéncia do tamanho dos fragmentos amplificados na PCR foi aplicado
no gel um marcador de tamanho molecular de 100 pares de bases (Promega®,
Madison, WI, EUA). As amostras foram submetidas ao fracionamento eletroforético a
100 V \tilizando tampao TBE 1X (Tris 4,5 mM, acido bdrico 4,5 mM, acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM pH 8.0), por aproximadamente uma hora.
O gel foi corado com SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, UK) de acordo
com as normas do fabricante, na diluicdo1:10.000 em agua deionizada, por 30 min ao
abrigo da luz, e depois foi observado em transiluminador de luz azul (Safe Imager™

2.0 Blue-Light Transilluminator).
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4124 Purificagao do produto de PCR

Ap0s a leitura da eletroforese, os fragmentos de tamanho esperado, [1] 185 pb
e [2] 312 pb, foram recortados do gel, com laminas de bisturi, e transferidos para
microtubo de 0,6 mL com uma abertura no fundo e encaixado em um microtubo de
1,5 mL. Foram adicionados 100 uL de agua de inje¢do a cada amostra. O tubo foi
centrifugado a 13.000 g por 1 minuto. A amostra foi incubada overnight a 4 °C, para
eluicdo do DNA do gel. Ap6s o periodo de incubagdo a amostra foi homogeneizada
com Vortex, centrifugada a 13.000 g por 1 minuto e o sobrenadante coletado e

armazenado a -20 °C até o preparo da reagao de sequenciamento.

4125 Sequenciamento

As amostras foram sequenciadas usando os mesmos iniciadores da PCR. As
sequéncias de nucleotideos foram determinadas de acordo com o método de
sequenciamento didesoxi (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) em um
sequenciador capilar automatico "ABI 3730 DNA Analyzer" (Applied Biosystems, CA,
EUA), utilizando o kit "BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequenciamento (Applied
Biosystems, CA, EUA), de acordo com as condi¢des de reagao e leitura indicadas pelo
fabricante. Para cada amostra foram feitas duas reagdes de sequenciamento, uma
para o iniciador senso e outra para o anti-senso. Para cada reagao foi utilizada 6,5 pL
do produto purificado (DNA + agua de inje¢céo) e 1 uL do iniciador a 5 uM.

4.12.6 Analise do sequenciamento

Apdbs o sequenciamento, as sequéncias foram analisadas, montadas e obtida
a sequencia consenso usando o SeqTrace 0.9.0 (STUCKY, 2012). A sequéncia obtida
foi comparada com sequéncias depositadas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) [http://www.ncbi.nim.nih.gov/], através da ferramenta nucleotide
BLAST (nBLAST) do programa Basic Local Aligment Search Tool (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1990) [http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi].

4127 Anadlise filogenética

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas pelo Clustal W, no
programa MEGA X (KUMAR et al., 2018), com as sequéncias de genoma completo
brasileiras (MALOSSI et al., 2020) e sequencias parciais do EIAV descritas no Brasil
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(CURSINO et al., 2018, 2020), disponiveis no GenBank correspondentes as mesmas
regides do genoma de EIAV.

As estimativas de similaridade de nucleotideos entre as sequéncias foram feitas
na versao X do programa MEGA (KUMAR et al., 2018), com base em estimativas de
divergéncia evolutiva entre sequéncias. Essas andlises foram feitas por meio do
modelo de maxima verossimilhanga composta; a variagado da taxa entre os locais foi
modelada com uma distribuicdo gama (paréametro de forma = 5). As analises
filogenéticas foram feitas por meio do método de Maxima Verossimilhanga baseado
no modelo Tamura-Nei de distribuicdo gama (5 categorias), com sitios invariaveis e

valores de bootstrap determinados com base em 1.000 repeti¢des.

413 ANALISE ESTATISTICA

Para o estudo com os animais da FPR, foi adotada distribuicdo normal para
obter um numero amostral valido, com 5% de significancia, estimado em 10% + 2%,
baseado em estudo piloto na propriedade. Assim, para ser representativo, o numero
amostral variou de 114 a 163 animais. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando Epitools - Epidemiological Calculators (https://epitools.ausvet.com.au/), com
intervalo de confianga (IC) de 95%, para avaliar os fatores associados a infecgao pelo
EIAV. Os resultados clinicos foram comparados entre animais infectados e nao
infectados com EIAV usando o teste Qui-Quadrado. Os animais que apresentaram
qualquer alteracdo clinica no momento da coleta foram considerados positivos para
doenca clinica. Parametros hematologicos também foram comparados entre animais
positivos e negativos para o virus. O teste de rejeigdo da hipotese nula sera de 0,05
(probabilidade alfa de 5%) (SAMPAIO, 2002).

As analises estatisticas dos estudos com os equideos de Vila de Jericoacoara
foram feitas usando o software estatistico STATA, e o Software Excel versdo 2013,
onde os resultados clinicos e sorolégicos dos equideos foram comparados entre os
animais infectados e nao infectados pelo EIAV. Foram considerados positivos para
alteragao clinica os animais que apresentaram alguma alteragédo em qualquer coleta
realizada no periodo do estudo. Pardmetros bioquimicos e hematologicos foram
também comparados entre os animais positivos e negativos para a presenga do virus.

O teste de rejeicao de hipotese de nulidade sera de 0,05 (probabilidade alfa de 5%).
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5 RESULTADOS
Serao apresentados em separado os resultados para os animais das duas

origens geograficas.

5.1 ANIMAIS DA FAZENDA PAULA RODRIGUES (FPR)

5.1.1 Ensaios imunoldgicos para diagnostico de AIE

Foram coletadas amostras de sangue de 124 jumentos aleatoriamente
selecionados dentre os animais de fazenda, em torno de 1000 animais. Destas
amostras apenas uma amostra foi positiva no IDGA (0,81% - 1/124). No ELISA gp90,
27 foram positivas (22% - 27/124) e no ELISA p26, 13 amostras foram positivas
(10,6% - 13/124). Houve uma concordancia entre os trés testes soroldgicos em 90/124
das amostras testadas, que foram negativas nos trés testes sorolégicos. Apenas uma
amostra foi positiva nos trés testes. Da outras 33 amostras de soro, 6/33 foram
positivos nos dois ELISAs (4,8% - 6/123) (Figura 12). Foi feita também a coleta de
sangue de trés cavalos da FPR que foram positivos em IDGA e ELISA p26, mas

apenas dois (2/3) foram positivos em ELISA gp90.

51.2 Deteccado de DNA proviral de EIAV e andlise filogenética

Das 124 amostras de asininos testadas foi amplificado o DNA de 312 bp por
PCR empregando os iniciadores tat-gag. O DNA foi detectado em PBMCs de 11
jumentos (8,8% —11/124) e em um dos trés cavalos (33,3% —1/3). Destas, foram
obtidas seis sequéncias com identidade com outras sequéncias de EIAV disponiveis
no GenBank. Cinco de asininos - CE-BR-J272-10AZ (MZ622019), CE-BR-J488-AM
(MZ2622020), CE-BR-J518-20AZ (MZ622021), CE-BR-J554-AZ (MZ622022), CE-BR-
J821-49 (MZ622023), e uma de cavalo - CE-BR-C179 (MZ622018).

A analise filogenética mostrou que as seis sequéncias de EIAV do Ceara
agruparam-se no clado das sequéncias brasileiras, juntamente com as sequéncias
POCONE-BR-01 (MN560970) e POCONE-BR-02 (MN560971) (MALOSSI et al.,
2020). Neste mesmo clado s&o encontradas também as amostras de EIAV
detectadas no Pantanal/Brasil por Cursino et al., 2020. No entanto, a sequéncia do

cavalo (MZ622018) esta agrupada em um ramo diferenciando-se das outras
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sequéncias brasileiras. Os clados do Japao, EUA, China e Irlanda e ltalia estdo bem

definidos na arvore usando esta regido do genoma tat-gag (Figura 13).

IDGA
ELISA gp90

- ELISAp26
. PCR tat-gag

Figura 12. Testes diagnodsticos para AIE dos asininos. Grafico apresentando resultados dos testes
imunologicos e moleculares - IDGA, ELISA gp90, ELISA p26 e PCR tat-gag das 124 amostras de
asininos.
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Figura 13. Analise filogenética das sequéncias de EIAV circulante na FPR com 34 sequéncias
parciais da regido tat-gag. A arvore filogenética foi inferida a partir da analise das seis sequéncias de
nucleotideos de equideos da FPR no Ceara, com outras seis sequéncias do Pantanal brasileiro e mais
28 sequéncias do EIAV de todo o mundo. A identificacdo de cada sequéncia &€ o nimero de acesso do
GenBank. Apenas valores de bootstrap acima de 50 s&o exibidos na arvore. A histéria evolutiva foi
inferida usando o método da Maxima Verossimilhanga e o modelo Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993).
A arvore com a maior probabilidade de log (-2095,28) é mostrada. A porcentagem de arvores nas quais
os taxons associados se agruparam € mostrada ao lado dos ramos. A(s) arvore(s) inicial(is) para a
busca heuristica foi(m) obtida(s) automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a
uma matriz de distancias pareadas estimadas usando a abordagem Maximum Composite Likelihood
(MCL) e, em seguida, selecionando a topologia com valor de probabilidade logaritmico superior. Uma
distribuicdo Gamma discreta foi usada para modelar diferengas de taxa ewolutiva entre sites (5
categorias (+G, parametro = 0,5806)). O modelo de variagdo de taxa permitiu que alguns sites fossem
ewlutivamente invariaweis ([+I], 25,90% sites). Esta analise enwlvweu 40 sequéncias de nucleotideos.
Havia um total de 278 posi¢des no conjunto de dados final. As analises ewlutivas foram realizadas no
MEGA X (KUMAR et al., 2018).
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51.3 Avaliagdes clinicas

Foi feita a avaliagdo clinica dos animais utilizando o escore corporal (EC) de
102 dos 124 jumentos e apenas 32,4 % (33/102) dos animais apresentaram EC de
bom a étimo (3a4)e 67,6 % (69/102) dos animais apresentaram um EC ruim ou muito
magro (0 a 2,5) (Tabela 2). Dentre os animais que apresentaramum EC 0 a 2,5, 29%
(20/69) apresentou um dos testes sorolégicos para detecgao de AIE positivos. Ja entre
0s animais que apresentaram um EC 3 a 4, 27,3% (9/33) apresentou um dos testes
sorolégicos para detecgédo de AIE positivos

Dos 124 asininos da FPR que foram estudados 66 animais (52% - 66/124)
apresentavam sinais macroscopicamente evidentes de doenca, como diarreia, lesdes
de pele, secre¢ao nasal ou ocular, alopecia, edema, apatia, decubito lateral, ataxia,
alteragcbes urogenitais e presenca de ectoparasitas. Destes 66 foram avaliados 53
quanto ao EC, onde 30,2% (16/53) apresentaram EC de bom a étimo (3 a 4) e 69,8%
(37/53) apresentaram um EC ruim ou muito magro (0 a 2,5). Dos 66 estes animais 15
(22,7%) apresentaram um dos testes sorolégicos para deteccdo de AIE positivos. E
importante destacar que alguns animais apresentavam mais de um sinal, sendo as
alteracdes macroscoépicas as mais frequentes nesses a presenca de secregcdes ocular
e nasal e lesdes cutaneas.

Ainda entre os animais que apresentaram sinais macroscopicos, dentre os
animais que apresentaram um EC 0 a 2,5, 27% (10/37) apresentou um dos testes
sorolégicos para deteccdo de AIE positivos. Enquanto, entre os animais que
apresentaram um EC 3 a 4, 18,8% (3/16) apresentou um dos testes soroldgicos para
deteccédo de AIE positivos.

Dentre as alteragdes macroscopicas, as mais evidentes nos asininos foram as
secrecdes ocular e lesbes cutaneas, em 27/124 e 28/124 animais, respectivamente.
Em um grande numero de animais foi observada alopecia (12/124), diarreia (10/124)
e secrec¢ao nasal (9/124). Trés animais apresentaram edema, trés com apatia, um
com ataxia, uma fémea com alteragbes urogenitais e seis jumentos apresentaram
infestagbes por ectoparasitas. Sete animais foram encontrados em estado de grande
enfraquecimento, ja se encontrando em decubito lateral (Tabela 2).

Foi possivel avaliar a mucosa ocular de 74/124 animais, sendo que desses
47,3% (35/74) apresentaram mucosas com coloragédo normocoradas (rosa clara), 50%
(37/74) apresentaram mucosas hipocoradas e 2,7% (2/74) apresentaram mucosas

hipercoradas (Tabela 2). Dentre os 35 animais que apresentaram mucosa
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normocoradas, 25,7% (9/35) foram positivos em um dos testes soroldgicos, enquanto
24,3% (9/37) foram positivos entre 0os que apresentavam mucosas hipocoradas. Os
dois animais que apresentaram mucosa hipercoradas foram negativos em todos os

testes.

Tabela 2. Avaliagoes clinicas dos asininos: escore corporal (EC) e coloragdo da

mucosa ocular.

Sinais clinicos N° Animais % (66/124)
Diarreia 10 8,1
Lesdes cutaneas 27 21,8
Secrecgao nasal 9 7,3
Secrecao ocular 28 22,6
Alopecia 12 9,7
Edema 3 24
Apatia 3 2,4
Decubito lateral 7 5,6
Ataxia 1 0,8
Alteracdes urogenitais 1 0,8
Presenca de ectoparasitas 6 4.8

EC N° Animais % (102/124)
RUIM (0-2) 68 66,7
BOM/OTIMO (3-4) 34 33,3

GORDO (4,5-5) 0 0

Mucosa ocular N° Animais % (74/124)
Hipocoradas 37 50,0
Normocoradas 35 47,3
Hipercoradas 2 2,7

EC — escore corporal

514 Avaliagdo hematologica

Para avaliar o status hematologico da populagdo de jumentos, foram
quantificados hematdcrito (Ht), proteina plasmatica total (PPT) e fibrinogénio de 20
animais (Tabela 3). Dentre estes animais com avaliagdo hematoldgica, 4/20 foram
positivos em ELISA gp90 (20%), 2/20 positivos em ELISA p26 (10%) e o DNA proviral
foi amplificado em 1/20 amostras. O Ht médio foi de 31,75 % (£8,2), a PPT média de
6,5 g/dL (£1,6) e o fibrinogénio médio de 290 g/dL (x121).
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Apenas 3/20 animais positivos em ELISA gp90 apresentaram alteragdes, trés
(J301-AM, J461-VD e J507-BR) animais apresentaram concentragdo de PPT com
valores a baixo que os considerados normais e um asinino (J461-VD) exibindo Ht
abaixo dos valores de referéncia da literatura, sendo importante destacar que na
avaliacao clinica também apresentou mucosas hipocoradas.

Os 4/20 animais que foram positivos no ELISA gp90, apresentaram valor médio
de 31,5% de hematdcrito, 6,2 mg/dL de proteina plasmatica e 250 mg/dL de
fibrinogénio. Os 2/20 animais positivos no ELISA p26 apresentaram valor médio de
35,5% de hematdcrito, 9,3 mg/dL de proteina plasmatica e 200 mg/dl de fibrinogénio.
Nenhum dos 20 asininos nos quais foi feita a avaliagdo hematoldgica foi positivo em
IDGA.

Com relagao aos trés cavalos presentes na FPR, apresentaram um valor médio
de 36,6% de hematécrito, 7,4 mg/dL de proteina plasmatica, 400 mg/dL de
fibrinogénio. Nestes cavalos adicionalmente foi feita a contagem total de plaquetas e
de leucdcitos, que apresentaram valores médios de 94 x 103 /mm 3e 10,5 x 103 /mm3,

respectivamente.

515 Acompanhamento clinico e laboratorial de um asinino naturalmente
infectado pelo EIAV

Dos 124 asininos do estudo, apenas um animal foi positivo em IDGA (J.269), e
deste animal foi possivel realizar avaliagcdes clinicas e coletas de amostras
sanguineas semanais, para acompanhar e descrever a evolugao clinica e laboratorial
de um jumento naturalmente infectado por EIAV.

O jumento (Figura 14), uma fémea que vivia no abrigo, foi avaliado clinicamente
semanalmente, por quatro semanas seguidas. Durante a primeira avaliagéo (dia 1), o
animal apresentou diarreia, hemoconcentragdo, anemia microcitica normocrdémica,
neutrofilia e presenga de linfocitos atipicos (Tabela 4). O EC estava na faixa normal
de 2,5. No diagnostico laboratorial para AIE foi positivo em IDGA (Figura 15), ELISA
gp90, ELISA p26 e tat-gag PCR.
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Tabela 3. Avaliagbes hematolégicas e de diagnéstico de EIA dos 20 asininos

selecionados da FPR

IDENTIFICACAO  IDGA Z"F:QS: E'I;'zsﬁA PCgRa;at Ht (%)  PPT g/dL F'BR'gfd’fEN'o
1 J103-VM N P N N 34,00 7,40 400,00
2 J194-VD N P N N 41,00 6,60 200,00
3 J301-AM N P N N 27,00 5,60 200,00
4 J461-VD N P N N 24,00 5,20 200,00
5 J556-AZ N N P N 33,00 7,60 200,00
6 J574-BR N N P N 38,00 11,00 200,00
7 J507-BR N N N P 36,00 5,20 200,00
8 J062-AM N N N N 24,00 5,00 200,00
9 J105-AZ N N N N 32,00 8,00 400,00
10 J-107-AM N N N N 27,00 5,80 200,00
11|  J121-Filhote N N N N 17,00 4,40 400,00
12 J158-AZ N N N N 23,00 6,60 600,00
13 J280-AZ N N N N 30,00 6,60 400,00
14|  J284-112-AZ N N N N 33,00 7,40 400,00
15 J319-AM N N N N 24,00 5,40 400,00
16 J398-AM N N N N 35,00 5,20 200,00
17 J509-BR N N N N 40,00 6,20 200,00
18 J538-BR N N N N 36,00 6,40 400,00
19 J542-AZ N N N N 54,00 8,60 200,00
20 J596-VD N N N N 27,00 4,80 200,00

RZ?::; ::ia 27-42 6,0-8,0 100 — 400

Média 31,75 6,50 290,00
Desvio Padrio 8,23 1,57 120,96
Média N 30,92 6,18 323,08
Desvio Padrdao N 9,34 1,27 130,09
Média P 33,29 6,94 228,57
Desvio Padrao P 5,99 2,05 75,59

* Negativos em todos os testes, incluindo PCR **Positivo em um ou mais testes, incluindo PCR;

N=Negativo; P=Positivo
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Figura 14. Asinino com todos os testes de diagndstico positivos. Asinino naturalmente infectado
pelo EIAV, identificado durante estudo epidemiolégico de 124 asininos da FPR e acompanhado por
quatro semanas.

Na segunda avaliagao clinica (dia 7), o jumento continuou apresentando
diarreia, porém agora com mucosa hipocrédmica. A avaliagao laboratorial mostrou as
mesmas alteragdes do dia 1, apresentando trombocitopenia adicional (69 x 103/uL),
monocitose e aumento na contagem de leucdcitos. Todos os ensaios imunolégicos

feitos permaneceram positivos.

Figura 15. Fotografia de lamina de IDGA. Lamina de teste sorolégico IDGA para AIE, nos trés
espagos para os soros teste foram preenchidos com soro do animal positivo de cada semana de
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acompanhamento, sendo possivel a observagao das linhas de precipitagdo com linhas claras e curvas
de identidade.

Na terceira avaliagdo (dia 14), o animal ndo apresentou diarreia, mas
apresentou febre e edema toracico (Figura 16). Os dados laboratoriais mostraram,
além dos descritos anteriormente, um aumento do fibrinogénio plasmatico (800 g/dL),
com baixa relagao PP:F. No hemograma foi identificado leucocitose (15.724 células/
ML), que aumentou em relagdo ao dia 7, além da presenca de de neutrdfilos
segmentados e eosindfilos e leucocitose com neutrofilia e desvio regenerativo a
esquerda, e trombocitopenia (87 x 103 /uL). Na avaligdo do esfregago sanguineo em
lamina de microscopia foi observada a presenca de linfocitos atipicos, mondcitos
ativados, alteragdo toxica em neutrdfilos (granulos eosinofilicos) e macroplaquetas
(Tabela 4). Os ensaios imunolégicos para o diagnéstico de AIE permaneceram
positivos.

Na dltima semana (dia 21), os sinais clinicos do animal evoluiram para
secreg¢ao nasal, diarreia, febre e edema toracico, reduzindo o EC para 1,5. Nos
ensaios hematolégicos foi observado que o fibrinogénio permanecia aumentado (800
g/dL), com leucocitose (16.853 células/uL), neutrofilia e trombocitopenia (67 x 103/uL).
No leucograma apresentou leucocitose neutrofilica, linfopenia e eosinopenia. Foi
observada agregacao plaquetaria. Os ensaios imunoldgicos para AIE permaneceram
positivos. Também foi feito PCR para amplificagdo do DNA proviral por PCR do EIAV,

sendo positivo. O animal morreu no 26° dia apds primeira avaliagao.

Figura 16. Asinino sintomatico da FPR acompanhado por quatro semanas antes da morte aos
26 dias. Animal apresenta edema toracico conforme mostrado no detalhe da figura.
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Tabela 4. Avaliagées clinicas do asinino da FPR acompanhado por quatro

semanas antes da morte aos 26 dias.

DIAS DE EVOLUGAO

CARACTERITICAS VR*
1 7 14 21
Escore Corporal (EC) NA 2.5 2.0 1.5 -
Mucosa ocular Normocorad Hipocorad Hipocoradas Hipocoradas -
as as
Tugor de pele (seg) NA 1.0 1.5 1.5 -
Tempo de preenchimento NA 1.5 1.5 1.5 (1.0 — 2.5)
capilar (seg)
Febre, Edema
Sinais Clinicos Diarréia Diarréia Febre e Edema de torax, -
de torax diarréia e
secre¢ao nasal
Proteina Plasmatica Total 8.4 7.0 7.4 7.2 (6.0- 8.0)
(mg/dL)
Fibrinogénio (mg/dL) 200 400 800 800 (100-400)
Razéao PP:F 41 16.5 8.25 8.0 -
Hematocrito (%) 38 35 35 37 (27-42)
Hemoglobina (g/dL) 12.7 11.6 11.6 12.3 (8.9 -14.7)
Hemacias (x10/mm?3) 9.0 8.3 8,3 8.8 (4.4-7.1)
MCV (fl) 42 42.2 42 42 (53-67)
MCHC (%) 33.3 33.1 33.1 32.2 (31-37)
Plaquetas (103/mm3) 114 69 87 67 (95 -384)
Contagem total de 11.813 11.288 15.724 16.853 (6.200 -15.000)
leucécitos
(células/ pL)
Neutréfilos bastées mm?3 0 (0) 113 (1) 314 (2) 0 (0) -
(%)
Neutréfilos segmentados 7.442 (63) 7224 (64) 10.612 (68) 13.819 (82) (2.400- 6.300)
mm3 (%)
Eosinéfilos mm?3 (%) 354 (3) 339 (3) 943 (6) 0 (0) (100 — 900)
Basofilos mm? (%) 0 (0) 0 (0) 157 (1) 169 (1) (0-700)
Monécitos mm?3 (%) 709 (6) 1.242 (11) 943 (6) 674 (4) (0-750)
Linfécitos mm?3 (%) 3.308 (28) 2.370 (21) 2.673 (17) 2.022 (12) (2.200 -9.600)
. Mondcitos
Morfologia celular Linfocitos Nenhuma ativados, Agregados )
atipicos alteragao Neutréfilos com plaguetarios

granulos
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eosinofilicos e
macroplaquetas

IDGA P P P P N
ELISA gp90 P P P N
ELISA p26 P P P P N
PCR P P P P N

NA — ndo avaliado, P- positivo, N — negativo, MCV — volume corpuscular médio, MCHC — concentragéo
corpuscular média de hemoglobina. *VR=Valores de referéncia: Evans&Crane, 2018.

O DNA proviral amplificado foi sequenciado, e a sequéncia de nucleotideos
obtida BRA-CE-J269 (ASININO) foi alinhada e comparada com 23 sequencias
depositadas no Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/), dois genomas
completos brasileiros POCONE-BRA1 e POCON-BRA2 (MN560970 e MN560971),
trés sequéncias de nucleotideos ja descritas anteriormente no Ceara, sendo uma em
equino (CE-BR-C179/ MZ622018) e dois em asininos ( CE-BR-J272-10AZ /
MZ622019 e CE-BR-J488-AM / MZ622020), trés sequéncias de nucleotideos de
genomas de isolados na China, Liaoning (AF327877.1), Vaccine (AF327878) e
DLV18-8 (HM141923.1), quatro sequéncias de genomas de isolados dos Estados
Unidos, WSUS (AF247394.1), V26 (AB008197.1), V70 (AB008196.1) e EIAVuk
(AF016316.1), quatro sequéncias de genomas de isolados no Japao Miyazaki2011-
A (JX003263.1), Miyazaki2011-5 (JX003252.1), Miyazaki2011-25 (JX003253.1) e
Miyazaki2011-29 (JX003254.1), duas sequéncias de genomas parciais de isolados na
talia SA(KM247555.2) e DE(KM247554.1) e quatro sequéncias de genomas de
isolados da Irlanda H3(JX480634.1), F2(JX480631.1), F3(JX480632.1) e
F4(JX480633.1).

No alinhamento foram observadas regides conservadas e variaveis nas
sequéncias analisadas. Foram consideradas substituicdes de nucleotideos apenas
quando a troca de base foi exclusiva da sequéncia BRA-CE-J269 (ASININO). Foram
observadas cinco substituicdes de nucleotideos na sequéncia. O fragmento de 80 pb
inicial apresentou apenas uma substituicdo de nucleotideo, sendo uma transicao na
posicdo 31 no alinhamento (Figura 17). No fragmento das posigdes 91 a 160, foi
observado uma transicdo na posigdo 104 (Figura 18), enquanto no fragmento das
posicdes 161 a 240, foi observado uma transversao na posi¢ao 181 e uma transigao
na posicéo 215 (Figura 19). Na posicado 269 a sequéncia BRA-CE-J269 (ASININO)
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apresentou uma transversdo dependendo em relacdo a qual sequéncia mundial do
EIAV é comparada ou transicdo se comparada a sequéncia de cavalo do Ceara CE-
BR-C179 (MZ622018.1) (Figura 20).

POCONE-BRAZ (MN560971) CRIGACGETCTT CTGGAGGTGT TLCTEGCCHG AGLACAGEGR [GRACAGETRAAG |ATGEGEAGRRCC CACTGRLCTIIG GAGCRRRECG
POCONE-BR&1 (MNS60970) B R P e O R A A P B O O O
Liaoning (AF327877.1) I C JB|l..... SR IR N A R . T Bl .
VACCINE (AF327878) B 1 L AU R A Y T B
DLV18-8 (HM141523.1) B R Y 1 1 1 R ' - A Z. [..... I A I . T - .
W':'O_\CING(NC_OO‘_4SD.1) B TR O R R ) A AG |. . ... N F A . B =
WSUS (AF247394_.1) B R O R R ) BG | ... N F A . B =
V26 (RBO0DB197.1) I O R R - AG [..... A A . B G
V70 (ABO0B196.1) R TR R R R R A Y A DG [ ... R A L . 2 G
EIRVuk (RF016316.1) B R O R R e ) A AG |.. ... N F A . B =
SE(KM247555.2) T R R I PN R R A L . B
H3 (JX480634.1) S O I = T . B .
F2 (JX480631.1) T R R I PN R R A L . 2 .
DE (KM247354.1) L R R I - R . . B .
F4 (JX480633.1) B I 1 R R A Z. [..... I A I I B -\
F3(JX480632.1) S O I = T B Y Y O
Miyazaki2011-A(JX003263.1) T TR ICh..-.C JBl..... BG [. .. .. B..... G .T . R .
Miyazaki2011-5(JX003252.1) I R Ch.--.C BL..... F-XE I R ) A N = T . B
Miyzazaki2011-25 (J¥003253.1) T TR ICh..-.C JBl..... FUC IR N A N . G .T . R -
Miyzzaki2011-2% (Jx003254.1) I B R I o AR ) A ARG [..... - I PR G T . N e
CE-BR-C179 (MZ622018.1) B R Y 1 5.5 1 R R A Z. [..... I A I I A IR AU R N A
CE-BR-J272-10R%Z (MZ2622019.1) I O O I = T B A O
CE-BR-J488-BM (MZE622020.1) T TR R R R O PN R R A L B R R .-
BR‘A_CE_JZSS{ASININO} ....A....I ......... I .| GAl..... A.I ..... e 3 ..’JI‘ I ...... _l_
L ] | - L] —
10 20 30 40 50 50 70 80
Figura 17. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de BRA-CE-J269, posi¢cdao 1-80 do
alinhamento. O alinhamento foi feito no programa MEGA X, utilizando o Clustal W (TAMURA; NE],
1993). Regides conservadas em todas as sequéncias estdo identificadas por retdngulos pretos, em
destaque cinza a sequéncias de EIAV do BRA-CE-J269 (ASININO) e em vermelho as substituicdes de
nucleotideos observadas e o nimero de nucleotideos da sequéncia estdo identificados na base da
figura.
POCONE-BRAZ (MN560571) CTCRARGARGQC |TRGRAGRAGGT GRCGGTATCG GEGLCTCRGR ARTTGRACTAC AGGRRATTGCT RAATIGGGCGC TRAGT iT (T
POCONE-BRAL (MN360570) T T O O - R T 1 O R ) PR s R R I
Liaoning (AF327877.1) T R O I O I PO €L 1 En
VACCINE (ARF327878) T PR R R R U R [ P R S 1 P €1 2 R 1 R o I En
DLV18-8 (HM141523.1) B O FRY R PR R W R O ) I S 1 N T 124 SR 1) R I S-B- |- -]
W‘:‘O}’.ING(NC_OG‘.450.1) B TR L R R R [ W R R R R R ) T N B N 5 6 I B
WSUS (RF2473%94.1) B TR L FR R R RN 7 R R R R ) R ) PR N T .|.[T]- -[C]- R B
V26 (RBO0B1S7.1) B TR L R R RN RN 7 RN R R R ) R ) PR N T .|.[T]- -[C]- R B
V70 (RBO0OB1G6.1} TR R R R RN %" R R R R ) R ) PR N T.|-[T]- -[C]- - o] - mefoeaeenn B O
EIAVuk (2AF016316.1) T R R R o O o T R N T.|.[T|- -|C| LR -
SR (KM247555.2) TR e el |- -[TCR. Y ARG, GRALIT .
H3 (JX480634.1) B e el |- -[TCR. Y ARG, GRALIT .
F2(JX480631.1) R o |- |- -[TCR. 4 ARG. GAH.[T|..-
DE (KM247554.1) B - .- .| -|[TCA. Y \BRG. GA.[I-.
F4(JxX480633.1) TR e e|s |- «[TCAR. R ARG, GALIT. .
F3(JxX480632.1) T e e|e |- [TCA. AN e ofe]e SRRG. GRLT| ...
Miyazaki2011-A(JX003263.1) e R R P O (e 2% Ck - J-RCRRC. L lefea]e e e e s eCh e e
Miyazaki2011-5(JxX003252.1) e R LWL JCCR. C LR B 201 7 ) N R R Y [ o F
Miyazaki2011-25(Jx003253.1) e R Y P N (e -IC) J-RCTRC. Laefe oo e e s e Cle et
Miyazaki2011-29(JX003254.1) B LB LCCR. -2 R O I
CE-BR-C179(MZ622018.1) B N [CIY B B e
CE-BR-J272-10R% (MZ622015.1) B T. . Y M R R A B e
CE-BR-J488-AM (MZ622020.1) B FR PR P Y Y R A 1 B o T I
BRA_CE_JZSQ{ASININO} soodplbcodp |[casccoocc ..|-AlL.T.. . B B0 Bdlelelbdlledl ccolksccaa

90 100 110 120 130 140 150

Figura 18. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de BRA-CE-J269,, posicao 81-160 do
alinhamento. O alinhamento foi feito no programa MEGA X utilizando o Clustal W (TAMURA; NEI,
1993). Regides conservadas em todas as sequéncias estdo identificadas por retangulos pretos, em
destaque cinza a sequéncias de EIAV do BRA-CE-J269 (ASININO) e em vermelho as substituicdes de

=
o
o
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nucleotideos observadas e o numero de nucleotideos da sequéncia estdo identificados na base da

figura.

POCONE-BRAZ (MN560971)
POCONE-BRAL (MN560970)
Liaoning(AF327877.1)
VACCINE (RF327878)
DLV18-8(HM141923.1)
WYOMING (NC_001450.1)
WSUS (RF247364.1)

V2¢ (ABO0O8197.1)

V70 (ABO08196.1)
EIZVuk (AF0le316.1)
SA(KM247555.2)

H3 (JX480634.1)
F2(JX480631.1)

DE (KM247554.1)
F4(JX480633.1)
F3(JX480632.1)

Miyazaki2011-A(JxX003263.1)
MiyazakiZ011-5(JX003252.1)
Mivazaki2011-25(JX003253.1)
MiyazakiZ011-29 (JX003254.1)

CE-BR-C1752(Mz622018.1)

CE-BR-J272-10RE (M£622019.1)
CE-BR-J488-AM (M2622020.1

BRA_CE_J269 (ASININO)

GEATTGTTIT (CATGACRCCR ACTCACA]
R N R R LT.RTTTG .
R ) Y o .T|.|.TTGT|. .
[N N o B - o .T|.|-T-GT| .
PR Y ) A o [ s .T|.|.TTGT|. .
AC. B .. T|. |- TGET. ) .
AT N o N P (P T|. |- TGT .}
AU I o O R T . |-TGT. ).
AC. B .. T|. |- TGET. ) .
AU I o O R T . «u| |- TGT. |
S RC.G ... LT.)- - .GT| .
S RCLG el -T.|- - -.GT| .
F oo Iy oy e IR ) T . GT .
ARG e e LT.)- - .GT| .
Y oo Iy oy e I ) T . GT) .
S RC.G ... LT.)- - .GT| .
[N IS S o |- T.TG| .
O I I o T.TGL .
[N IS S i A BT .TG) .

O I [y G o...T.

! O T..T.TGf .
P LT.RTTTG .
N e 1 e .T.ATTTG .

.| ..... T CT|.|.TG.G

170 180
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RA A

190
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N I 1 R € N B I
B e e [ —1.£.
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T [ .C.
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Figura 19. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de BRA-CE-J269,, posigdo 161-240 do
alinhamento. O alinhamento foi feito no programa MEGA X utilizando o Clustal W (TAMURA; NEI,
1993). Regides conservadas em todas as sequéncias estdo identificadas por retangulos pretos, em
destaque cinza a sequéncias de EIAV do BRA-CE-J269 (ASININO) e em vermelho as substituicbes de
nucleotideos observadas e o numero de nucleotideos da sequéncia estdo identificados na base da

figura.

POCONE-BRAZ (MN560571)
POCONE-BRAL (MNS60970)
Liaoning (AF327877.1)
VACCINE (RF327878)
DLV1B8-8 (HM141%23.1)
WYOMING (NC_001450.1)
WSUS (BF247394.1)
VZ&(ABO0B1G7.1)

V70 (RBO0B1S6.1)
EIAVuk(AF016316.1)
SL(KM247555.2)
H3(JX480634.1)
F2(JxX480631.1)

DE (KM247554.1)

F4 (JxX480633.1)
F3(JX4808632.1)

Miyazaki2011-A(JX003263.1)
Miyazaki2(011-5(JxX003252.1)
Miyazaki2011-25(J%003253.1)
Miyazaki2(011-2%(JX003254.1)

CE-BR-C179 (MZ622018.1)

CE-BR-J272-10RZ (M2622019.1)
CE-BR-J488-AM (MZ622020.1)
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Figura 20. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de BRA-CE-J269,, posicdo 241-272 do
alinhamento. O alinhamento foi feito no programa MEGA X utilizando o Clustal W (TAMURA; NEI,
1993). Regides conservadas em todas as sequéncias estdo identificadas por retangulos pretos, em
destaque cinza a sequéncias de EIAV do BRA-CE-J269 (ASININO) e em vermelho as substituicdes de
nucleotideos observadas e o numero de nucleotideos da sequéncia estdo identificados na base da

figura.
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Na analise da similaridade de nucleotideos somente entre as sequéncias BRA-
CE-J269 (ASININO) e as demais sequéncias de equideos do Ceara foi observado que
esta apresentava variagcao de 88,2% a 89,2%. Ja a similaridade entre a sequéncia do
BRA-CE-J269 (ASININO) e os genomas brasileiros foi 88.6% com POCONE-BRA1
(MN560970) e 90,6 % com POCONE-BRA2 (MN560971), sendo a de maior
similaridade observada (Figura 21).

Na analise de similaridade de nucleotideos entre a sequéncia de BRA-CE-J269
(ASININO) e as sequéncias de EIAV mundiais os valores foram variaveis. A sequéncia
de BRA-CE-J269 (ASININO) apresentou similaridade de 80,2% com Liaoning, 79,7%
com VACCINE, 79,8% com DLV18-8, 81% com Wyoming, WSUS e EIAVuUk, 79,9%
com V26 e V70, 83,1% com AS, H3, F2, DE, F4 e F3, 82,4% a 84,5% com Miyazaki
2011 - A, Miyazaki 2011 — 5, Miyazaki 2011 — 25 e Miyazaki 2011 — 29 (Figura 21).

A analise filogenética empregando as 24 sequéncias de nucleotideos mostrou
que as seis sequéncias brasileiras se agrupam em um mesmo clado, enquanto que
dentro deste clado, a sequéncia do jumento BRA-CE-J269 (ASININO) agrupa apenas
com o genoma POCONE-BRA2. As seis sequéncias Brasil / Ceara agrupam proximas
do clado da sequéncia do Jap&do — Miyazaki, com um valor de booftstrap de 59. As
sequéncias da China (Liaoning, Vaccine, DLV18-8), Estados Unidos (Wyoming,
EIAVuk, WSUS5, V26, V70), Japao (Miyazaki 2011 — A, Miyazaki 2011 — 5, Miyazaki
2011 — 25 e Miyazaki 2011 — 29), Ilanda (H3, F4, F3, F2) junto com trés sequéncias
da ltalia (SA, DE, ta1), formam quatro clados separados, com elevados valores de

bootstrap (Figura 22).
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| 1. 2 3 a4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
1 [BRA_CE_J269(ASININO)
2 [pocone-BRAZ(MNSE0971) 90,6
3 |POCONE-BRA1(MNS560970) 88,6 91,8
4 |Liaoning(AF327877.1) 80,2 84,0 82,2
5 [VACCINE(AF327878) 79,7 83,0 82,2 97,3
6 [pLvis-8(HM141923.1) 79,8 82,6 81,8 97,7 98,1
7 lwyominG(nc_o01450.1) 81,0 86,0 83,5 86,1 87,0 87,5
8 [wsus(AF247394.1) 31,0 86,0 83,5 86,1 87,0 87,5 100,0
s |v26(AB008197.1) 79,9 85,0 82,4 85,1 87,0 86,5 99,2 99,2
10jv70(aB008196.1) 79,9 85,1 82,4 851 86,1 86,5 99,2 99,2 98,5
11 [EIAVUK(AF016316.1) 31,0 86,0 83,5 86,1 87,0 87,5 100,0 100,0 99,2 99,2
12 |sA(KM247555.2) 83,1 83,6 83,1 81,8 81,2 81,7 80,5 80,5 80,6 79,4 80,5
13 |H3(1x480634.1) 83,1 83,6 83,1 81,8 81,2 81,7 80,5 80,5 80,6 79,4 80,5 100,0
14|F2(1x480631.1) 23,1 83,6 83,1 81,8 81,2 81,7 80,5 80,5 80,6 79,4 80,5 100,0 100,0
15 |DE(KM247554.1) 83,1 83,6 83,1 81,8 81,2 81,7 80,5 80,5 80,6 79,4 80,5 100,0 100,0 100,0
16|Fa(1xa80633.1) 83,1 83,6 83,1 81,8 81,2 81,7 80,5 80,5 80,6 79,4 80,5 100,0 100,0 100,0 100,0
17|F3(xa80632.1) 83,1 83,6 83,1 81,8 81,2 81,7 80,5 80,5 80,6 79,4 80,5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
18 |Miyazaki2011-A(JX003263.1) 83,4 84,5 82,6 80,2 80,3 80,8 80,9 80,9 79,8 79,9 80,9 77,5 775 77,5 775 775 77,5
19 |Miyazaki2011-5(JX003252.1) 84,5 85,5 84,0 81,3 81,4 81,9 82,0 82,0 80,9 81,0 82,0 78,5 785 785 785 785 785 96,5
20|Miyazaki2011-25(])(003253.1} 83,1 85,0 82,6 80,8 80,9 81,4 81,6 81,6 80,5 80,5 81,6 76,4 76,4 76,4 764 76,4 76,4 985 97,3
21|Mi','azaki2011-29(])(003254.1} 82,4 84,4 81,4 79,1 79,2 79,8 81,9 81,9 80,8 80,9 81,9 757 757 757 757 757 757 952 97,7 95,7
22|ce-BR-C179(Mz622018.1) 89,2 89,3 90,1 81,9 81,5 82,0 82,7 82,7 81,7 81,7 82,7 81,2 81,2 81,2 81,2 81,2 81,2 84,9 853 83,9 82,8
23|CE-BR-J272-10AZ(MZ622019.1) |88,6 91,8 99,2 82,2 82,2 81,8 83,5 83,5 82,4 824 83,5 83,1 83,1 83,1 83,1 83,1 83,1 82,6 84,0 82,6 81,4 90,1
2a|ce-BR-1a88-AM(MZ622020.1) 88,2 91,4 98,9 82,7 82,7 82,3 84,0 84,0 82,9 82,9 84,0 83,6 83,6 83,6 83,6 83,6 83,6 83,1 84,5 83,1 81,9 89,7 99,6

Figura 21. Similaridade de nucleotideos entre a sequéncia de BRA-CE-J269 (ASININO) e 23 sequencias de EIAV depositadas no Genbank*. *Estimativa
da similaridade de nucleotideos entre 24 sequéncias de nucleotideos de 272 pb do EIAV: 1 sequéncias de nuclecotideos de EAIV de equideos do Ceara e
outras sequencias mundiais ja publicadas, entre elas POCONE-BRA1, POCON-BRA2 (MN560970 e MN560971) dois genomas completos brasileiros e trés
sequéncias de nucleotideos ja descritas anteriormente no Ceara, sendo uma em equino (CE-BR-C179/ MZ622018) e dois em asininos (CE-BR-J272-10AZ /
MZ622019 e CE-BR-J488-AM / MZ622020). Ainda, sequencias de genomas de isolados na China, nos Estados Unidos, no Japao, na Irlanda e sequéncias
retiradas de genomas parciais de isolados na Italia.
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Figura 22. Andlise filogenética da sequéncia de nucleotideos de BRA-CE-J269 (ASININO) e 23
sequencias de EIAV depositadas no Genbank. Andlise filogenética baseada em 24 sequéncias de
nucleotideos do EIAV, 4 sequéncias de nucleotideos obtidas a partir do DNA proviral de equideos do
Ceara, BRA_CE_J269 (ASININO), CE-BR-C179, CE-BR-J-272-10AZ, CE-BR-J488-AM, 2 sequéncias
de genomas completos brasileiros, POCONE-BRA1, POCONE-BRA2. E 18 sequéncias mundiais: H3,
F4, F3, F2, SA, DE Liaoning, Vaccine, DLV18-8, Wyoming, EIAVuk, WSU5, V26, V70, Miyazaki 2011 —
A, Miyazaki 2011 — 5, Miyazaki 2011 — 25 e Miyazaki 2011 — 29. Os cinco clados na arvore estéo
destacados por cores: sequéncias brasileiras em vermelho, da China em preto, dos Estados Unidos
em laranja, da Irlanda e Italia em cinza, e do Japao em azul. O niumero de acesso para cada sequéncia
esta identificado entre parénteses. A arvore filogenética foi inferida no programa MEGA versdo X
(KUMAR et al., 2018), usando o método da Maxima Verossimilhanga e o modelo Tamura-Nei
(TAMURA; NEI, 1993). A arvwore com a probabilidade de log mais alta (-1284,74) é mostrada. Uma
distribuicido Gama discreta foi usada para modelar diferengcas de taxa ewlutiva entre locais (5
categorias (+G, pardmetro = 0,4577)). O modelo de taxa de variagéo permitiu que alguns sitios fossem
ewlutivamente invariaweis ([+1], 6,05% sitios). A arvore é desenhada em escala, com comprimentos de
ramificagdo medidos no numero de substituicdes por site. Esta andlise enwlveu 24 sequéncias de
nucleotideos. As posi¢gdes de cddon incluidas foram 1st+2nd+3rd+Noncoding. Havia um total de 272
posi¢cdes no conjunto de dados final.
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5.2 ANIMAIS DO PARQUE NACIONAL DE JERICOACOARA

5.21 Analises imunologicas para AlE

Os resultados das avaliagbes do estado imunolégico dos equideos de
Jericoacoara para AIE, mostraram que dentre os soros de 112 equideos (104 cavalos
e 8 muares) 11,6% (13/112) foram positivos no IDGA (12 cavalos € 1 muar), 25,9%
(29/112) no ELISA p26 (24 cavalos e 5 muares), 1,8% (2/112) indeterminados e no
ELISA gp90 36,6% (41/112) dos animais (38 cavalos e 3 muares) foram positivos,
7,1% (8/112) indeterminados. Todos os 13 animais positivos em IDGA também foram
positivos em ELISA p26 e ELISA gp90. Além disso, 7 animais foram positivos em
ELISA p26 e ELISA gp90, mas negativos em IDGA (tabela 5).

Tabela 5. Testes imunoldgicos para AIE dos equideos do Parque Nacional de
Jericoacoara

Testes Imunolégicos

Resultados IDGA ELISA p26 ELISA gp90

+ 13 (11,6%) 29 (25,9%) 41 (36,6%)

- 99 (88,4%) 81 (72,5%) 63 (56,3%)
INDETERMINADOS 0 (0%) 2 (1,6%) 8 (7,1%)

+ Positivos, - Negativos

522 Avaliagdes clinicas

Dos animais estudados 95% (106/112) eram machos. A avaliagao clinica
completa foi feita em 102/112 dos cavalos estudados na Vila de Jericoacoara. Esta
avaliagao clinica mostra que os animais apresentaram uma boa condi¢do corporal
com peso médio de 319,3 £ 54,2 kg e EC de moderado a bom (2,5+0,68). Também
foi possivel estimar valores médios de frequéncia cardiaca = 40,6 £ 8 bmp, frequéncia
respiratéria = 24+8,58 mpm e temperatura retal 37,5 £0,5 °C.

Foi feita uma analise comparativa da populagdo de animais ndo infectados
(negativos em todos os testes diagndsticos soroldgicos) com a populagdo de animais
infectados por EIAV (positivos nos trés testes diagndsticos soroldgicos). Na populagéo
negativa, de 52 animais, foi possivel fazer a avaliagao clinica completa de 46 animais.
Esta avaliagdo mostrou que os animais tinham uma condicdo corporal com peso

médio de 317,4 + 14,6 kg com EC médiode 2,5+ 0, 17, frequéncia cardiaca média
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=41 £ 2, 6 bmp, respiragdo média frequéncia = 26,4 £ 2,36 mpm e temperatura retal

média 37,5 + 0,14 °C.

Na populacdo positiva, foi possivel fazer uma avaliacdo clinica completa de

todos os 13 animais, que apresentaram peso médio de 307,5 + 18,4 kg com EC médio

de 2,15 £ 0,36, frequéncia cardiaca média = 38,77 + 3,6 bpm, frequéncia respiratéria

média = 24 + 3,3 mpm e temperatura retal média 37,6 + 0,21 °C. Todos os valores

médios sao apresentados na tabela 6. Nao foram observadas associagdes entre

alteragdes nos parametros da avaliagao clinica e a presencga da infeccédo por EIAV.

Tabela 6. Parametros de avaliagao clinica dos equideos do Parque Nacional de

Jericoacoara
Avaliagao Clinica
Populacgao total (n=102)
oot pentes  TmERWR pew Eoor
Y:;:::c‘:': 32 — 44 bpm 8 -20 mpm 37,2-385°C 311-350Kg 0-5
Média 40,65 24,07 37,52 319,27 2,54
Desv. Padrao 8,04 8,58 0,49 54,24 0,68
Interv. Confianca 1,55 1,65 0,10 10,53 0,13
Valor Maximo 69,00 48,00 38,90 461,00 4,00
Valor Minimo 21,00 2,00 36,20 200,00 1,00
Populagédo Positivos (n=13)
Média 38,77 24,00 37,60 307,54 2,15
Desv. Padrao 6,64 6,01 0,49 33,89 0,66
Interv. Confianga 3,61 3,27 0,21 18,43 0,36
Valor Maximo 50,00 38,00 38,40 368,00 3,00
Valor Minimo 30,00 15,00 36,80 250,00 1,00
Populacao Negativos (n=52)
Média 40,98 26,39 37,50 317,40 2,49
Desv. Padrao 9,25 8,15 0,49 51,63 0,58
Interv. Confianca 2,64 2,36 0,14 14,60 0,17
Valor Maximo 69,00 48,00 38,90 450,00 4,00
Valor Minimo 25,00 12,00 36,50 205,00 1,00
p-value* 0,4248 0,3303 0,4599 0,5185 0,0745

* Calculado usando T test calculator, onde foram comparadas as médias das populagbes de animais
infectados / positivos e ndo infectados / negativos ** ECC- Escore corporal: 0 animal muito magro, 1

magro, 2 moderado, 3 bom, 4 gordo e 5 muito gordo

523 Avaliacdo hematoldgica

Foi feito hemograma completo dos 112 equideos do estudo, e tragcado um perfil

hematolégico dos animais avaliados, onde os valores médios da populagdo total, dos
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animais positivos nos testes soroloégicos para AIE (IDGA, ELISA gp90 e ELISA p26) e
0s negativos em todos os testes de diagndstico estdo demostrados nas Tabelas 7, 8
e 9.

As médias apresentaram-se bem pareadas, entre a populacdo infectada e a
populagao nio infectada, e ndo foram observadas associagdes entre alteracdes nos
valores a presenca de infeccdo pelo EIAV. Com isso, a populagao total apresentou
como valores médios da série vermelha do sangue (eritrograma), 7,58 + 1,16 X 108
células/uyL de hemacias, hematdcrito de 31,79 + 4,82 % e hemoglobina de 10,59 +
1,61 g/dL. Nos cavalos positivos, ndo foram observadas grandes alteragdes nos
valores hematolégicos médios (hemacias 7,74 + 1,36 X 10° células/uL, hematdcrito
32,54 1+ 5,68% e hemoglobina 10,84 + 1,90 g/dL), mas alguns animais apresentaram
alteragdes importantes, baixas concentragdes de hemacias em 3 animais, hematdcrito
em 6 e hemoglobina em 8 cavalos, dos quais 3 apresentaram baixas concentragdes
nos trés parametros simultaneamente caracterizando anemia. Em relagdo aos animais
ndo infectados, os valores médios foram de hemacias 7,59 + 1,02 X 108 células/uL,
hematdcrito 31,79 = 4,22 % e hemoglobina 10,59 + 1,41 g/dL (Tabela 7). Destes
animais 28 animais apresentaram baixas concentragdes de hemoglobina, 17 em
eritrocitos e 22 em hematdcrito e 17 apresentaram baixas concentracdes nos trés
parametros que caracterizam simultaneamente a anemia.

Na avaliagdo hematoldgica, também foram calculados os valores médios da
série branca das células sanguineas (leucograma), onde foi observada para a
populacao total uma média de 10.144,25 + 2.603,61 leucdcitos/ulL, com 5.277,21 +
1.902,72 neutrdfilos/ul, 726,08 + 563,19 eosindfilos /uL de, 32,61 + 59,24 basofilos/ulL
de basdfilos, 3.555,81 + 1.408,56 linfécitos /uL e 387,13 + 272,71 mondcitos/uL de
mondcitos, conforme mostrado na tabela 8. Enquanto as médias da populacdo de
animais positivos nos trés testes soroldgicos (n=13) foram 10.225,42 + 2.993,31
leucdcitos/uL de leucéceitos, com 5.256,66 + 2.175,18 neutrofilos/ul, 741,00 £ 447,90
eosinofilos/uL, 29,76 + 45,97 basdfilos /uL, 3.475,88 + 1.067,14 linfécitos/uL e 367,79
+ 246,58 mondcitos /uL. A média da populacdo de equideos que testaram negativo
nos trés testes soroldgicos (n=52) foi de 9.884,08 + 2.77,58 leucocitos/ul, com
5.295,14 + 2.178,66 neutréfilos/uL, 687,63 +602,46 eosindfilos/uL, 25,82 + 51,32
baséfilos/uL, 3.390,78 + 1.374,71 linfécitos/uL e 380,94 + 245,23 mondcitos /UL
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Tabela 7. Eritrograma dos equideos do Parque Nacional de Jericoacoara
Eritrograma
Populagao total (n=112)
Hemacias (X 106 céls/uL) Volume Globular (%) Hemoglobina (g/dL)

Valores de

Referéncia 7,0-13,0 32 -52 11 -19
Média 7,58 31,79 10,59
Desv. Padrao 1,16 4,82 1,61
Interv. Confianca 0,21 0,89 0,30
Valor Maximo 11,40 48,00 16,00
Valor Minimo 5,00 21,00 7,00
Populacao Positivos (n=13)
Média 7,74 32,54 10,84
Desv. Padrao 1,36 5,68 1,90
Interv. Confianga 0,74 3,09 1,03
Valor Maximo 10,50 44,00 14,70
Valor Minimo 5,70 24,00 8,00
Populagao Negativos (n=52)
Média 7,59 31,79 10,59
Desv. Padrao 1,02 4,22 1,41
Interv. Confianca 0,28 1,15 0,38
Valor Maximo 9,50 40,00 13,30
Valor Minimo 5,70 24,00 8,00
p-value* 0,6596 0,5956 0,5966

* Calculado usando T test calculator, onde foram comparadas as médias das populagbes de
animais infectados / positivos e nado infectados / negativos.

Considerando as avaliagdes individual dos animais, foi observado que 11
animais nao infectados apresentavam leucocitose enquanto na populagdo de animais
infectados, 2 animais apresentavam leucocitose. Mas analisando os valores médios,
ficou claro que ndo foram observadas alteragdes significativas dos valores médios
entre as populagdes infectadas e ndo infectadas pelo EIAV.

Ainda nas avaliagbes hematologicas, foi estimada a contagem total de
plaquetas de todos os animais. Os animais apresentaram valor médio de 126,01 *
37,67 x 103 plaquetas/uL. Separando a populagido em positivos e negativos, as médias
permaneceram bem pareadas entre as populagdes (118,69 + 27,83 x 103 plaquetas/uL
para a populagdo nos animais positivos e 127,48 + 36,19 x 103 plaquetas/uL nos
animais negativos). Nao foram observadas alteragbes significativas nos valores

associados a infecgao por EIAV, conforme Tabela 9.
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Tabela 8. Leucograma dos equideos do Parque Nacional de Jericoacoara

Populagao total (n=112)

Neutrofilos

Leucocitos totais Segmentados Eosinéfilos Baséfilos  Linfocitos Monoécitos
VR (céls/pl) 6.000 — 12.500 2.700 — 7.000 100 -1.000 0-290 1.500 — 6.000 100 —1.000

Média 10.144,25 5.277,21 726,08 32,61 3.555,81 387,13
Desv. Padrao 2.603,61 1.902,72 563,19 59,24 1.408,56 272,71
Interv. Confiancga 482,19 352,38 104,30 10,97 260,86 50,50

Valor Maximo 17.640,00 11.536,00 3.087,00 361,00 7.644,00 1.422,00
Valor Minimo 3.143,00 2.150,00 0,00 0,00 807,98 0,00

Populagédo Positivos (n=13)
Média 10.225,42 5.256,66 741,00 29,76 3.475,88 367,79
Desv. Padrao 2.993,31 2.175,18 447,90 45,97 1.067,14 246,58
Interv. Confianga 1.627,15 1.182,42 243,48 24,99 580,09 134,04
Valor Maximo 17.640,00 10.055,00 1.587,60 111,30 5.468,00 890,40
Valor Minimo 6.300,00 2.961,00 0,00 0,00 1.134,00 78,75
Populagao Negativos (n=52)

Média 9.884,08 5.295,14 687,63 25,82 3.390,78 380,94
Desv. Padrao 2.772,58 2.178,66 602,46 51,32 1.374,71 245,23
Interv. Confianga 753,58 592,16 163,75 13,95 373,64 66,65

Valor Maximo 17.377,50 11.536,00 3.087,00 221,00 6.489,76 1.422,00
Valor Minimo 3.143,00 2.150,00 0,00 0,00 807,98 57,23
p-value* 0,6972 0,9547 0,7675 0,8016 0,8362 0,8634

VR= Valores de referéncia; * Calculado usando T test calculator, onde foram comparadas as médias
das populagdes de animais infectados / positivos e néo infectados / negativos.

Tabela 9. Contagem total de plaquetas dos equideos do Parque Nacional de

Jericoacoara
Plaquetas (x 103)

Populacao total (n=112) Populagao Positivos (n=13) Populacao Negativos (n=52)
Média 126,01 Média 118,69 Média 127,48

Desv. Padrao 37,67 Desv. Padrao 27,83 Desv. Padrao 36,19

Interv. Confianga 6,98 Interv. Confianga 15,13 Interv. Confianga 9,84
Valor Maximo 246,00 Valor Maximo 187,00 Valor Maximo 243,00
Valor Minimo 65,00 Valor Minimo 80,00 Valor Minimo 72,00

p-value* 0,4178
* Calculado usando T test calculator, onde foram comparadas as médias das populagbes de animais
infectados / positivos e ndo infectados / negativos. Valor de referéncia (X 103 /uL): 90 — 350.

Ainda das avaliagdes hematoldgicas, foi realizada a bioquimica sérica dos 112
equideos e foram calculados os valores médios das reag¢des de animais positivos e
negativos para AIE (Tabela 10). As médias nao apresentaram diferengas

significativas, com excegao dos valores de GGT, pois a média dos animais positivos
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apresentou valores elevados e as analises estatisticas confirmaram existir associagao
entre alteragcao nos niveis GGT e a presenca da infeccao por EIAV.

Na analise das enzimas hepaticas, os valores médios observados na populacéo
total foram ALT 12,87 + 1,15 U/L, AST 311,61 + 10,98 U/L, GGT 48,17 £ 12 ,99 UI/L,
ALP 342,73 £ 30,49 U/L e CK 529,05 + 37,63 U/L. Entre os animais positivos nos trés
testes diagndsticos para AIE, as concentragdes médias foram ALT 14,12 + 4,26 UIL,
AST 300,12 + 22,33 U/L, GGT 74,35 + 39,15 U/ L, ALP 381,51 £+ 71,40 U/L e CK
521,26 + 112,12 U/L. Enquanto na populagdo de animais negativos as concentragbes
médias foram ALT 13,47 + 1,72 U/L, AST 320,41 £ 16,57U/L, GGT 31,87 + 9,21 UIL,
ALP 309,26 + 37,01 U/L e CK 541,61 + 51,12 U/L (Tabela 10).

Também foram calculados os valores médios das enzimas hepaticas e renais
dos grupos separados: animais positivos apenas em ELISA gp90, animais positivos
apenas em ELISA p26 e animais positivos apenas nos dois ELISAS, tais analises
confirmaram as associacdes estatisticas entre elevados valores de GGT e a presenca
da infecgao por EIAV. Essas analises demostraram também associacdes estatisticas
entre os valores de fosfatase alcalina (FA) e a presenca da infecgdo por EIAV, mas
essa associagao nao foi observada quando sdao somados as analises os animais
positivos também em IDGA (Tabela 10).

No perfil bioquimico das enzimas renais da populagdo, foram observadas
concentragdes médias de ureia de 48,54 + 3,42 mg/dL e de creatinina 1,92 £ 0,10
mg/dL. Entre os animais positivos em todos os testes diagndsticos para AIE, as
concentragdes médias foram de ureia 53,23 + 10,06 mg/dL e creatinina 1,86 + 0,30
mg/dL, enquanto na populagdo de animais negativos ureia 47,07 £ 5,35 mg/dL e
creatinina 1,92 + 0,14 mg/dL.

Dos resultados de proteinas séricas totais, albuminas, globulinas e fibrinogénio,
os valores médios permaneceram bem semelhantes entre a populagdo de animais
positivos e a populagéo negativa, e ndo foram observadas associag¢des de alteragdes
nos valores e a presenca de AIE, conforme demostrado na Tabela 11.

Dos animais 25/112 animais apresentaram baixas concentragcdes de albumina,
apenas dois animais foram positivos. Enquanto 17/112 apresentaram altas
concentragdes de albumina, e neste grupo cinco animais foram positivos nos trés
testes diagnosticos. Em 99/112 (88,4%) os cavalos apresentavam altas
concentragdes de globulinas. Ainda, toda a populagdo apresentou baixa relagéo

albumina/globulina.
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Tabela 10. Enzimas hepaticas e marcadores renais dos equideos do Parque Nacional de Jericoacoara

Bioquimica Sérica

Populagao total (n=112)

Alanina aminotransferase Aspartato aminotransferase Creatina quinase Fosfatase alcalina Gama-glutamil Creatinina Ureia
ALT (UIL) AST (U/L) CK (U/L) FA (U/L) transferase GGT (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
VR 3-23 226 — 366 0-500 143 - 395 14 -62 12-19 214-515
Média 12,87 314,42 529,05 342,73 48,17 1,92 48,54
Desv. Padrao 6,20 59,26 203,21 164,65 70,15 0,52 18,45
Interv. Confianga 1,15 10,98 37,63 30,49 12,99 0,10 3,42
Valor Maximo 40,00 421,00 1155,00 1079,50 485,50 3,97 103,50
Valor Minimo 3,00 158,50 193,00 22,00 9,00 1,04 5,50
Populagao Positivos (n=13)
Média 14,12 300,12 524,92 381,51 74,35 1,86 53,23
Desv. Padrao 7,83 41,07 224,65 131,35 72,01 0,56 18,51
Interv. Confianga 4,26 22,33 122,12 71,40 39,15 0,30 10,06
Valor Maximo 34,00 380,00 931,00 605,50 288,50 2,82 92,50
Valor Minimo 5,00 229,00 241,00 180,00 13,00 1,05 21,00
Populagao Negativos (n=52)
Média 13,47 320,41 541,61 309,26 31,87 1,92 47,07
Desv. Padrao 6,35 60,95 188,07 136,16 33,88 0,51 19,70
Interv. Confianca 1,72 16,57 51,12 37,01 9,21 0,14 5,35
Valor Maximo 40,00 421,00 1.155,00 742,00 257,00 3,97 103,50
Valor Minimo 3,00 158,50 256,00 22,00 9,00 1,20 5,50
p-value* 0,7539 0,2610 0,7844 0,0899 0,0027 0,7110 0,3117
Populagao Positivos apenas ELISA gp 90 (n=41)
Média 13,54 308,72 488,16 381,65 73,93 1,91 49,77
Desv. Padrao 6,37 55,64 202,84 197,42 103,64 0,56 16,45
Interv. Confianga 1,95 17,03 62,09 60,43 31,72 0,17 5,04
Valor Maximo 34,00 408,00 931,00 1079,50 485,50 3,48 92,50

Valor Minimo 5,00 164,00 193,00 144,50 11,00 1,05 21,00
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p-value** 0,9581 0,3427 0,1920 0,0395 0,0072 0,9286 0,4827
Populacao Positivos apenas ELISA p26 (n=29)
Média 12,48 316,22 555,60 400,13 75,50 1,97 51,07
Desv. Padrao 6,25 54,87 234,43 181,24 94,71 0,58 18,69
Interv. Confianga 2,27 19,97 85,32 65,96 34,47 0,21 6,80
Valor Maximo 34,00 408,00 1027,00 1079,50 485,50 3,48 92,50
Valor Minimo 5,00 190,50 193,00 144,50 13,00 1,05 21,00
p-value** 0,5007 0,7596 0,7699 0,0127 0,0035 0,6883 0,3751
Populacao Positivos em ELISA gp 90 e ELISA p26 (n=20)
Média 13,48 309,30 482,88 399,81 89,88 1,91 52,40
Desv. Padrao 6,79 53,08 214,73 199,44 110,36 0,62 17,56
Interv. Confianga 2,98 23,26 94,11 87,41 48,37 0,27 7,70
Valor Maximo 34,00 408,00 931,00 1079,50 485,50 3,48 92,50
Valor Minimo 5,00 213,00 193,00 144,50 13,00 1,05 21,00
p-value** 0,9953 0,4760 0,2579 0,0306 0,0010 0,9443 0,2936

VR= Valores de referéncia; * Calculado usando T test calculator, onde foram comparadas as médias da populacdo de animais positivos em todos os

testes soroldgicos e da populagdo dos animais negativos em todos os testes. ** Calculado usando T test calculator, onde foram comparadas as médias das

populagdes de animais positivos apenas em ELISA p90 / ELISA p26 / ELISA gp90+ELISA p26 e da populagdo dos animais negativos em todos os testes.
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Tabela 11. Dosagens das proteinas totais, albumina, globulinas e fibrinogénio dos equideos do Parque Nacional de

Jericoacoara

Concentragdes das Proteinas Hematolégicas

Populacao total (n=112)

Proteinas Totais

Albumina Globulina Relagao A:G

Fibrinogénio

Refgf;‘;;?: ?g";dl_) 6,1-7,5 26-33 26-40 06-09 100 -400
Média 7,87 2,64 5,23 0,51 328,57
Desv. Padrao 1,58 0,64 1,14 0,11 164,44
Interv. Confianga 0,29 0,12 0,21 0,02 30,45
Valor Maximo 12,65 4,75 8,86 0,85 1000,00
Valor Minimo 3,82 1,35 2,38 0,21 200,00
Populagao Positivos (n=13)
Média 8,58 2,88 5,70 0,51 384,62
Desv. Padrao 1,88 0,74 1,28 0,10 199,41
Interv. Confianga 1,02 0,40 0,70 0,05 108,40
Valor Maximo 11,96 3,95 8,10 0,72 800,00
Valor Minimo 6,06 1,79 4,11 0,37 200,00
Populagdo Negativos (n=52)
Média 7,77 2,65 5,12 0,52 330,77
Desv. Padrao 1,50 0,59 1,01 0,08 174,90
Interv. Confianga 0,41 0,16 0,28 0,02 47,54
Valor Maximo 12,65 4,12 8,53 0,67 1000,00
Valor Minimo 4,21 1,35 2,62 0,37 200,00
p-value* 0,1031 0,2371 0,0844 0,6696 0,3379

* Calculado usando T test calculator, onde foram comparadas as médias da populagdo de animais positivos
em todos os testes soroldgicos e da populagdo dos animais negativos em todos os testes.
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524 Detecgado de DNA proviral de EIAV e andlise filogenética

O DNA amplificado do tamanho esperado na PCR tat-gag foi detectado em
26/112 (23, 2 %) das amostras de sangue total, sendo 25/104 cavalos (24%) e uma
muar (12,5% -1/8). Desses amplificados foram obtidas 17/112 (15, 2%) sequéncias
tatgag EIAV, JERI 8 TATGAG, JERI 11_TATGAG, JERI 13 _TATGAG,
JERI_ 19 TATGAG, JERI 24 TATGAG, JERI 27 TATGAG, JERI 34 TATGAG,
JERI_36_TATGAG, JERI 41 _TATGAG, JERI 43 TATGAG, JERI 44 _TATGAG,
JERI 47 _TATGAG, JERI 58 TATGAG, JERI 65 TATGAG, JERI 78 TATGAG,
JERI_79 TATGAG e JERI 193 TATGAG. Destes animais foram 9/17 foram gp90
ELISA, p26 ELISA e AGID positivos, 4/17 destes animais foram gp90 ELISA e p26
ELISA positivos e AGID negativos e 4/17 animais foram positivos apenas no gp90
ELISA.

Foram comparadas as 17 sequéncias tat-gag do EIAV encontradas nos
equideos com outras sequéncias depositadas no Genbank, incluindo sequéncias de
genomas brasileiros, POCONE-BRA1 e POCONE-BR2, outras sequéncias ja
descritas no Ceara, e outras sequéncias descritas no Japao, China, EUA, ltalia e
Iranda. Foi observado que sequéncias brasileiras foram agrupadas no mesmo clado,
com um valor de bootstrap de 58, onde 10 sequéncias de JERI agrupam com
sequencias de jumentos do Ceara e com a sequéncia do genoma brasileiro POCONE-
BRA1, apoiadas por um valor de bootstrap de 99. Enquanto sequéncias do Japao,
EUA, China e Ilanda e Italia, formam quatro clados separados e bem definidos na
arvore, apoiados por um elevado valor de bootstrap (Figura 23).

Na andlise da similaridade de nucleotideos somente entre as sequéncias de
equideos foi observada similaridade de 82,4% a 100%. Enquanto a similaridade entre
as sequencias do Ceara ja depositadas no Genbank foi de 84,7% a 100% e entre as
sequencias dos genomas brasileiros que sdo cavalos do Pantanal foi 85,8% a 99,6%.
As sequéncias de equideos de Jericoacoara quando comparadas com as sequéncias
de EIAV mundiais apresentaram valores variaveis de similaridade de nucleotideos,
variando de 71,8% a 85,3 (Figura 24).
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Figura 23. Analise filogenética das sequéncias de EIAV detectados nos equideos do Parque
Nacional de Jericoacoara, com 41 sequéncias parciais da regidao tat-gag. A andlise foi feita
empregando o método da Maxima Verossimilhanga e do modelo Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993). A
arvore com a probabilidade de log mais alta (-1793,12) é mostrada. A porcentagem de arvores nas
quais os taxons associados se agrupam € mostrada ao lado dos ramos. As arvores iniciais para a busca
heuristica foram obtidas automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz
de distancias pareadas estimadas usando a abordagem Maximum Composite Likelihood (MCL) e, em
seguida, selecionando a topologia com valor de log verossimilhanga superior. Uma distribuicdo Gama
discreta foi usada para modelar diferengas de taxa ewlutiva entre locais (5 categorias (+G, parametro
= 0,3802)). O modelo de taxa de variagdo permitiu que alguns sitios fossem ewlutivamente invariaweis
([+1], 26,84% sitios). A arvore é desenhada em escala, com comprimentos de ramificagdo medidos no
numero de substituicdes por local. Esta analise enwlveu 41 sequéncias de nucleotideos. Havia um
total de 272 posigdes no conjunto de dados final. As analises ewlutivas foram realizadas no MEGA X
(KUMAR et al., 2018).
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1 2 3 4 5 (3 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 |JAPAO JX003263.1
2 |JTAPAO_JX003252 94,4
3 |JAPAO JX003254 96,0 28,5
4 |JTAPAO JX003253 98,4 97,2 26,4
5 |[USA_AF247394 78,4 79,8 81,0 79,1
6 [USA _AF016316 78,4 78,8 81,0 79,1 1008,0
7 |CHINA AF327878 78,4 78,5 77,3 77,9 84,5 84,5
8 [CHINA HM141923 78,4 74,5 77,3 77,9 85,6 85,6 97,7
S |CHINA AF327877.1 77,7 77,8 76,6 77,2 82,% 83,% 96,8 97,7
10 |ITALY RM247554 72,5 74,¢ 72,9 72,2 78,1 78,1 78,5 78,7 7%,8
11 |ITALY RM247555.2 72,5 74,¢ 72,9 72,2 78,1 73,1 78,5 78,7 7%,8 100,0
12 [USA NC 001450.1 78,4 79,8 81,0 79,1 108,0 100,0 84,5 85,6 83,9 78,1 78,1
13 |[IRELAND JX480634.1 H3 72,5 74,¢ 72,9 72,2 78,1 73,1 7&,5 7%,7 7%,8 100,0 100,0 73,1
14 |[IRELAND JX480631.1 F2 7z,5 74,9 72,9 72,2 78,1 78,1 7&,5 79,7 79,8 100,0 100,0 78,1 100,0
15 |IRELAND JX480632.1 F3 72,5 74,¢ 72,9 72,2 78,1 78,1 78,5 79,7 78,8 100,0 100,0 78,1 100,0 100,0
16 [IRELAND JX480633.1 F4 72,5 74,¢ 72,9 72,2 78,1 73,1 78,5 7%,7 7%,8 100,0 100,0 78,1 100,0 100,0 100,0
17 [MN560970.1 POCONE-BRAL 7%,7 41,3 7¢,6 79,5 88,8 80,8 77,2 77,1 77,6 79,% 79,9 80,8 79,9 79,9 79,9 79,9
18 [MN560971.1 POCONE-BRAZ g1,& 83,0 83,1 €2,4 83,3 a3,a 78,6 79,5 81,4 81,8 B&1,8 a3,a 81,8 81,8 81,8 81,8 =0,5
19 |JERI 8 TATGAG 7%,7 81,3 7¢,& 79,5 80,8 80,8 77,2 77,1 77,6 7%, 79,9 80,8 79,9 79,9 79,2 79,9 89,2 90,5
20 |JERI 11 TATGAG 78,5 ao,2 74,4 78,5 88,2 80,2 76,6 76,5 77,0 7%, 79,9 80,2 79,9 79,9 79,2 79,9 28,5 B9, 85,2
21 |JERI 13 TATGAG g3,6 82,9 82,4 €3,4 83,5 @3,5 &0,9 82,0 80,2 79,% 79,9 83,5 79,9 79,9 78,9 79,9 20,0 90, 90,0 89,0
22 |JERI 19 TATGAG 7%,7 41,3 7¢,6 79,5 88,8 80,8 77,2 77,1 77,6 79,% 79,9 80,8 79,9 79,9 79,9 79,9 ©3,2 90,5 100,0 99,2
23 |JERI_24_TATGAG 7%,1 a&¢,7 79,0 78,9 80,2 80,2 76,5 76,4 76,9 79,3 79,3 80,2 79,3 79,3 79,3 79,3 ©3,8 90,0 98,8 98,8
24 |JERI 27 TATGAG 74,9 77,2 75,4 74,8 16,1 76,1 72,0 71,8 72,3 76,3 76,3 76,1 76,3 76,3 76,3 76,3 96,4 B6,8 97,2 94,4
25 |JERI 34 TATGAG 7%,7 41,3 7¢,6 79,5 88,8 80,8 77,2 77,1 77,6 7¢,¢ 79,9 80,8 79,9 79,9 79,2 79,9 ©5,.2 90,5 100,0 99,2
26 |JERI 36 TATGAG §3,6 83,2 84,3 £4,3 82,3 82,3 81,3 82,4 81,8 76,3 76,3 82,3 76,3 76,3 76,3 76,3 88,2 90,7 88,2 87,2
27 |JERI_41 TATGAG go,0 81,6 81,0 79,8 81,¢ @a&i,& 79,0 79,6 88,3 75,0 75,0 ai,e 75,0 75,0 75,0 75,0 87,0 €7,8 87,0 B&,0
28 |JERI_43_TATGAG gz,3 84,4 82,8 &2,1 78,7 78,7 74,9 76,2 76,7 75,3 75,3 78,7 5,3 75,3 75,3 75,3 87,5 85,8 87,5 87,0
29 |JERI 44 TATGAG 77,8 7,4 77,7 77,5 78,9 78,9 73,8 73,7 74,2 76,7 76,7 78,9 76,7 18,7 76,7 76,7 ©7,3 BE,0 97,3 96,5
30 |JERI_47_TATGAG 78,5 7%,7 79,8 79,1 78,2 78,2 76,9 78,1 78,8 78,4 78,4 79,2 78,4 78,4 78,4 78,4 88,0 BE,1 83,0 BE,0
31 |JERI_58 TATGAG g0,z 81,8 8¢,2 €o0,1 81,3 @1,3 77,8 77,7 78,2 80,5 GBO,5 @&1,3 80,5 80,5 80,5 80,5 99,6 90,9 99,6 O98,B
32 |JERI_65 TATGAG g0,z 81,8 8e¢,2 €0,1 8¢,2 &o,2 77,8 76,5 77,0 78,1 78,1 &ao0,2 78,1 78,1 78,1 78,1 =3,1 £8,0 23,8 98,1
33 |JERI 78 TATGAG go,7 82,3 81,2 €1,3 80,7 @&o,7 78,6 79,8 78,0 79,0 79,0 ao,7 79,0 79,0 79,0 79,0 89,6 £9,2 89,6 BE,6
34 |JERI 79 TATGAG g0,z 81,8 8e,2 €o0,1 81,3 @1,3 77,8 77,7 78,2 80,5 GBO,5 A&1,3 80,5 80,5 80,5 80,5 %9,6 90,9 29,8 OB,B
35 |JERI_193 TATGAG 77,5 78,8 77,7 77,0 88,3 80,3 83,1 85,3 84,1 79,0 79,0 80,2 79,0 79,0 79,0 79,0 86,5 87,0 8E,5 65,4
36 |CE-BR-J272-10AZ/MZ622019 7%,7 41,3 7¢,6 79,5 88,8 80,8 77,2 77,1 77,6 79,¢% 79,9 80,8 79,9 79,9 79,2 79,9 ©5.2 90,5 100,0 99,2
37 |CE-BR-J488-AM/MZ622020 g0,z 81,8 8o,z €o0,1 81,3 @a8i,3 77,8 77,7 78,2 80,5 G&O,5 A1,3 80,5 80,5 80,5 80,5 ©3,8 90,0 99,8 OF,B
38 |CE-BR-J518-20AZ/MZ622021 g0,z 81,8 8¢,2 €o0,1 81,3 @1,3 77,8 77,7 78,2 80,5 GBO,5 @&1,3 80,5 80,5 80,5 80,5 99,6 90,9 99,6 O98,B
39 |CE-BR-J554-AZ/MZ622022 J7%,7 41,3 7¢,6 79,5 88,8 80,3 77,2 77,1 77,6 78, 7J8,8 @30,a 79,8 79,9 79,8 78,8 ©95,2 90,5 100,0 99,2
40 |CE-BR-J821-49/MZ622023 7%,8 81,4 79,7 79,6 80,6 80,é 77,0 76,9 77,4 80,4 EBO0,4 80,6 80,4 B0,4 80,4 80,4 ©8,8 B9,9 98,8 9E8,B
41 |CE-BR-C179/MZ622018 gz,9 83,4 81,7 €1,6 80,3 @o0,3 79,1 80,2 88,2 78,0 78,0 ao0,3 78,0 78,0 78,0 78,0 88,6 68,6 88,6 B7,6
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21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
1 |[JAPAD JX003263.1

2 |[JAPAO JX003252

3 |[JAPAD JX003254

4 |[JAPAD JX003253

5 [USA_AF247394

6 [USA_AFD16316

7 |[CHINA AF327878

8 [CHINA HM141923

9 |[CHINA AF327877.1

10 [ITALY RM247554

11 [ITALY KM247555.2

12 [USA_NC 001450.1

13 [IRELAND JX480634.1 H3

14 [IRELAND JX480631.1 F2

15 [IRELAND JX480632.1 F3

16 [IRELAND JX4B80633.1 F4

17 MNS560970.1 POCONE-BRA1

18 MN560971.1 POCONE-BRA2

19 |[JERI 8 TATGAG

20 |JERI_11_TATGAG

21 |JERI 13 TATGAG

22 |JERI_19_TATGAG 90,0

23 |JERT 24 TATGAG 88,5 98,8

24 |JERI 27 TATGAG 86,2 97,2

25 |JERI_34_TATGAG 80,0 100,0 97,2

26 |[JERI 36 TATGAG 91,0 23,2 7 24,3 88,2

27 |JERI_41_TATGAG 90,0 87,0 5 83,0 87,0 £8,1

28 |JERI_43_TATGAG g8,6 7,5 0 €4,z 87,5 B6,%4 85,2

29 |JERI 44 TATGAG 87,5 97,3 5 94,3 97,3 85,6 85,4 86,4

30 |JERI_47_TATGAG ¢4,z as,0 87,4 85,1 88,0 87,5 88,5 87,9 65,3

31 |JERI_58_TATGAG 80,4 99,6 99,2 96,8 99,6 BE,& 27,5 88,0 97,7 88,4

32 |JERI 65 TATGAG €s,5 3,8 97,7 96,0 98,8 B6,7 85,5 87,0 96,0 86,5 98,5

33 |JERI_78_TATGAG s0,6 as,6 89,1 85,8 B9,6 87,9 34,3 87,5 86,0 87,6 90,0 33,1

34 |[JERI 79 TATGAG %0,4 93,6 99,2 96,6 99,6 BE,6 27,5 88,0 97,7 88,4 100,0 92,5 80,0

35 |JERI_193_TATGAG es,s 86,5 =&85,9 82,4 86,5 E9,2 85,2 84,2 £3,8 88,4 87,0 84,95 85,%4 87,0

36 |[CE-BR-J272-10AZ/MZ622019 %0,0 100,0 98,8 97,2 100,0 Be,2 87,0 87,5 97,3 88,0 99,6 93,8 89,6 99,6 86,5

37 |[CE-BR-J488-AM/MZ622020 €s,5 99,6 98,5 96,6 99,6 88,6 26,5 88,0 96,9 87,5 98,2 93,5 80,0 93,2 B6,0 99,6

38 [CE-BR-J518-20AZ/MZ622021 s0,4 99,6 99,2 96,8 99,6 88,6 87,5 8e,0 97,7 88,4 100,0 98,5 90,0 100,0 67,0 99,6 99,2
39 |[CE-BR-J554-AZ/MZ622022 20,0 100,0 98,8 97,2 100,0 8s,2 27,0 87,5 97,3 82,0 99,6 93,8 89,6 99,6 B86,5 100,0 99,6 99,6
40 [CE-BR-J821-49/MZ622023 g9,4 93,8 98,4 96,0 98,8 B7,6 86,5 87,4 96,8 88,4 98,2 97,7 89,0 99,2 B5,9 93,8 98,5 93,2 93,8
41 |[CE-BR-C179/MZ622018 83,1 23,6 .0 84,7 @&8,6 ©88,6 83,0 87,5 86,0 85,2 89,0 87,1 85,5 63,0 67,5 66,6 68,1 89,0 84,6 B6,0

Figura 24. Similaridade de nucleotideos entre das sequénciasde EIAV detectados nos equideos do Parque Nacional de Jericoacoara e 24 sequencias
de EIAV depositadas no Genbank da regido tat-gag. *Estimativa da similaridade de nucleotideos entre 41 sequéncias de nucleotideos de 272 pb do EIAV:
17 sequéncias tat-gag do EIAV encontradas nos equideos com sequéncias parciais retidas de genomas brasileiros, POCONE-BRA1 e POCONE-BR2, outras
sequéncias ja descritas no Ceara, e outras sequéncias descritas no Japdo, China, EUA, ltalia e Irlanda.
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525 Acompanhamento clinico e sorolégico de equideos infectados pelo EIAV

5.2.5.1 Sorologia pareada

Foi feita a sorologia pareada de 34 equideos, sendo que em 21/34 animais
foram feitas duas coletas e de 13/34 animais foram feitas trés coletas. Nove animais
foram positivos em IDGA em todas as coletas e um animal (19) apresentou
seroconversdo na segunda coleta, passando a testar positivo em IDGA seis meses
apo6s a primeira coleta. Este animal foi positivo nos ELISAs gp90 e p26 nas amostras
das duas coletas.

Ainda, dos 9/34 positivos em IDGA, 6/34 animais foram positivos também nos
ELISAs gp90 e p26 em todas as coletas, porem nos soros dos animais 36, 41 e 78 foi
observada uma variagdo nos valores de absorbancia, ou seja, indicando uma
variagdo nas concentragbes de anticorpos no ELISA p26, onde no animal 36 nas
amostras da segunda coleta (seis meses apds a primeira) obteve valor de absorbancia
considerado indeterminado no teste, mas na terceira coleta (nove meses apos a
segunda) o animal apresenta elevada absorbancia sendo novamente positivo em
ELISA p26. Os animais 41 e 78, tiveram diminuigdo nos valores de absorbéancia, se
tornando indeterminado e negativo, respectivamente. Vale destacar que esta variagao
em 41 ocorreu apos seis meses e no 78 apds um ano (Tabela 12).

Um animal (47) permaneceu positivo nos ELISAs gp90 e p26 durante as trés
avaliagbes, mas sempre negativo em IDGA. O animal 74 foi positivo em ELISA gp90
no soro das trés coletas e positivo no ELISA p26 apenas na primeira coleta, em outras
duas (trimestrais), foi negativo. O animal 59 apresentou aumento nos niveis de
anticorpos nos dois ELISAs, sendo positivo em ELISA gp90 e negativo em ELISA p26,
na segunda coleta ocorreu seroconversao para o ELISA p26 em apenas trés meses.
Para o animal 40 foi observado que em coleta anual, na primeira coleta foi positivo no
ELISA gp90 e negativo para ELISA p26, e na segunda coleta foi indeterminado para
ELISA gp90 e positivo para ELISA p26 (Tabela 12).

Nove animais (1,25,27,28,44,60, 64,65 e75) foram positivos apenas em ELISA
gp 90 em todas as coletas, mas o animal 64 na terceira coleta apresentou ELISA p26
indeterminado. Trés animais (29, 18 e 32) foram positivos no ELISA gp90 nas
amostras da primeira coleta, mas em soros da segunda o animal 29 foi ELISA gp90
indeterminado depois de um ano, e os animais 18 e 32 foram negativos seis meses

apods a primeira coleta (Tabela 12).
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Soro do animal 73 foi positivo para ELISA gp90 na segunda coleta e

indeterminado no ELISA p26 no soro das duas coletas feitas. O soro do animal 35 foi

indeterminado no ELISA gp90 e positivo na segunda coleta e negativo para ELISA

p26 nos soros das duas coletas (Tabela 12).

Soros de quatro animais foram indeterminados no ELISA gp90 na primeira

coleta e negativos na segunda coleta (31, 33, 34 e 39), enquanto o soro dos animais

80 e 72, foram indeterminados em ELISA p26 somente na primeira coleta (Tabela 12).

Tabela 12. Testes de IDGA, ELISA gp90 e ELISA p26 em amostras de equideos
acompanhados em coletas sucessivas

SOROLOGIA PAREADA PARA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

IDENTIFICACAO /DATA DA AVALIAGAO IDGA ELISA gp90 ELISA p26
IDGA IDGA IDGA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA

ID | DATA(1) DATA(2) DATAGR) | "1)" "3) (3) | gp90(1) gp90(2) gps0(3) | p26(1) p26(2) P26 (3)
13 | 22/07/2019 17/01/2020 NC P P NC 3,13 3,24 NC 1,85 2,42 NC
11 | 22/07/2019 17/01/2020 NC P P NC 2,58 1,25 NC 1,45 1,26 NC
23 | 22/07/2019 13/10/2020 NC P P NC 2,89 3,15 NC 1,60 2,23 NC
79 | 26/10/2019 13/10/2020 NC P P NC 3,15 2,37 NC 2,38 1,79 NC
5 | 22/07/2019 17/01/2020 13/10/2020 P P P 3,16 1,76 2,44 1,33 1,24 1,06
58 | 23/07/2019 23/07/2019 14/10/2020 P P P 2,74 3,01 1,22 1,68 1,97 1,73
19 | 22/07/2019 17/01/2020 NC N P NC 3,23 1,91 NC 1,38 1,48 NC
36 | 23/07/2019 17/01/2020 14/10/2020 P P P 2,37 2,32 1,69 0,98 0,71 1,01
41 | 23/07/2019 17/01/2020 NC P P NC 2,91 1,80 NC 1,25 0,77 NC
78 | 26/10/2019 14/10/2020 NC P P NC 2,15 1,39 NC 1,88 0,64 NC
47 | 23/07/2019 17/01/2020 14/10/2020 N N N 2,45 1,07 0,90 0,89 0,98 1,08
74 | 07/09/2019 30/11/2019 13/10/2020 N N N 1,05 0,84 1,02 1,00 0,37 0,32
27 | 22/07/2019 17/01/2020 13/10/2020 N N N 1,23 1,09 1,39 0,26 0,27 0,36
28 | 22/07/2019 17/01/2020 13/10/2020 N N N 1,24 1,20 2,23 0,37 0,36 0,28
44 | 23/07/2019 17/01/2020 14/10/2020 N N N 1,41 1,31 1,68 0,49 0,29 0,34
60 | 07/09/2019 30/11/2019 13/10/2020 N N N 1,41 0,82 0,81 0,41 0,40 0,50
75 | 07/09/2019 30/11/2019 13/10/2020 N N N 1,87 1,66 2,14 0,45 0,23 0,34
59 [ 07/09/2019 30/11/2019 NC N N NC 0,85 1,52 NC 0,48 0,84 NC
40 | 23/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 0,99 0,64 NC 0,61 0,99 NC
1 22/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 1,35 1,19 NC 0,35 0,28 NC
25 | 22/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 1,78 1,23 NC 0,34 0,29 NC
65 | 07/09/2019 30/11/2019 NC N N NC 2,28 0,73 NC 0,46 0,61 NC
64 | 07/09/2019 30/11/2019 13/10/2020 N N N 0,78 0,90 1,10 0,40 0,33 0,69
29 | 22/07/2019 13/10/2020 NC N N NC 0,72 0,61 NC 0,27 0,26 NC
18 | 22/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 0,98 0,53 NC 0,33 0,36 NC
32 | 22/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 1,85 0,41 NC 0,28 0,43 NC
73 | 07/09/2019 30/11/2019 NC N N NC 0,49 2,05 NC 0,80 0,79 NC
35 | 22/07/2019 14/10/2020 NC N N NC 0,63 0,74 NC 0,20 0,19 NC
31 | 22/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 0,56 0,40 NC 0,20 0,35 NC
33 | 22/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 0,65 0,12 NC 0,31 0,45 NC
39 | 23/07/2019 17/01/2020 14/10/2020 N N N 0,57 0,12 0,18 0,26 0,14 0,25
34 | 22/07/2019 17/01/2020 NC N N NC 0,59 0,39 NC 0,31 0,23 NC
80 | 26/10/2019 14/10/2020 NC N N NC 0,35 0,32 NC 0,80 0,55 NC
72 | 07/09/2019 30/11/2019 13/10/2020 N N N 0,37 0,26 0,38 0,71 0,51 0,38
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*Foram realizados calculos para cutt off, onde para ELISA gp90: Resultado >0,55 = indeterminados e >0,70=positivos, ELISA
p26: Resultado >0,65 = indeterminados e >0,80=positivos. Assim, resultados em vermelho equivalem a positivos e em azul,
indeterminados/ P=POSITIVOS; N=NEGATIVOS; NC=NAO CONSTA;

5252 Avaliagdo hematoldgica

Foi feita uma analise dos resultados das avaliagbes hematolégicas nos animais
cujo soro apresentou variagdes significativas nos valores de absorbancia nos testes
de ELISA. No animal 19 ocorreu a seroconversdo no IDGA seis meses apods a
primeira coleta. Na primeira coleta apresentou o animal apresentou proteinas totais
elevadas de 8,40 g/dL, anemia e leucocitose, e na segunda coleta houve aumento de
proteinas totais para 9,6 g/dL, alteracdo de fibrinogénio, leucocitose intensa e
trombocitopenia. A anemia nao foi identificada no sangue nesta segunda coleta
podendo ser decorrente de desidratagao (Tabela 13).

Os resultados do animal 36 que foi positivo em todos os testes imunolégicos
excetuando-se na segunda coleta, onde foi indeterminado no ELISA p26
indeterminado como alteragdes nas trés coletas, apresentou um valor de fibrinogénio
de 800 g/dL na primeira coleta leucocitose na terceira coleta que foi feita 15 meses
depois da primeira coleta (Tabela 13).

O animal 41 que durante a primeira coleta apresentou leucocitose e foi positivo
em todos os testes imunoldgicos, seis meses depois apresentou uma elevagao da
proteina total e um teste ELISA p26 indeterminado. Enquanto o animal 78 durante a
primeira coleta apresentou aumentada concentracao de fibrinogénio em 600 g/dL e foi
positivo em todos os testes imunoldgicos, um ano apds na segunda coleta apresentou
um teste ELISA p26 negativo e todos os parametros hematoldégicos normais (Tabela
13).

O animal 59 foi positivo ELISA gp90 a primeira coleta quando apresentava
leucocitose. Trés meses depois apresentou aumento da concentragao de fibrinogénio
para 1.000 g/dL, anemia e leucocitose, nos testes soroldégicos foi positivo em ELISA
gp90 e ocorreu a seroconversao no ELISA p26 (Tabela 13).

O animal 64 foi positivo em ELISA gp 90 nas trés coletas realizadas, sendo
observado que a absorbancia aumentava a cada coleta. Na primeira coleta foi
identificada uma leucocitose e foi verificada uma queda gradativa no numero total de
plaquetas sendo que na terceira coleta o animal apresentou 74 X 103 /uL plaquetas.
Os animais 18 e 32 foram positivos no ELISA gp90 somente na primeira coleta. Nesta

coleta o hemograma do animal 18 apresentava anemia e o animal 32 leucocitose. Na
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segunda coleta apos seis meses todos 0s exames se apresentaram dentro do valor
de referéncia.

O equino 35 foi indeterminado em ELISA gp90 da primeira coleta, e um ano
depois na segunda coleta foi ELISA gp90 positivo, apresentando concentragao

elevada de fibrinogénio 600 g/dL e anemia (Tabela 13).

Tabela 13. Hemogramas dos animais acompanhados em coletas sucessivas e
que tiveram variagoes significativas na absorbancia dos ELISAS gp90 e p26

D COLETA  DATA  IDGA 0o po6 (gal) = (gidl) . (X106célshl) (% (gidl) (oelsiul) (X103l)
VR 6,0 -8,0 100-400 7,0-13,0 32-52 11-19 6.000-12.500 90-350
12 22/07/2019 N 3,23 1,38 8,40 200 6,20 26 8,70 15.592,00 95
19 22 17/01/2020 P 1,91 1,48 9,60 600 8,10 34 11,33 31.972,00 78
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 23/07/2019 P 2,37 0,98 7,80 800 8,3 35 11,70 10.290 122
36 2@ 17/01/2020 P 2,32 0,71 8 200 8,57 36 12,00 9.607,00 114
32 14/10/2020 P 1,69 1,01 7.4 400 8,10 34 11,3 14.490 161
12 23/07/2019 P 2,91 1,25 7,00 200 7,60 32 10,60 15.120,00 96
41 22 17/01/2020 P 1,8 0,77 8,20 400 7,86 33 11,00 11.182,00 168
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 26/10/2019 P 2,15 1,88 8,00 600 8,10 34 11,34 11.130,00 135
78 A 15/10/2020 P 1,39 0,64 7,00 400 7,60 32 10,70 9.450,00 161
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 07/09/2019 N 0,85 0,48 7,60 400 9,50 40 13,30 13.335,00 142
59 A 30/11/2019 N 1,52 0,84 7,00 1000 5,95 25 8,33 14.227,00 145
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 07/09/2019 N 0,78 0,4 6,8 200 9,00 38 12,70 13.020,00 117
64 A 30/11/2019 N 0,9 0,33 7,4 200 8,09 34 11,33 9.187,00 106
32 13/10/2020 N 1,1 0,69 6,6 200 9,50 40 13,3 9.030,00 74
12 22/07/2019 N 0,98 0,33 7,20 400 6,90 29 9,60 9.240,00 171
18 2@ 17/01/2020 N 0,53 0,36 7,20 200 8,81 37 12,33 8.977,00 96
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 1,85 0,28 7,20 200 7,10 30 10,00 13.335,00 246
32 22 17/01/2020 N 0,41 0,43 7,80 200 7,38 31 10,33 7.927,00 131
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,63 0,2 8,20 400,00 7,60 32,00 10,60 11.550,00 234,00
35 A 14/10/2020 N 0,74 0,19 8,00 600,00 6,90 29,00 9,70 10.343,00 183,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC

ID=IDENTIFICACAO; VR=VALORES DE REFERENCIA; PP=PROTEINA PLASMATICA TOTAL; HM=HEMACIAS;
VG=VOLUME GLOBULAR; HG=HEMOGLOBINA; NC=NAO CONSTA.

5253 Avaliagdo bioquimica sérica

Foi feita uma analise dos resultados das avaliacbes bioquimicas e nos animais
cujo soro apresentou variagdes significativas nos valores de absorbancia nos testes
de ELISA. Destaca-se o animal 19 no qual ocorreu a seroconversdo no IDGA numa
segunda coleta depois de seis meses, mas que ja era positivo para ELISA gp90 e p26

na primeira coleta. Na primeira coleta no qual foi observado que os niveis de albumina,
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proteina total, GGT, FA e CK estavam alterados, o que se manteve na segunda coleta
e houve além disto uma redugcéo na concentragdo sérica de ureia (Tabela 14).

Os resultados do animal 36 que foi positivo em trés coletas nos testes
imunologicos, excetuando-se o ELISA p26 indeterminado na segunda coleta. Na
primeira coleta os parametros de ureia, albumina, ALT, proteinas totais, GGT, FA e
CK estavam alterados, na segunda coleta os parametros de AST, proteina total, GGT,
FA e CK estavam alterados, e na terceira coleta o AST ja estava em nivel de valor de
referéncia e os outros parametros continuavam alterados. Ja o 78 e 74 inicialmente
positivos em todos os testes, mas negativos em ELISA p26 na segunda coleta, o 78
apresentou aumento nas concentragdes de AST e FA, enquanto o 74 apresentou
aumento nas concentragdes de creatinina, ALT e AST (Tabela 14).

O soro do animal 59 que na primeira coleta foi positivo apenas em ELISA gp90,
na segunda coleta foi positivo no ELISA gp90 e p26, apresentou aumento nas
concentragdes de proteinas séricas, creatinina e CK nas duas coletas e de FA na
segunda coleta. O soro do animal 40 passou de positivo para ELISA gp90 na primeira
coleta a indeterminado na segunda coleta, e de ELISA p26 negativo na primeira coleta
a positivo na segunda coleta. Este animal apresentou a ureia aumentada na segunda
coletada e o AST, proteina total FA e CK aumentados nas duas coletas. O soro do
animal 35 foi indeterminado no ELISA gp90 na primeira coleta e positivo na segunda
apresentou concentragdes de proteinas séricas aumentadas nas duas coletas,
ocorrendo um aumento expressivo da primeira para a segunda coleta, FA e CK
aumentados na segunda coleta (Tabela 14).

Ainda, foi observado associacdo entre os niveis de GGT e FA sérica e a
presenca de infecgdo por EIAV e através dos niveis de absorbancia dos ELISAS gp
90 e p26, como foi observado no animal 19, os niveis de GGT e FA ja eram elevados
na primeira coleta, mas ocorreu um aumento de GGT na segunda coleta, quando
ocorreu a seroconversdao no IDGA. Também, no animal 36, com trés coletas, sendo
que na segunda coleta ocorreu a redugdo do nivel de absorbancia e o teste foi
considerado indeterminado no ELISA p26 redugao do nivel de GGT e FA. Na terceira
coleta houve aumento da absorbancia novamente, sendo positivo e ocorreram
aumentos nos niveis de GGT e FA. Estes achados se repetem nos animais 59 e 35,
mas os valores se mantem nos niveis de normalidade para GGT (Figura 25).

Os soro do animal 31 foi indeterminado no ELISA gp90 na primeira coleta, e

negativo na segunda coleta, e negativo no ELISA p26 nas duas coletas. Os niveis d
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FA estavam aumentados na primeira coleta. Na primeira e segunda coleta os niveis

de ureia, proteinas totais e CK estavam aumentados (Tabela 14). O soro do animal

72 foi indeterminado na primeira coleta para ELISA p26 e as outras duas coletas foram

negativas. Também foi negativo o ELISA gp90. Neste animal as proteinas totais

estavam aumentadas nas trés coletas, a FA na primeira coleta e a CK nas duas

primeiras coletas.

Dos resultados gerais das avaliagdes clinicas da populagdo acompanhada, foi

observado que todos os animais que foram positivos em IDGA, com exce¢ao de um,

apresentaram valores elevados de GGT (ANEXO).

1200,00
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400,00 . .
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COLETA1- | COLETA2- | COLETA 1- | COLETA2-| COLETA 3 -| COLETA1- | COLETA2-| COLETA 1-| COLETA 2 -
19 19 36 36 36 59 59 35 35
= FA (U/L) 1079,50 1027,00 605,50 391,00 473,00 243,50 508,00 184,00 391,00
B GGT (U/L) | 485,50 662,00 288,50 146,00 348,00 20,00 35,00 20,00 45,00
e E| |SA gp90 3,23 1,91 2,37 2,32 1,69 0,85 1,52 0,63 0,74
ELISA p26 1,38 1,48 0,98 0,71 1,01 0,48 0,84 0,20 0,19
e FA(U/L) e GGT (U/L) == ELISA gp90 ELISA p26

Figura 25. Associacdo entre os valores de GGT e FA séricos e os valores das absorbancia dos
ELISAS. Associagao entre os niweis de GGT e FA séricos e os valores de absorbancias observados
nos ELISAS gp90 e p26 durante as coletas seriadas dos animais 19, 36, 59 e 35.
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Tabela 14. Testes bioquimicos dos animais acompanhados em sucessivas coletas e que tiveram variagées significativas
na absorbancia dos ELISAS gp90 e p26

REA  CREATININA ALBUMINA ALT  AST  PROT TOTAL FA K
ID COLETA  DATA (rl':lg/dL) ¢ (mg/dL) (gL/JdL) (UIL) (U?L) czg/dlg (?J?IT) (UIL) (ﬁlL)
VR 314-515 04-22 21 -33 3-23 226-366  2,4-4,0 14-62  86-205 86-295
7" 220772079 38,00 157 T83 11,00 362,00 10,69 48550 107950 503,50
19 22 17/01/2020 18,00 1,02 129 1500 259,00 10,88 662,00 102700 357,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
" 230772019 71,50 5,16 365 3400 25950 10,57 788,50 60550 431,00
36 22 17/01/2020 54,00 138 259 1300 412,00 7,75 14600 391,00 814,00
32 14/10/2020 52,00 116 216  17.00 32500 7.6 34800 47300 37000
75 26/1072019 49,00 156 534 900 290,00 663 3000 272,00 241,00
78 22 15/10/2020 44,00 136 270 950 391,00 7,59 39,00 37400 41350
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
75 07/0972019 53,00 2,63 297 1650 395,00 8,29 36,50 255,50 488,00
74 22 30/11/2019 48,00 3,00 320 3200 406,00 8,90 2500 198,00 398,00
3@ 13/10/2020 32,00 1,08 120 1600 237,00 4,24 1500 162,00 510,00
75 07/0972019 50,00 3,08 200 2050 359,50 8,05 20,00 243,50 531,00
59 22 30/11/2019 43,00 3,20 280 12,00 287,00 9,00 3500 508,00 352,00
30 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
T8 2300772019 47,50 1,02 374 950 371,00 8,89 30,00 364,00 49550
40 22 17/01/2020 64,00 1,20 236 1500 440,00 7,73 2300 400,00 496,00
30 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
75 2200772019 51,00 173 558 7,00 228,00 5,70 50,00 184,00 226,50
35 22 14/10/2020 43,00 145 330 10,00 292,00 16,92 4500 39100 790,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
T8 2200772019 78,00 2,25 267 1500 38250 9,06 57,00 321,00 489,00
31 22 17/01/2020 66,00 1,80 261 10,00 413,00 7,90 57,00 228,00 487,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
75 07/0072019 44,50 2,55 590 9,00 32350 8,40 400 317,00 317,00
72 22 30M1/2019 41,00 2,20 260 1500 274,00 7,10 1500 20400 305,00
3@ 13/10/2020 31,00 131 220 500 226,00 6,02 9,00 11200 23650

ID=IDENTIFICACAO; VR=VALORES DE REFERENCIA; NC=NAO CONSTA; ALT=

CK=CREATINA QUINASE; FA=FOSFATASE ALCALINA; GGT=GAMA-GLUTAMIL TRANSFERASE.

ALANIMA AMINOTRANSFERASE; AST=ASPARTATO AMINOTRANSFERASE;
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6 DISCUSSAO

6.1 ANIMAIS DA FAZENDA PAULA RODRIGUES (FPR)

6.1.1 Ensaios imunoldgicos para diagndstico de AIE

Os jumentos, apesar de serem considerados parte da cultura do nordeste, com
o crescimento da mecanizagdo da agricultura tiveram importancia diminuida, levando
a marginalizagdo da espécie, o que resulta no abandono de milhares de animais que
ficaram em condi¢cbes de vulnerabilidade vagando nas estradas e rodovias, sendo um
risco para acidentes automobilisticos e sanitario, em alguns estados, como Ceara e
Pernambuco, esses animais s&o recolhidos e guardados em abrigos mantidos pelo
estado para evitar tais riscos ao homem e aos animais. No ano de 2016 no estado de
Ceara foram recolhidos 6.537 jumentos e no ano seguinte durante os seis primeiros
meses esse numero foi ainda maior que o ano anterior, chegando a 6.655 animais
(Dados nao publicados — comunicagao pessoal - National Task Force by Donkeys).

O inquérito soro-epidemioldgico da fazenda Paula Rodrigues usado no
presente estudo para investigar possiveis infeccao por EIAV nos jumentos errantes
das estradas do estado do Ceara, identificou apenas um jumento (0,81% - 1/124)
positivo no IDGA, teste confirmatério para AIE (WOAH, 2013). Porém empregando
ELISA foram identificados 27 asininos positivos (22% - 27/124) em ELISA gp90 e 13
positivos (10,6% - 13/124) em ELISA p26. Outros estudos também descreveram esta
baixa positividade em jumentos testados com IDGA quando comparados com ELISAs
(NAVES et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2017). Também foram analisados trés cavalos
que viviam na fazenda e foi confirmada a circulagédo de EIAV em cavalos, tendo sido
positivos em todos os testes imunologicos.

Um estudo de soro-prevaléncia feito com 367 amostras de soro de asininos,
sem sinais clinicos evidentes de doenga e que também transitavam livremente pelas
estradas, em Mossoro, Rio Grande do Norte, mostrou positividade de 1,6% (6/367)
por IDGA, 3,3% (12/367) em cELISA e 14,4% (53/367) pelo ELISA rgp90. Neste
estudo os autores consideraram os resultados discordantes, e consideraram que
muitos dos ELISA rpg90 seriam falso-positivos e que o IDGA teria baixa sensibilidade
e em decorréncia foram observados falso-negativos para a espécie (OLIVEIRA et al.,

2017). Ainda, Naves et al., (2019) testou o epitopo gp45 em um ELISA indireto usando
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179 amostras de jumentos, e obteve 7 amostras com resultados discordantes, sendo
pgp45 ELISA positivo / IDGA negativo. Os autores consideraram que 0s esses
resultados discordantes podem ser justificados pelo fato do IDGA ser um teste muito
especfifico e pouco sensivel e o ELISA ser um teste muito sensivel com menor
especificidade.

No entanto, os resultados dos trés estudos podem ser justificados com os
resultados observados em um estudo comparativo, onde foram comparadas infecgdes
experimentais por EIAV em equinos, pbneis e asininos. Foi observado que os
jumentos demoram mais tempo para que os resultados positivos no teste de IDGA
sejam identificados em comparacdo as outras espécies. Os jumentos
experimentalmente infectados apresentam niveis de RNA viral associados ao plasma
significativamente mais baixos do que os de pbneis e cavalos que foram inoculados
com as mesmas amostras de virus (COOK, et al., 2001). Desta forma isto poderia ter
como consequéncia producado de anticorpos mais tardios retardando a positividade do
IDGA (SCICLUNA et al., 2013).

Considerando o0s resultados obtidos em nosso estudo nos ELISASs,
empregando o ELISA gp90, um teste imunolégico mais sensivel, foi detectado 21,8%
(27/124) de asininos positivos, enquanto no ELISA p26 que tem como antigeno a
mesma proteina do IDGA, p26, foi observado uma positividade de 10,5% (13/124),
havendo uma concordancia de seis animais positivos nos dois ELISAs. Assim,
analisando-se o conhecimento da dinamica da infecgéo por EIAV, sabe-se que os
anticorpos gp90 sédo de aparecimento mais precoce do que os anticorpos p26. Este
fato pode nos ajudar a entender a situagdo da fazenda com a circulagdo do virus, em
infecgdes recentes (COOK, R. F.; LEROUX; ISSEL, 2013; REIS, etal., 2012).

Assim, os resultados do estudo soro-epidemiolégico da FPR concordam com
resultados encontrados durante o Programa Nacional de Vigilancia da AIE na ltalia
que concluem que embora o teste IDGA para EIAV seja altamente especifico, &
propenso a produzir resultados falso negativos (ISSEL et al., 2013; SCICLUNA et al.,
2013). Com isso, o uso exclusivo do teste IDGA pode dificultar o controle de AlE,
especialmente em jumentos. Assim, considerando essa limitagdo do teste IDGA, fica
claro que as recomendagdes de diagnéstico da AIE da WOAH e do MAPA precisam
ser questionadas, uma alternativa € a sugestao de alguns estudos que afirma que a

combinagdo do teste ELISA e IDGA poderia conferir maior sensibilidade e
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especificidade, melhorando assim os programas vigilancia de AIE ( DOMINGUEZ et
al., 2021; RUSSI et al., 2023).

6.1.2 Deteccédo de DNA proviral de EIAV e andlise filogenética

Por muito tempo, o conhecimento de sequencias do genoma do EIAV foi restrito
a apenas duas sequéncias foram identificadas: Wyoming, a primeira sequéncia EIAV
obtida em 1997 dos EUA (PETROPOULQOS, 1997), e Liaoning, isolada da China em
2007 (TU et al., 2007). Atualmente, com o uso de novas tecnologias de
sequenciamento, tem sido possivel aumentar o conhecimento sobre as sequencias
do genoma do EIAV de amostras de equideos em diferentes paises: Miyazaki do
Japao (DONG et al., 2013); H3, F4, F3 e F2 da Ilanda (QUINLIVAN et al., 2013); SA
e DE da ltalia (CAPPELLI et al., 2017) foram adicionados aos bancos de sequencias
de nucleotideos. Mais recentemente novas sequéncias completas e quase completas
do genoma foram depositados no GenBank: Cornwall, Devon e Newmarket da
Inglaterra (ROBINSON et al., 2019); TN_0109, UKY98-07_PA_S15, NC_Dagmar e
UKYEG62_FL dos EUA (COOK et al., 2019); Ecl_Gard_co e Bau_Gard_co na Franca
(DESHIERE et al., 2019); EIAV-SERB-1 na Sérvia (LUPULOVIC et al., 2021). No
Brasil, os primeiros genomas completos de dois animais naturalmente infectados, de
amostras de cavalos de campo do Pantanal, uma regido endémica para AlIE, foram
recentemente descritos (MALOSSI et al., 2020).

Em nosso estudo o DNA proviral de EIAV foi amplificado por PCR em 11
jumentos (8,8% - 11/124) e em um dos trés cavalos (33,3% —1/3), usando iniciadores
da regido do gene tat-gag, utilizados com sucesso em estudos na regido do
Pantanal/Brasil (CURSINO et al., 2020) e formam obtidas seis sequéncias com
identidade com outras sequéncias de EIAV disponiveis no GenBank, o
sequenciamento  confirmou a circulacdo do virus. Esses resultados além de
comprovar a circulagao da EIAV na populagédo de asininos errantes do Ceara-Brasil
foram as primeiras abordagens moleculares com a espécie.

Além disso, empregando as sequéncias de EIAV dos asininos foram feitas
analises filogenéticas comparando com sequéncias de cavalos do Pantanal brasileiro
para a mesma regidao do genoma (CURSINO et al., 2020) . Estas analises favoreceram
o maior conhecimento do EIAV circulante em jumentos no territorio brasileiro, uma

espeécie pouco estudada dentre a populagado de equideos.
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O agrupamento na arvore filogenética das seis sequéncias EIAV do Ceara e as
oito sequéncias brasileiras em um unico clado corrobora os altos valores de
similaridade de nucleotideos nesta regidao do genoma, entre as sequéncias brasileiras
comparadas com outras sequéncias do mundo analisadas. Podemos também
destacar que, embora os mais de 3000 km que separam as duas populacdes de
equideos, todas as sequéncias foram agrupadas no clado brasileiro. Os clados
usando sequéncias de regido tat-gag de referéncia do Japdo, dos EUA, China e
IManda e Italia se agruparam de forma semelhante as arvores do genoma completo
(DESHIERE et al., 2019).

Nossos resultados confirmaram a circulacdo do EIAV em jumentos e também
em cavalos deste abrigo de animais recolhidos nas estradas do Ceara. Este fato é
preocupante, pois 0s jumentos podem ser possiveis fontes de infec¢do para cavalos.
Essa preocupacao se eleva quando falamos em Nordeste brasileiro pois ha um
grande numero de animais asininos abandonados nas estradas (FONSECA et al.,
2020).

6.1.3 Avaliagdes clinica e hematologica

Dos 124 asininos pertencentes a FPR foram identificados 66 animais (52% -
66/124) com sinais macroscopicamente evidentes de doenga, sendo a presenga de
secregdes ocular, lesdes cutaneas, alopecia, diarreia e secre¢cado nasal, as alteragdes
mais observadas.

Foi também avaliado o EC dos animais, que é um indice importante para o
controle em programas nutricionais, a prevencdo de doencas metabdlicas e o
monitoramento de carga de trabalho. Este indice auxilia no monitoramento da
condigao corporal dos equideos permitindo intervengcdes precoces no manejo, na dieta
ou até mesmo como alerta para investigar possiveis doengas. Foi observado que
66,7% (68/102) dos animais apresentaram um EC ruim. Esses resultados porém nao
surpreendem considerando que a populacdo é composta por animais apreendidos,
abandonados em rodovias, colocados em fazendas desrespeitando quaisquer
condigbes de bem-estar animal e sanidade.

Segundo Fonseca et al., (2020), os maus tratos aos quais os animais sao
submetidos acabam gerando diversos disturbios metabdlicos como a hiperlipidemia,

causada por stress e condigdes precarias de sobrevivéncia. Além dos disturbios
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metabdlicos, o risco de transmissdo de doengas infectocontagiosas aumenta
considerando o transporte massivo de animais e ambientes com falta de fiscalizacao.

A avaliagao das mucosas pode conter informagdes valiosas sobre o estado de
saude do animal, além de ser uma avaliagao simples, rapida e de grande importancia,
assim, a variagao da coloracido pode indicar disturbios como anemias ou toxemias.
Em animais saudaveis, as mucosas apresentarao uma colorag¢ao rosa claro, mucosas
palidas (hipocoradas), podendo ser indicativo de anemia, hipovolemia, perfusdo
tecidual inadequada e vasoconstricao periférica (SCHALM; JAIN, 2010). As mucosas
hipocoradas dos animais estudados concorda com os resultados observados na
avaliagdo hematolégica de uma fragdo dos jumentos, onde o 45% dos animais
apresentaram valores de Ht inferiores aos valores de referéncia para a espécie,
indicando anemia (BARBOSA et al., 2016; HARVEY, 2001).

Com relacdo aos resultados da avaliagdo hematolégica dos 20 jumentos
selecionados aleatoriamente na populacéo, as médias observadas Ht = 31,75 %, PPT
= 6,5 g/dL e o fibrinogénio = 290 g/dL. Quando os resultados sdo comparados com o
estudo de RIBEIRO et al., (2018) realizado com 45 asininos da mesma fazenda, foram
obtidos médias inferiores para Ht e PPT, o que pode nos levar a concluir que a
populacao estudada esta sofrendo com disturbios nutricionais ou metabdlicos. Mas,
se correlacionarmos a presenca individual de alteracdes e a presenca de infecgao por
EIAV, apenas dois animais positivos em ELISA gp90 apresentaram alteragoes,
exibindo Ht abaixo dos valores de referéncia da literatura, caracterizando uma anemia,
um dos sinais clinico mais relatados na AIE (LEROUX; CADORE; MONTELARO,
2004).

Dos resultados dos cavalos, os trés cavalos EIAV-positivos que viviam na FPR
apresentaram parametros sanguineos na faixa de referéncia, exceto para um cavalo
que apresentou trombocitopenia, conforme ja descrito para esta doengca (COOK;
LEROUX; ISSEL, 2013).

6.1.4 Acompanhamento clinico e laboratorial de um asinino naturalmente
infectado pelo EIAV

Durante o estudo na FPR, também foi possivel descrever a evolugéo clinica e
laboratorial de um asinino naturalmente infectado pelo EIAV com todos os ensaios
imunolégicos e moleculares confirmando a infeccdo. E importante destacar que

grande parte dos estudos caracteriza a infecgdo nos asininos como assintomatica
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(FONSECA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2017). O acompanhamento clinico desse
jumento com sintomatologias de uma doenca grave, apresentando sinais clinicos e
alteracbes hematolégicas semelhantes as descritas para cavalos é importante para
ampliar o conhecimento sobre a patogénese da doenga nesta espécie. Além de
contribuir para a compreensao do papel dos jumentos na cadeia de transmiss&o e no
curso da doenga. O animal foi identificado durante um estudo epidemiolégico em 124
jumentos na FPR.

Na primeira avaliagao (dia 1), o animal apresentou diarreia, hemoconcentragao,
anemia microcitica normocrémica, neutrofilia e presenga de linfécitos atipicos. Um dos
principais achados em animais com AIE no exame hematolégico € anemia, provocada
pela destruicdo de eritrocitos por macréfagos, associada a adesdo de complexos
antigeno-anticorpo @ membrana da célula, e ao dano direto do virus as células
precursoras eritréides da medula 6éssea (CRAIGO et al., 2009). Na segunda avaliagao
clinica (dia 7), o jumento continuou apresentando diarreia, passando a apresentar
mucosas ocular hipocoradas, concordando com a anemia observada desde a primeira
avaliagdo. Na avaliacdo hematoldgica foram observadas as mesmas alteragbes do
primeiro dia, apresentando trombocitopenia e adicionalmente, monocitose e aumento
da contagem de neutréfilos segmentados. Trombocitopenia € a anormalidade
laboratorial mais antiga e consistente observada em cavalos com AIE (COOK;
LEROUX; ISSEL, 2013). A contagem de plaquetas comega a diminuir antes de
qualquer aumento na temperatura retal. A trombocitopenia € recorrente geralmente
persistindo durante todo o periodo virémico e pode se tornar grave o suficiente para
provocar hemorragia, especialmente epistaxe ou hemorragias petequiais das
membranas mucosas. A contagem de plaquetas geralmente aumenta rapidamente
apds a resolugdo da viremia (SELLON; FULLER; MCGUIRE, 1994). Na terceira
avaliacao (dia 14), o animal ndo apresentou diarreia, mas apresentou febre e edema
de torax. Os dados laboratoriais evidenciaram niveis elevados de fibrinogénio, com
baixa relacdo PP: F, caracteristica de processo inflamatério. A contagem de
neutrofilos bastonetes, neutrofilos segmentados e eosindfilos aumentou em relagao
ao dia 7 e o animal apresentou leucocitose com neutrofilia e desvio a esquerda
regenerativo, o0 que indica um leucograma inflamatorio, e trombocitopenia. Em
esfregagos sanguineos observados em microscopia estavam presentes linfocitos
atipicos, mondcitos ativados, alteragcdo toxica em neutrdfilos (graos eosinofilicos),

macroplacas foram observados, reforcando os achados de processo inflamatério. Na
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ultima semana (dia 21), os sinais clinicos dos animais evoluiram para secreg¢édo nasal,
diarreia, febre e edema de térax e reducédo do escore corporal para 1,5. Os ensaios
hematolégicos demonstraram leucograma de estresse com leucocitose neutrofilica,
linfopenia e eosinopenia. Foi observada agregagao plaquetaria. Esses achados sao
semelhantes aos sinais clinicos descritos para cavalos na fase crénica da doenga,
caracterizada pela recorréncia de ciclos clinicos (LEROUX; CADORE; MONTELARO,
2004).

Durante episddios clinicos frequentes, o animal pode desenvolver anemia,
perda de peso e edema. Alguns estudos forneceram a evidéncia inicial de uma
correlacdo entre o nivel de multiplicagdo do virus, com o surgimento de novas
amostras antigénicas do virus e a gravidade da doenga durante a infecgdo por
lentivirus, o que poderia explicar as flutuagdes nas alteragdes clinicas observadas ao
longo das avaliagdes (COOK; LEROUX; ISSEL, 2013; LEROUX; CADORE;
MONTELARO, 2004; SELLON; FULLER; MCGUIRE, 1994).

Portanto, foi possivel observar nesse relato de caso que a infecgao pelo EIAV
em asininos pode resultar em alteragdes clinicas e laboratoriais semelhantes as ja
descritas em cavalos, a exemplo o primeiro relato de AIE descrito na literatura
veterinaria na Franga em 1843 por Lignee, onde foi relatado cavalos com ciclos
recorrentes de febre, anemia, perda de peso e edema ventral (SELLON; FULLER,;
MCGUIRE, 1994), ndo sendo apropriado generalizar que as infec¢des nessas espécie
sao assintomaticas. Por fim, o DNA proviral amplificado foi sequenciado e alinhado
com outras sequéncias para o genoma tat-gag EIAV de 272 nucleotideos. As
sequéncias brasileiras agruparam em um mesmo clado, enquanto que dentro deste
clado, a sequéncia do jumento BRA-CE-J269 (ASININO) agrupa apenas com o
genoma POCONE-BRA2. As sequéncias Brasil / Ceara agrupam proximas do clado
da sequéncia do Japao — Miyazaki, com um valor de bootstrap de 59. As sequéncias
da China (Liaoning, Vaccine, DLV18-8), Estados Unidos (Wyoming, EIAVuk, WSUS5,
V26, V70), Japéo (Miyazaki 2011 — A, Miyazaki 2011 — 5, Miyazaki 2011 — 25 e
Miyazaki 2011 — 29), Ilanda (H3, F4, F3, F2) junto com trés sequéncias da ltalia (SA,
DE, la1), formam quatro clados separados, com elevados valores de bootstrap,
conforme ja demonstrado para a analise do genoma completo dessas sequéncias
(DONG et al., 2013; QUINLIVAN et al., 2013), confirmando relatos que sugerem que
0 agrupamento das sequéncias baseado na localizagao geografica (CAPOMACCIO et
al., 2012).
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6.2 ANIMAIS DO PARQUE NACIONAL DE JERICOACOARA

6.2.1 Analises imunologicas para AlE

Com os resultados das analises imunolégicas, fica clara a ocorréncia de EIAV
na Vila de Jericoacoara, no Parque Nacional de Jericoacoara. Se considerarmos que
a AIE é uma doenga que requer notificacdo imediata de qualquer caso suspeito,
isolamento dos suspeitos e eutanasia dos casos confirmados, a ocorréncia de 11,6%
(considerando apenas o IDGA) em uma populagdo isolada € uma grande
preocupacao, principalmente se comparado aos numeros de casos positivos
notificados em todo o estado do Ceara, onde em uma populacdo total de
aproximadamente 76.903 cavalos. Em todo o estado foram notificados 263 casos no
ano de 2019, sendo a prevaléncia de apenas 0,35% (BRASIL, 2017; MAPA, 2021).

Sabe-se que os dados oficiais de ocorréncia de AIE sio limitados a resultados
de exames sorolégicos dos laboratérios oficiais, assim muitos animais nao sao
diagnosticados, pois a pesquisa sorologica € feita visando o controle da
movimentagdo animal, mais do que para um programa sistematico de vigilancia
epidemioldgica, assim a populacdo testada em dados oficiais, em geral, ndo retratam
arealidade (REIS et al., 1994).

O Brasil envia a organizagdo mundial de saude animal, Informes zoossanitarios
semestrais sobre a ocorréncia de doengas no pais, entre essas doengas a anemia
infecciosa equina. O ultimo informe do Brasil, foi no segundo semestre de 2019, e no
estado do Ceara foram notificados 143 casos. Em todo o pais, foram notificados 2461
casos de AIE, desses apenas 954 casos foram sacrificados, restando muitos animais
positivos sem controle. Estas informagdes unidas aos resultados dos testes
imunolégicos, nos leva ao questionamento sobre a eficacia dos programas de controle
dessa doenga no Estado do Ceara ou até no Brasil (MAPA, 2019).

Apesar do teste de IDGA ser mundialmente conhecido e escolhido pela sua
especificidade é considerado um teste pouco sensivel, 0 que leva ao aumento de
diagndsticos falso-negativos (NARDINI et al., 2017; NAVES et al, 2019). A
prevaléncia da infeccdo na populagdo estudada mais que dobra se forem
considerados os testes de diagndstico mais sensivel gp90 ELISA e p26 ELISA,
obtendo uma prevaléncia de 36,6% (41/112) e 25,9% (29/112) de casos positivos,
respectivamente. Os diferentes resultados obtidos entre os testes de IDGA e ELISA

podem ser explicados pela diferenga de sensibilidade (REIS etal., 2012).
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Sabe-se que o teste de ELISA é um teste capaz de detectar a infeccdo em
estagio inicial porque é altamente sensivel. Outra justificativa pode estar relacionada
a dindmica da infec¢ao, onde anticorpos gp90 séo produzidos primeiro, em maior nivel
e permanecem como a resposta de anticorpo predominante ao longo do curso da
infeccdo (MONTELARO et al., 1984; REIS et al., 2012). Os diferentes resultados entre
os dois ELISAs é justificada também pela dindmica da infecgdo, onde alguns estudos
demonstraram que os niveis de anticorpos especificos contra as glicoproteinas de
superficie (gp90) do EIAV em cavalos com infecgao persistente sdo mais de 100 vezes
maiores que os niveis de anticorpos especfficos para p26 (ISSEL et al., 1988;
MONTELARO et al., 1984).

Esses achados sao relados em varios estudos, por exemplo em um surto de
AIE ocorrido na Ilanda em 2006, onde o ELISA e o immunoblotting mostraram-se
mais sensiveis do que o IDGA na deteccao de casos agudos de EIA (CULLINANE et
al., 2007). Com isso, o teste de ELISA gp90 seria 0 mais adequado para o controle do
EIAV numa populacdo. Como a populacdo do FPR ndao tem nenhum programa de
controle da AIE, ndo se sabe se esses casos sao de infecgdes recentes ou crénicas.
A manutengao da vigilancia nesse grande grupo de positivos seria 0 mais adequado,
pois os animais positivos apenas em ELISA podem ser reservatérios, representando
risco de transmissao para os outros animais. Como o ELISA é um ensaio mais

sensivel, se torne um excelente instrumento para o periodo de erradicacao da doenca.

6.2.2 Avaliacdes clinicas e hematoldgicas

Nas avaliagdes clinicas, foi possivel observar que os animais apresentavam
frequéncia respiratéria média elevada e média de EC 2,5, sendo considerado ruim.
(CARROLL; HUNTINGTON, 1988). Estes valores alterados podem ser justificados
pelas condigdes ambientais, altas temperaturas e ambiente de praia arenosa com
dunas, restingas e manguezais, que podem levar ao estresse térmico e fisico, sendo
grandes desafios ao aparelho locomotor que simulam exercicios fisicos intensos,
podendo gerar diversos disturbios metabdlicos, incluindo alteragdes no controle
respiratorio (WASSERMAN; WHIPP; CASABURI, 2011).

Apesar dos muitos relatos de formas clinicas da EIA com a presenga de anemia
e trombocitopenia, os valores médios hematolégicos observados nos animais do
estudo apresentavam valores dentro da normalidade, descartando anemia,

principalmente na populagdo de animais infectados por EIAV. Considerando outros
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estudos é provavel que os animais infectados dos estudo estivessem em fase inicial
da doenga (aguda) ou fase assintomatica/ inaparente onde nao apresentam sinais
clinicos e apresentam baixos niveis de viremia (LEROUX; CADORE; MONTELARO,
2004).

Nos resultados das analises bioquimicas o estudo obteve um resultado
surpreendente e de grande relevancia para o entendimento da patogénese da
infeccdo. Foi identificada uma associagao entre alteracdes na concentracdo da GGT
e a presenca dainfeccao de EIAV. As enzimas hepaticas refletem a atividade do tecido
hepatico e podem ser importantes para avaliar possiveis alteracées hepaticas. Estes
resultados podem estar associadas a extensa multiplicagao viral que ocorre no figado
(HARROLD et al., 2000; MCGUIRE; CRAWFORD; HENSON, 1971). Esses resultados
sao semelhantes a achados de outras doencas crbnicas, que também levam a
alteracbes hepaticas.  Santos; Leite; Reis, (2012) relata a observagdo de
hepatoesplenomegalia em necropsias de animais infectados com EIAV, sendo um
achado consistente com processo inflamatoério. Os autores relatam ainda a presenca
de arquitetura lobular hepatica acentuada resultante de uma infiltragcao de linfécitos e
macréfagos na regiao periportal e nos lébulos hepaticos, levando a uma hepatite nao
supurativa e de alteragdes microscopicas que consistem em uma infiltracdo de células
linféides no figado.

6.2.3 Detecgédo de DNA proviral de EIAV e andlise filogenética

Foi amplificado o DNA proviral do EIAV por PCR utilizando iniciadores da regiao
do gene tat-gag em 26 cavalos e foi feito o sequenciamento de 17 desses amplificado
de DNA, confirmando a circulagdo do virus no Parque Nacional de Jericoacoara,
assim como em equinos no Pantanal/Brasil (CURSINO et al., 2020) e em jumentos no
Ceara/Brasil (COSTA et al., 2022) como descritos no inicio desse estudo. Vale
ressaltar que dos 17 cavalos dos quais foram obtidas sequencias de EIAV, nove
animais foram gp90 ELISA, p26 ELISA e AGID positivos, quatro destes animais foram
gp90 ELISA e p26 ELISA positivos e AGID negativos e quatro foram positivos apenas
no gp90 ELISA.

No Brasil, foram descritos os primeiros genomas completos de dois cavalos
naturalmente infectados do Pantanal, POCONE - BRA1 e POCONE - BRAZ2
(MALOSSI et al., 2020), assim, foi possivel realizar analises filogenéticas comparando

as sequéncias de EIAV obtidas neste estudo e sequéncias da regido tat-gag dos
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genomas POCONE — BRA1 e POCONE — BRA2, ampliando o conhecimento do EIAV
que circula no territorio. No entanto, ainda € necessario ampliar o conhecimento do
genoma do EIAV, o que permitira rastrear a circulagdo do EIAV e contribuir para o
desenvolvimento de novas metodologias de diagndstico do EIAV.

Nas analises filogenéticas, o clado que agrupou as sequéncias brasileiras ficou
dividido em pequenos grupos, corroborando o relatos que afirma haver alta
variabilidade genémica no virus da anemia infecciosa equina mesmo em populagdes
da mesma regido geografica (CURSINO et al., 2020; MALOSSI et al., 2020; ROMO-
SAENZ et al., 2021). Mas o agrupamento de todas as sequéncias em clados
separados por paises confirma a existéncia de altos valores de similaridade de
nucleotideos nessa regidao do genoma, tat-gag (COSTA et al., 2022; CURSINO et al.,
2020).

Ainda, é possivel especular sobre a possivel origem dos virus do Ceara
baseado nas sequencias de nucleotideos. Poder ser observado que as sequencias do
Japéao estao agrupadas proximas as sequencias do Ceara/Brasil e apoiadas por um

valor de bootstrap significativo (58).

6.24 Acompanhamento clinicos e soroldgico de equideos infectados pelo
EIAV

Durante o acompanhamento sorolégico e hematolégico dos 34 animais
naturalmente infectados pelo EIAV, foi possivel observar resultados surpreendentes,
como, e estes resultados podem ser justificados pela dinAmica de producdo de
anticorpos que ocorre durante o curso da infeccdo. Com um periodo de incubacio que
pode variar de uma a quatro semanas, durante o curso da infec¢gdo os anticorpos de
neutralizacdo aparecem apenas 38-87 dias apo6s o inicio da infecgdo, e muitos nao
atingem niveis maximos até 90-148 dias pos infecgdo. Ja os anticorpos contra a gp90
sdo detectaveis bem antes, em 7 a 10 dias apds a infecgao, atingindo um platé e
permanecendo como a resposta de anticorpo predominante ao longo do curso da
infecgdo. Além disso, os niveis de anticorpos especificos contra as glicoproteinas de
superficie do EIAV sdo 102-103 vezes maiores que o0s niveis de anticorpos
especificos para p26 (HAMMOND et al., 2000; MONTELARO et al., 1984; REIS, et al.,
2012).

Ao longo das avaliagdes clinicas foi possivel comprovar essa detec¢gao mais

frequente dos anticorpos especificos contra gp90 em relagéo a p26. Os animais 1, 25,
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27, 28,44, 59, 60, 64, 65, 74 e 75, foram positivos durante todo o estudo no ELISA
gp90 e negativos em ELISA p26 no inicio ou durante as avaliagdes.

Os resultados do estudo do acompanhamento clinico de animais positivos
também foi importante para comprovar que o teste de ELISA, principalmente com a
gp90, é um o6timo teste de triagem. Considerando as atuais normas de controle da
AIE, porém para a eutanasia do animal como forma de erradicagao do virus, ndo deve
ser utilizado como teste Unico de diagnoéstico. Corroborando com casos ja relatados
na literatura que afirmam haver falso-positivos no ELISA gp90 (OLIVEIRA et al., 2017),
entre os animais avaliados é provavel que os animais 29, 18 e 32 fossem falsos-
positivos, pois foram positivos durante a primeira avaliacdo e indeterminado ou
negativo na segunda avaliacdo. O teste de ELISA gp90, se torna um excelente
instrumento para a proposta de separagao dos animais contrapondo a proposta de
eutanasia.

O estudo do acompanhamento clinico de animais positivos também foi
importante para demonstrar que os animais considerados indeterminados ndo devem
ser desconsiderados ou tratados como negativos, pois durante o estudo observamos
os animais 35 e 73 que para a segunda coleta foram positivos.

Em infeccbes por outros lentivirus, por exemplo por SV, a multiplicacdo em
primatas ndo humanos mantem altos niveis e ndao é efetivamente controlada por
respostas imunes adaptativas. Ja nas infeccbes por EIAV em equideos ocorre o
contrario, a auséncia de doenga clinica nos hospedeiros esta correlacionada com
cargas virais teciduais muito baixas, comprovando assim que o virus mantem um
controle da infec¢do e da resposta imune do hospedeiro. Uma vez controlada a fase
de multiplicagéo viral aguda, o animal permanecera livre de sinais clinicos evidentes
até que ocorra a emergéncia de uma variante do virus que pode escapar do sistema
imunolégico. Isto sugere que a imunidade adaptativa € o principal forga motriz para a
selecdo de variantes virais (COOK; LEROUX; ISSEL, 2013; HARROLD et al., 2000).

O animal 19, é um dos exemplos em nosso estudo, pois na primeira coleta o
soro foi positivo no ELISA gp90 e p26. Apds um semestre, na segunda coleta o soro
passou a ser positivo em IDGA (teste oficial). Analisando os resultados do
hemograma, ficou claro na segunda coleta o animal passava por um possivel
processo inflamatério, apresentando aumento da concentracdo de fibrinogénio,
leucocitose intensa e trombocitopenia. E possivel que o animal tenha sofrido alguma

imunossupressao, o que justificaria a positividade no IDGA. Estudos relatam que a
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imunossupressdo, que pode ser mediada por dexametasona ou estresse em
portadores EIAV assintomatico frequentemente induz o recrudescimento da doenca
como um resultado do aumento da multiplicacdo viral e o aparecimento de sinais
clinicos (COOK; LEROUX; ISSEL, 2013; CRAIGO et al., 2007; LEROUX; CADORE;
MONTELARO, 2004). Essa correlagao entre o aumento da absorbancia nos testes de
ELISA e a presengca de uma possivel imunossupressdo e aparente processo
inflamatério com recrudescimento da doenca também foi observada nos animais 36,
59 e 35, Em todos esses animais foi observado aumento da concentracido de
fibrinogénio, que ¢é considerado um indicador especifico para inflamacéao
(HOOWUBERG et al., 2014).

Essa correlagédo também pode ser observada nos animais 18, 32, 41 e 78, mas
de forma inversa, onde os soros dos animais foram positivos nos testes da primeira
coleta e com hemogramas alterados, e na segunda coleta os animais apresentaram
melhora nas taxas sanguineas, como a diminuicdo na contagem total de leucdcitos e
diminuicdo dos niveis de absorbancia no ELISA a ponto de serem considerados
negativos.

Ainda, analisando os resultados das avaliagdes bioquimicas e relacionando ao
achado no estudo relatado anteriormente, onde foi comprovado estatisticamente
haver associagao entre os niveis de GGT sérica e a presenga de infecgdo por EIAV,
podemos sugerir que a infecgdo e aumento na carga viral, podem levar ao aumento
valores da concentragédo de GGT relacionado alteragdes hepaticas. No animal 19, os
niveis de GGT e FA ja eram elevados na primeira coleta, mas ocorreu um aumento
de GGT na segunda coleta, quando ocorreu a seroconversdo no IDGA. Essa
associagao também observada no animal 36, com trés coletas, sendo que na segunda
coleta ocorreu a reducdo do nivel de absorbadncia e o teste foi considerado
indeterminado no ELISA p26 redugéo do nivel de GGT e FA. Na terceira coleta houve
aumento da absorbancia novamente, sendo positivo e ocorreram aumentos nos niveis
de GGT e FA. Estes achados se repetem nos animais 59 e 35, mas os valores se

mantem nos niveis de normalidade para GGT.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados confirmaram a circulagdo de EIAV em animais errantes que
circulam nas estradas do estado do Ceara (jumentos e cavalos) e em cavalos do
Parque Nacional de Jericoacoara, Ceara, Brasil. Além disso, comprovamos a baixa
positividade nos soros empregando IDGA. Nossos estudos mostram a importancia do
uso de multiplos testes sorolégicos com diferentes proteinas virais que pode reduzir o
numero de resultados falso-positivos e falso-negativos, e ainda a importancia do uso
dos diagnosticos moleculares. O diagnéstico de AIE pode ser aprimorado combinando
ELISA e IDGA, sendo que a velocidade e alta sensibilidade do gp90 ELISA o tornam
ideal para triagem de casos suspeitos de AIE. Assim, nossos resultados indicam a
dificuldade de implementacao de um teste padrao-ouro. Ainda, os testes moleculares,
sendo as primeiras abordagens moleculares em jumentos, confirmamos a alta
circulacdo da infecgao natural EIAV em jumentos, mostrando que as sequéncias de
EIAV do Ceara se agrupam com outras sequéncias brasileiras em um unico clado,
além de confirmarem a alta circulagdo da infeccdo natural por EIAV. Nossos
resultados também mostram que os testes ELISA gp90 sado confiaveis, mas o
acompanhamento clinico laboratorial pode indicar a presenga de falsos-positivos.
Também é possivel especular sobre a possivel origem do EIAV do Cear4, pois as
sequéncias estdo agrupadas proximas sequencias do Japao apoiadas por um valor
de bootstrap significativo, ou as sequencias do Japao sao originarias do Brasil. Nossos
resultados também indicam que as formas atuais de controle da AIE sdo questionaveis
e nao ha alteracdes clinicas relacionadas a infecgdo na area de estudo. As alteragdes
no nivel de GGT, possivelmente associadas a alteracbes hepaticas, nos animais
infectados sugerem um bom marcador bioquimico. Também foi possivel descrever a
evolugdo clinica e laboratorial de um jumento naturalmente infectado por EIAV,
comprovando que a espécie apresenta sintomatologia semelhante a descrita em
cavalos. Todos os resultados foram enviados as instituicdes responsaveis pela saude
animal no Ceara (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA e
Agéncia de Defesa Agropecuaria do Ceara — ADAGRI). Também, como resultado dos
estudos, um plano de contingéncia para as principais doengas equinas foi elaborado
e implantado tanto na FPR, quanto no Parque Nacional de Jericoacoara. Os
resultados gerados nesse estudo podem auxiliar no direcionamento das politicas

publicas de controle da AlE.
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Tabela 15. Resultados dos hemogramas: Resultados dos hemogramas dos animais acompanhados e que tiveram variagdes

significativas na absorbancia dos ELISAS gp90 e p26 (TODOS OS ANIMAIS).

D cowa owa bon SA HIEA e FERNeENO Y. Ve G TERGros PLACUETS
12 22/07/2019 P 3,13 1,85 8,20 600,00 7,40 31,00 10,30 9.870,00 101,00
13 24 17/01/2020 P 3,24 2,42 7,20 200,00 7,14 30,00 10,00 9.975,00 79,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 P 2,58 1,85 7,80 400,00 10,00 42,00 14,00 9.187,00 126,00
11 24 17/01/2020 P 1,25 1,26 7,00 200,00 8,10 34,00 11,33 7.507,00 111,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 P 2,89 1,6 7,40 200,00 6,60 28,00 9,30 8.820,00 151,00
23 24 13/10/2020 P 3,15 2,23 7,20 200,00 7,60 32,00 10,70 10.080,00 114,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 26/10/2019 P 3,15 2,38 7,40 400,00 10,50 44,00 14,70 10.972,00 114,00
79 24 13/10/2020 P 2,37 1,79 6,60 400,00 8,80 37,00 12,30 10.763,00 104,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 P 3,16 1,33 7,00 600,00 7,10 30,00 10,00 7.875,00 104,00
5 28 17/01/2020 P 1,76 1,24 7,00 400,00 7,86 33,00 11,00 9.817,00 108,00
32 13/10/2020 P 2,44 1,06 7 200 8,3 35 1,7 10.552,00 57
12 23/07/2019 P 3,16 1,33 6,80 200 8,6 36 12,00 6.300 81
58 24 17/01/2020 P 1,76 1,24 7 200 8,1 34 11,30 8.032,00 57
32 14/10/2020 P 2,44 1,06 6,4 400 8,3 35 1,7 11.813 194
12 22/07/2019 N 3,23 1,38 8,40 200,00 6,20 26,00 8,70 15.592,00 95,00
19 28 17/01/2020 P 1,91 1,48 9,60 600,00 8,10 34,00 11,33 31.972,00 78,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
36 12 23/07/2019 P 2,37 0,98 7,80 800 8,3 35 11,70 10.290 122
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28 17/01/2020 P 2,32 0,71 8 200 8,57 36 12,00 9.607,00 114
32 14/10/2020 P 1,69 1,01 7.4 400 8,1 34 11,3 14.490 161
12 23/07/2019 P 2,91 1,25 7,00 200,00 7,60 32,00 10,60 15.120,00 96,00
41 22 17/01/2020 P 1,8 0,77 8,20 400,00 7,86 33,00 11,00 11.182,00 168,00
3@ NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 26/10/2019 P 2,15 1,88 8,00 600,00 8,10 34,00 11,34 11.130,00 135,00
78 28 15/10/2020 P 1,39 0,64 7,00 400,00 7,60 32,00 10,70 9.450,00 161,00
3@ NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 23/07/2019 N 2,45 0,89 7,20 200 6,7 28 9,30 10.027,00 133
47 28 17/01/2020 N 1,07 0,98 6,8 400 7,38 31 10,33 11.550 181
32 14/10/2020 N 0,9 1,08 7,2 800 8,1 34 11,3 14.595 74
12 07/09/2019 N 1,05 1 7,2 200 7,60 32 10,70 10.448,00 121
74 22 30/11/2019 N 0,84 0,37 7,6 1000 7,61 32 10,66 8.610,00 96
3@ 13/10/2020 N 1,02 0,32 7 200 8,1 34 11,3 10.290,00 95
12 22/07/2019 N 1,23 0,26 7,00 400 7,60 32 10,60 5.565,00 93
27 28 17/01/2020 N 1,09 0,27 6,6 200 7,62 32 10,67 7.770,00 148
32 13/10/2020 N 1,39 0,36 6.6 200 8,3 35 11,7 8.085,00 120
12 22/07/2019 N 1,24 0,37 6,60 200 7,90 33 11,00 7.455,00 154
28 28 17/01/2020 N 1,2 0,36 6,6 200 7,62 32 10,67 8.872,00 117
3@ 13/10/2020 N 2,23 0,28 6 200 6.4 27 9 6.615,00 95
12 23/07/2019 N 1,41 0,49 7,60 200 8,10 34 11,30 11.603,00 229
44 22 17/01/2020 N 1,31 0,29 7,2 200 8,33 35 11,67 9.817,00 71
3@ 14/10/2020 N 1,68 0,34 7,2 400 7.9 33 11 10.920,00 210
12 07/09/2019 N 1,41 0,41 7,2 400 6,70 28 9,30 9.188,00 75
60 28 30/11/2019 N 0,82 0,4 6,4 400 6,90 29 9,66 12.705,00 103
32 13/10/2020 N 0,81 0,5 7 400 6,7 28 9,3 9.398,00 136
12 07/09/2019 N 1,87 0,45 7,6 200 6,42 27 9,00 9.345,00 100
75 22 30/11/2019 N 1,66 0,23 7,2 200 7,14 30 10,00 10.395,00 140
3@ 13/10/2020 N 2,14 0,34 7,2 200 6,4 27 9 9.240,00 74
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12 07/09/2019 N 0,85 0,48 7,60 400,00 9,50 40,00 13,30 13.335,00 142,00
59 28 30/11/2019 N 1,52 0,84 7,00 1.000,00 5,95 25,00 8,33 14.227,00 145,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
18 23/07/2019 N 0,99 0,61 7,20 600,00 7,40 31,00 10,30 10.657,00 65,00
40 A 17/01/2020 N 0,64 0,99 7,00 200,00 8,33 35,00 11,67 9.240,00 73,00
3@ NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 1,35 0,35 7,80 600,00 7,60 32,00 10,60 9.187,00 148,00
1 A 17/01/2020 N 1,19 0,28 7,40 400,00 7,14 30,00 10,00 10.185,00 132,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 1,78 0,34 7,20 200,00 7,90 33,00 11,00 7.560,00 138,00
25 A 17/01/2020 N 1,23 0,29 7,00 200,00 7,62 32,00 10,67 10.290,00 108,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 07/09/2019 N 2,28 0,46 6,20 200,00 6,70 28,00 9,30 7.980,00 127,00
65 A 30/11/2019 N 0,73 0,61 6,40 200,00 7,38 31,00 10,33 7.927,00 101,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 07/09/2019 N 0,78 0.4 6.8 200 9,00 38 12,70 13.020,00 117
64 A 30/11/2019 N 0,9 0,33 7,4 200 8,09 34 11,33 9.187,00 106
32 13/10/2020 N 1,1 0,69 6,6 200 9,5 40 13,3 9.030,00 74
12 22/07/2019 N 0,72 0,27 7,80 400,00 7,10 30,00 10,00 10.395,00 96,00
29 A 13/10/2020 N 0,61 0,26 7,00 200,00 6,40 27,00 9,00 9.030,00 65,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,98 0,33 7,20 400,00 6,90 29,00 9,60 9.240,00 171,00
18 A 17/01/2020 N 0,53 0,36 7,20 200,00 8,81 37,00 12,33 8.977,00 96,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 1,85 0,28 7,20 200,00 7,10 30,00 10,00 13.335,00 246,00
32 A 17/01/2020 N 0,41 0,43 7,80 200,00 7,38 31,00 10,33 7.927,00 131,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
73 1@ 07/09/2019 N 0,49 0,8 7,00 400,00 6,70 28,00 9,30 12.600,00 121,00
28 30/11/2019 N 2,05 0,79 7,00 200,00 6,19 26,00 8,66 9.870,00 147,00
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32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,63 0,2 8,20 400,00 7,60 32,00 10,60 11.550,00 234,00
35 A 14/10/2020 N 0,74 0,19 8,00 600,00 6,90 29,00 9,70 10.343,00 183,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,56 0,2 7,00 200,00 7,40 31,00 10,30 11.655,00 105,00
31 A 17/01/2020 N 0,4 0,35 7,80 200,00 8,10 34,00 11,33 7.192,00 141,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
1@ 22/07/2019 N 0,65 0,31 6,80 400,00 5,00 21,00 7,00 8.452,00 80,00
33 A 17/01/2020 N 0,12 0,45 6,80 200,00 6,67 28,00 9,33 10.342,00 88,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 23/07/2019 N 0,57 0,26 7,40 600 6,40 27 9,00 9.870,00 100
39 A 17/01/2020 N 0,12 0,14 7 200 6,67 28 9,33 8.452,00 167
32 14/10/2020 N 0,18 0,25 6,8 400 6,7 28 9,3 10.343,00 99
1@ 22/07/2019 N 0,59 0,31 7,80 200,00 6,60 28,00 9,30 11.760,00 108,00
34 A 17/01/2020 N 0,39 0,23 6,80 400,00 7,14 30,00 10,00 13.755,00 192,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 26/10/2019 N 0,35 0,8 6,20 200,00 7,14 30,00 10,00 13.020,00 163,00
80 A 14/10/2020 N 0,32 0,55 6,20 400,00 7,40 31,00 10,30 11.025,00 76,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 07/09/2019 N 0,37 0,71 200 11,40 48 16,00 12.180,00 81
72 A 30/11/2019 N 0,26 0,51 7 400 9,62 40 13,33 11.655,00 129
3° 13/10/2020 N 0,38 0,38 6,6 200 7,6 32 10,7 7.665,00 87
ID=IDENTIFICACAO; VR=VALORES DE REFERENCIA; PP=PROTEINA PLASMATICA TOTAL; HM=HEMACIAS; VG=VOLUME GLOBULAR;

HG=HEMOGLOBINA; NC=NAO CONSTA.
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Tabela 16. Resultados dos bioquimicos: Resultados dos bioquimicos dos animais acompanhados e que tiveram variacdes

significativas na absorbancia dos ELISAS gp90 e p26 (TODOS OS ANIMAIS).

ELISA ELISA  UREIA CREATININA ALBUMINA AST PROT TOTAL  GGT
ID COLETA DATA IDGA o) 026 (maldL) (ma/dL) @dl) | ATOL (a/dL) L) FAWUL) CK(UL)
VR 21,4-515 04-22 21 -33 24-40 14-62 86-295 86 -295 86 -295 86 - 295
12 22/07/2019 P 3,13 1,85 70,00 1,76 2,04 5,00 229,00 7,53 13,00 180,00 245,00
13 22 17/01/2020 P 3,24 2,42 66,00 1,48 1,77 8,00 359,00 7,28 97,00 301,00 342,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 P 2,58 1,85 45,00 1,22 2,97 8,50 286,50 7,08 135,50 273,50 459,00
1 22 17/01/2020 P 1,25 1,26 60,00 1,57 2,18 15,00 39,00 7,80 246,00 290,00 366,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 P 2,89 1,60 73,50 2,72 3,86 20,00 279,50 11,96 64,00 540,50 811,50
23 22 13/10/2020 P 3,15 2,23 65,00 1,90 2,88 18,50 374,00 8,50 365,00 469,50 805,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
17 26/10/2019 P 3,15 2,38 32,50 1,75 3,35 13,00 270,00 9,86 78,00 365,00 931,00
79 22 13/10/2020 P 2,37 1,79 25,00 1,27 2,69 12,00 91,00 13,84 211,00 437,00 682,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 P 3,16 1,33 52,50 1,27 2,41 9,50 266,00 7,78 2350 242,00 298,00
5 22 17/01/2020 P 1,76 1,24 47,00 1,13 2,53 38,00 144,00 7,42 28,00 257,00  4973,00
3°  13/10/2020 P 2,44 1,06 35,00 0,95 1,99 2,00 352,00 6,33 86,00 320,00 604,00
12 23/07/2019 P 3,16 1,33 40,00 1,04 2,62 16,00 395,50 7,10 24,00 22500 798,50
58 22 17/01/2020 P 1,76 1,24 44,00 1,77 2,90 7,00 445,00 8,08 43,00 323,00  1440,00
3°  14/10/2020 P 2,44 1,06 51,00 1,45 2,47 1500 318,00 6,73 55,50 321,00 848,00
12 22/07/2019 N 3,23 1,38 38,00 1,57 1,83 11,00 362,00 10,69 48550 1079,50 503,50
19 22 17/01/2020 P 1,91 1,48 18,00 1,02 1,29 1500 259,00 10,88 662,00 1027,00 357,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 23/07/2019 P 2,37 0,98 71,50 2,16 3,65 34,00 259,50 10,57 288,50 605,50 431,00
36 22 17/01/2020 P 2,32 0,71 54,00 1,38 2,59 13,00 412,00 7,75 146,00 391,00 814,00
32 14/10/2020 P 1,69 1,01 52,00 1,16 2,16 17,00 325,00 7,16 348,00 473,00 370,00
12 23/07/2019 P 2,91 1,25 37,50 1,84 2,39 6,00 320,00 7,17 32,00 276,00 359,00
M 22 17/01/2020 P 1,80 0,77 63,00 1,81 2,34 7,00 283,00 7,99 38,00 196,00 270,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
17 26/10/2019 P 2,15 1,88 49,00 1,56 2,34 9,00 290,00 6,63 30,00 272,00 241,00
78 22 15/10/2020 P 1,39 0,64 44,00 1,36 2,70 9,50 391,00 7,59 39,00 374,00 413,50
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
a7 17 23/07/2019 N 2,45 0,89 50,00 2,68 2,59 17,00 329,50 8,61 27,00 361,50 583,50
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22 17/01/2020 N 1,07 0,98 47,00 1,23 1,87 6,00 224,00 5,42 17,00 219,00 841,00

32 14/10/2020 N 0,90 1,08 42,00 1,38 1,92 6,00 328,00 6,50 18,00 361,00 842,00

12 07/09/2019 N 1,05 1,00 53,00 2,63 2,91 16,50 395,00 8,29 36,50 255,50 488,00

74 2@ 30/11/2019 N 0,84 0,37 48,00 3,00 3,20 32,00 406,00 8,90 25,00 198,00 398,00

32 13/10/2020 N 1,02 0,32 32,00 1,08 1,20 16,00 237,00 4,24 15,00 162,00 510,00

12 22/07/2019 N 1,23 0,26 53,50 2,47 3,29 14,00 35,25 8,37 20,50 200,00 509,00

27 22 17/01/2020 N 1,09 0,27 48,00 3,00 3,20 32,00 406,00 8,90 25,00 198,00 398,00

32 13/10/2020 N 1,39 0,36 32,00 1,08 1,20 16,00 237,00 4,24 15,00 162,00 510,00

12 22/07/2019 N 1,24 0,37 48,00 2,24 2,94 20,00 325,50 7,56 18,00 287,00 787,00

28 A 17/01/2020 N 1,20 0,36 62,00 2,07 2,64 6,00 317,00 7,66 24,00 235,00 806,00

32 13/10/2020 N 2,23 0,28 33,00 1,61 2,05 8,00 220,00 5,50 21,00 260,00 383,00

12 23/07/2019 N 1,41 0,49 48,00 2,00 3,62 20,00 329,50 9,56 89,00 467,00 779,00

44 A 17/01/2020 N 1,31 0,29 46,00 2,26 3,08 20,00 376,00 8,90 101,00 498,00 1539,00

32 14/10/2020 N 1,68 0,34 24,00 1,01 1,99 8,50 350,50 6,29 60,00 257,00 498,00

12 07/09/2019 N 1,41 0,41 36,00 1,56 2,03 6,00 246,50 6,50 14,50 207,00 462,50

60 A 30/11/2019 N 0,82 0,40 49,00 1,60 2,20 13,00 301,00 6,80 21,00 300,00 355,00

32 13/10/2020 N 0,81 0,50 44,00 0,80 2,40 5,00 244,00 8,45 29,00 294,00 236,00

12 07/09/2019 N 1,87 0,45 27,00 2,02 2,53 10,00 284,50 8,20 18,00 256,50 765,00

75 2@ 30/11/2019 N 1,66 0,23 50,00 1,90 2,60 12,00 301,50 8,40 17,00 250,00 607,00

32 13/10/2020 N 2,14 0,34 42,00 1,21 2,60 1,00 314,00 7,73 12,00 216,00 927,00

12 07/09/2019 N 0,85 0,48 50,00 3,08 2,90 20,50 359,50 8,05 20,00 243,50 531,00

59 28 30/11/2019 N 1,52 0,84 43,00 3,20 2,80 12,00 287,00 9,00 35,00 508,00 352,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC

12 23/07/2019 N 0,99 0,61 47,50 1,92 3,14 9,50 371,00 8,89 30,00 364,00 495,50

40 A 17/01/2020 N 0,64 0,99 64,00 1,20 2,36 15,00 440,00 7,73 23,00 400,00 496,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC

12 22/07/2019 N 1,35 0,35 27,50 1,96 1,92 7,50 287,50 7,91 37,50 238,00 219,00

1 2@ 17/01/2020 N 1,19 0,28 54,00 2,23 2,14 13,00 327,00 8,54 39,50 272,00 275,00
3 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC

12 22/07/2019 N 1,78 0,34 47,50 1,85 3,05 14,00 266,50 8,14 14,50 315,00 637,50

25 2@ 17/01/2020 N 1,23 0,29 44,00 1,34 2,64 9,50 263,00 7,20 25,00 199,00 691,00
3 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC

18 07/09/2019 N 2,28 0,46 23,50 1,38 1,75 5,50 187,00 4,61 23,00 217,00 194,50

65 A 30/11/2019 N 0,73 0,61 51,00 1,40 2,60 11,00 326,00 6,60 23,00 499,00 643,00
3 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC

64 12 07/09/2019 N 0,78 0,40 39,00 2,43 1,44 6,00 190,50 3,82 31,00 190,00 636,50

A 30/11/2019 N 0,90 0,33 65,00 3,70 3,80 23,00 369,00 9,70 46,00 275,00 787,00
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32 13/10/2020 N 1,10 0,69 38,00 2,20 3,57 15,00 307,00 9,01 17,00 212,00 907,00
12 22/07/2019 N 0,72 0,27 49,50 1,44 2,26 20,50 285,50 7,36 11,00 278,00 307,50
29 22 13/10/2020 N 0,61 0,26 47,00 1,03 2,06 17,00 401,00 7,45 19,00 303,00 616,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,98 0,33 80,00 2,59 3,61 18,00 330,00 9,70 32,00 1064,00 710,50
18 22 17/01/2020 N 0,53 0,36 61,00 2,12 2,92 7,00 433,00 7,61 59,00 242,00 730,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
18 22/07/2019 N 1,85 0,28 87,50 2,46 3,01 8,50 374,50 10,33 25,50 486,50 500,00
32 A 17/01/2020 N 0,41 0,43 67,00 1,87 2,93 12,00 421,00 10,07 40,00 373,00 534,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 07/09/2019 N 0,49 0,80 41,00 2,59 2,30 8,00 373,50 7,53 33,50 260,50 939,50
73 A 30/11/2019 N 2,05 0,79 36,00 2,60 2,10 11,00 391,00 7,20 26,00 184,00 678,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,63 0,20 51,00 1,73 2,58 7,00 228,00 5,70 20,00 184,00 226,50
35 A 14/10/2020 N 0,74 0,19 43,00 1,45 3,30 10,00 292,00 16,92 45,00 391,00 790,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,56 0,20 78,00 2,25 2,67 15,00 382,50 9,96 51,00 321,00 489,00
31 22 17/01/2020 N 0,40 0,35 66,00 1,80 2,61 10,00 413,00 7,90 57,00 228,00 487,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 22/07/2019 N 0,65 0,31 45,50 1,58 1,94 6,00 203,00 5,66 21,00 177,00 193,50
33 2@ 17/01/2020 N 0,12 0,45 54,00 2,03 2,80 9,00 367,00 8,99 23,00 263,00 419,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
18 23/07/2019 N 0,57 0,26 40,50 1,50 2,29 7,50 268,00 7,72 18,00 265,50 460,90
39 A 17/01/2020 N 0,12 0,14 38,00 1,21 2,35 12,00 309,00 8,46 20,00 231,00 638,00
32 14/10/2020 N 0,18 0,25 29,00 1,27 1,84 7,00 335,00 6,87 20,00 289,00 325,00
12 22/07/2019 N 0,59 0,31 51,00 1,45 1,60 5,00 230,50 5,57 12,00 222,50 409,50
34 A 17/01/2020 N 0,39 0,23 36,00 1,32 2,17 5,00 368,00 6,76 20,00 356,00 355,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 26/10/2019 N 0,35 0,80 27,00 1,43 2,563 11,00 337,00 6,61 45,00 497,00 547,00
80 A 14/10/2020 N 0,32 0,55 20,00 1,45 2,61 12,00 338,00 7,32 50,00 416,00 447,00
32 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
12 07/09/2019 N 0,37 0,71 44,50 2,55 2,90 9,00 323,50 8,40 14,00 317,00 317,00
72 22 30/11/2019 N 0,26 0,51 41,00 2,20 2,60 15,00 274,00 7,10 15,00 204,00 305,00
32 13/10/2020 N 0,38 0,38 31,00 1,31 2,20 5,00 226,00 6,02 9,00 112,00 236,50
ID=IDENTIFICAGAO; VR=VALORES DE REFERENCIA; NC=NAO CONSTA; ALT= ALANIMA AMINOTRANSFERASE; AST=ASPARTATO

AMINOTRANSFERASE; CK=CREATINA QUINASE; FA=FOSFATASE ALCALINA; GGT=GAMA-GLUTAMIL TRANSFERASE.
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