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RESUMO

O vírus da Anemia Infecciosa Eqüina (EIAV) é um Retrovírus causador da Anemia Infecciosa
Eqüina, uma enfermidade que acomete somente animais da família Eqüidae. No presente
estudo foram avaliadas técnicas de PCR (reação em cadeia da polimerase) como diagnóstico
confirmatório para os testes sorológicos ELISA e IDGA. Foram analisadas amostras de lavado
broncoalveolar (LBA), células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) e soro,
provenientes de eqüídeos com resultados positivos na IDGA encaminhados ao abate em
frigoríficos de MG. Amostras de DNA provenientes do LBA e PBMCs foram submetidas à
amplificação pela PCR ��Actina, Q3&5� JDJ� H� 3&5� JS���� $� 3&5� ��Actina mostrou ser um
controle eficiente da qualidade do DNA genômico submetido às demais técnicas. A PCR gp90
não foi capaz de amplificar amostras brasileiras do DNA proveniente de PBMCs e LBA de
animais positivos para AIE. A nPCR gag mostrou ser eficiente em amplificar seqüências virais
em amostras de PBMCs, podendo ser utilizada como diagnóstico confirmatório ou
complementar para técnicas sorológicas.

Palavras chave: EIAV; testes sorológicos; PCR; PBMC; LBA.

ABSTRACT

Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) is a retrovirus that causes Equine Infectious Anemia, a
disease that strikes animals from family Eqüidae. In the present study, PCR (polymerase chain
reaction) techniques were evaluated as a confirmation test for ELISA serologic tests and IDGA.
Samples of bronchoalveolar lavage fluid (BALF), peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
and serum from IDGA-positive equids that were slaughtered in cold storage plants were
analyzed. DNA samples from BALF and 3%0&V� ZHUH� VXEPLWWHG� WR� DPSOLILFDWLRQ� E\� ��$FWLQ
PCR, gag Q3&5� DQG� JS��� 3&5�� ��$FWLQ� 3&5� ZDV� IRXQG� WR� EH� DQ� HIILFLHQW� TXDOLW\� FRQWURO
resource for genomic DNA submitted to the other techniques. gp90 PCR was not able to amplify
the Brazilian samples of DNA from BALF and PBMCs from AIE-positive animals. gag nPCR was
efficient in the amplification of viral sequences in PBMCs samples and can be utilized as a
confirmation diagnostic test for serologic techniques.

Key-words: EIAV, serologic tests, PCR; PBMC; BALF.
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1. INTRODUÇÃO

A Anemia Infecciosa Eqüina (AIE) é uma
enfermidade que acomete somente animais
da família Eqüidae (eqüinos, muares e
asininos), causada pelo vírus da Anemia
Infecciosa Eqüina (EIAV) pertencente ao
gênero Lentivirus, e à família Retroviridae
(Van Regenmortel et al., 2000).

A doença é mais prevalente em áreas
geográficas de clima quente e úmido,
refletindo a importância da transmissão por
insetos tabanídeos hematófagos da ordem
Diptera, e apresenta distribuição
cosmopolita (Issel e Coggins, 1979).

A AIE não tem tratamento nem vacina
eficaz, portanto o seu controle é feito
através do diagnóstico laboratorial com a
identificação, isolamento e sacrifício ou
segregação dos animais soropositivos (Issel
e Coggins, 1979).

A Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA) é o
teste oficial para diagnóstico da AIE em todo
o mundo. Apesar de ser usado em larga
escala, o IDGA apresenta algumas
limitações, dentre elas a incapacidade de
detectar anticorpos específicos nos estágios
iniciais da infecção, comprometendo as
medidas de controle e erradicação da
doença (Reis et al., 1994; Reis, 1997).

A técnica de ELISA competitivo (CELISA),
que também detecta anticorpos específicos
para a proteína p26, tem sido utilizada com
sucesso por muitos pesquisadores,
apresentando grande correlação com
resultados obtidos na IDGA (Matsushita et
al., 1989).

O teste ELISA indireto com a proteína
recombinante rgp90 permite detectar a
maioria dos cavalos infectados com
resultados negativos pelo teste IDGA, que
utiliza a proteína p26 como antígeno (Reis,
1997). Este teste mostrou ser um método
sensível para detectar anticorpos anti-EIAV,
podendo ser realizado em larga escala com
resultados obtidos dentro de 4 a 5 horas.
Anticorpos contra a gp90 (glicoproteína da

superfície externa do EIAV) são
precocemente detectados em animais
infectados e em altos títulos. O uso da rgp90
contribui para o aumento da sensibilidade
do ELISA, podendo servir como uma
alternativa ao IDGA para o diagnóstico da
AIE, já que permite detectar a maioria dos
eqüídeos infectados não reagentes ao IDGA
(Reis, 1997; Martins, 2004).

Apesar de ser contestada por alguns
autores (Hartley e Rashtchian, 1993;
Campbell e Robinson, 1998; Belak et al.,
2001; Bastien et al., 2003; Bienzle et al.,
2004), a reação em cadeia da polimerase
(PCR) tem sido proposta como teste
confirmatório para doenças causadas por
vírus, incluindo o EIAV (Langemeier et al.,
1996; Nagarajan e Simard, 2001; Camargos
et al., 2005). A PCR para detecção do DNA
proviral do EIAV é sensível e específica não
só para identificar eqüídeos em estágio
subclínico, como também animais
recentemente infectados em processo de
montagem de resposta imune, e potros com
anticorpos colostrais anti-EIAV, que
interferem nos testes sorológicos (Toma, B.,
1980; McConnell et al., 1983; Issel et al.,
1985; Issel e Cook, 1993).

Vários pesquisadores têm obtido sucesso
com técnicas de PCR em amplificar
seqüências específicas no genoma do EIAV
e de outros vírus, apontando a PCR como
metodologia altamente específica e sensível
frente aos testes sorológicos utilizados para
diagnóstico das doenças infecciosas (Kim e
Casey, 1994; Langemeier et al., 1996;
Nagarajan et al., 2001; Cook et al., 2002).
Apesar disso, vários trabalhos apontam o
contrário, contestando a sensibilidade da
técnica devido ao grande número de
resultados negativos obtidos com amostras
de animais com sorologia positiva,
demonstrando baixa concordância entre
resultados de testes sorológicos e a PCR,
resultados falso-positivos, ou até mesmo por
falhas na reprodutibilidade da técnica
(Bienzle et al., 2004; Hirsch, 2005;
Camargos, 2005).

O sítio primário de replicação do EIAV em
eqüídeos são células da linhagem monócito-
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macrófago (Montelaro et al.,1993), e os
principais sítios de replicação viral ativa
constituem os macrófagos do baço, fígado,
linfonodos e pulmão (Harrold et al., 2000).
Achados citológicos em amostras de lavado
broncoalveolar (LBA), determinam que o
tipo celular predominante são os
macrófagos alveolares, seguido deles, os
mais abundantes são linfócitos. Neutrófilos,
eosinófilos e mastócitos são observados em
números inferiores (Dyer et al., 1983;
Ainsworth et al., 2002; Ainsworth et al.,
2003; Mori et al., 2003).

As informações mencionadas acima
motivaram o estudo comparativo das
técnicas de ELISA rgp90, IDGA e PCR, com
a utilização de amostras sorológicas, células
mononucleares do sangue periférico
(PBMCs), e amostras de células da
linhagem monócito-macrófago provenientes
do pulmão, através da coleta de lavado
broncoalveolar (LBA).

No presente trabalho, a utilização de
amostras do lavado broncoalveolar está
sendo pela primeira vez avaliada em
pesquisas sobre o EIAV, além disso, trata-
se de um material biológico com abundância
em células alvo do vírus.

Os resultados obtidos a partir do ELISA e
das técnicas de PCR com as amostras de
DNA provenientes de PBMCs e LBA, foram
comparados com os resultados da técnica
de IDGA, por se tratar do exame oficial de
diagnóstico para AIE.

2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1- Histórico da Anemia Infecciosa
Eqüina

A AIE foi descrita como doença infecciosa
dos eqüídeos em 1843 na França, e foi
estabelecida sua etiologia viral em 1904
(Lignée, 1843 citado por Montelaro et al.,
1993). A enfermidade foi constatada pela
primeira vez no Canadá no ano de 1881,
sendo em 1896 diagnosticada em muitas
regiões dos Estados Unidos (Byrne, 1966).

Em 1960 a AIE foi descrita na Venezuela, e
em 1964 na Argentina, sendo detectada no
Brasil pela primeira vez em 1968 nos
animais instalados no Jóquei Clube
Brasileiro localizado no extinto Estado da
Guanabara (Dupont et al., 1968).

No estado de Minas Gerais o primeiro caso
foi diagnosticado em 1968 na Vila Hípica de
Belo Horizonte, mas somente em 1971
resultados com base em exames clínicos,
anátomo-patológicos e laboratoriais foram
publicados (Batista Júnior e Fonseca, 1971).

A partir de 1968 foram implementadas
medidas de ordem sanitária pela Divisão de
Defesa Sanitária Animal (DDSA) do
Ministério da Agricultura, Pecuária e
Abastecimento. Foram adotadas restrições
de trânsito, inclusive aos eqüídeos
destinados ao abate, e sacrifício de todos
animais doentes diagnosticados pelos
exames disponíveis na época, como o teste
de sideroleucócitos e o de inoculação de
sangue suspeito em eqüídeo susceptível.
(Anemia ___Boletim de Defesa Sanitária
Animal, 1974)

Foi aprovado em 1974 o emprego do teste
de Coogins (IDGA) como exame oficial para
AIE (Coggins e Norcross, 1970) sendo bem
aceito pela comunidade científica.

Atualmente a AIE é considerada uma
enfermidade endêmica em Minas Gerais,
com uma prevalência de 5,29% para
rebanhos e de 3,08% para animais de
serviço, sendo consideradas as áreas Norte,
Noroeste, Vale do Mucuri e Jequitinhonha
as de maior prevalência no Estado
(Almeida, 2005).

2.2- Estágios da doença

O curso clínico da AIE é variável, pois é
dependente da dose e virulência do estrato
viral infectante e da susceptibilidade
individual do hospedeiro (Kemeny et al.,
1971). Apesar disso, a resposta clínica dos
eqüídeos seguida por infecção natural ou
experimental com o EIAV pode ser dividida
em três fases: aguda, crônica e inaparente.
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A fase aguda é caracterizada por febre,
anorexia, e pronunciada viremia resultante
de uma extensiva replicação viral nos
macrófagos teciduais ou periféricos e possui
duração de 5 a 30 dias pós-infecção
(McGuire et al., 1971). Nesta fase da
doença o diagnóstico sorológico pode gerar
resultados negativos, devido à ausência ou
ao baixo título de anticorpos específicos que
aparecem geralmente por volta do décimo
ao décimo quarto dia pós-infecção (Coggins
et al., 1972).

Uma das características mais marcantes
deste estágio da doença é a
trombocitopenia associada à febre que
precede o aparecimento dos anticorpos.
Estes sintomas iniciais da doença
geralmente desaparecem dentro de poucos
dias, contudo, uma pequena porcentagem
dos animais infectados pode desenvolver
forma grave e fatal da AIE. Poucos animais
desenvolvem um quadro inaparente da
doença após essa fase inicial, e a maioria
progride para a fase crônica (Crawford et al.,
1978).

A fase crônica da AIE é caracterizada por
ciclos recorrentes de viremia que é
associada aos sintomas clínicos incluindo
febre, anorexia, edema, leucopenia, anemia,
trombocitopenia, hemorragias, diarréia,
glomerulonefrite e letargia. Cada episódio
clínico tem duração média de 3 a 5 dias, e o
intervalo entre os ciclos da doença é
irregular podendo ser de semanas à meses.

A freqüência e gravidade dos episódios da
doença usualmente diminuem com o tempo,
e após uma média de 6 a 8 episódios
clínicos o estágio crônico da AIE termina
dentro de um ano pós-infecção. A maioria
dos eqüídeos infectados que sobrevivem às
fases aguda e crônica, tornam-se
portadores inaparentes do vírus por toda a
vida (Montelaro et al., 1993).

A maioria dos eqüídeos EIAV-positivos
encontrados na natureza estão na fase
inaparente da AIE. Estes animais não
apresentam sinais clínicos da doença, e a
viremia no plasma é insignificante. Apesar
disso, estes animais continuam sendo
portadores do vírus, e são considerados

principais fontes de infecção para os
animais susceptíveis (Montelaro et al.,
1993).

Achados científicos indicam que a
replicação viral, e a doença nesta fase da
infecção pelo EIAV estão sob controle do
sistema imunológico do hospedeiro eqüídeo
apesar dos mecanismos de escape
empregados pelo vírus para manter a
persistência (Montelaro et al., 1993;
Hammond et al., 2000; Howe et al., 2002).

2.3- Transmissão

O sangue de cavalos contaminados é a
principal forma de infecção para animais
susceptíveis, e a transmissão da doença
envolve a transferência desse material
biológico (Issel e Foil, 1984).

As condições ecológicas, a população de
insetos hematófagos, e a densidade
demográfica de eqüídeos são fatores que
determinam a difusão da doença na
natureza (Issel et al., 1988a).

A importância do proprietário ou veterinário
na indução da infecção através de agulhas
contaminadas e instrumentos cirúrgicos
deve ser enfatizada, pois o uso múltiplo de
fômites contaminados sem desinfecção de
um animal para outro tem sido responsável
por alguns surtos da doença. Resultados de
estudos sobre a sobrevivência do EIAV em
agulhas, indicam que este vírus permanece
infectivo por até 96 horas (Williams et al.,
1981).

Os artrópodes vetores do EIAV pertencem à
ordem Diptera, sendo os tabanídeos
(Tabanus sp) os maiores responsáveis pela
difusão da doença. Nos vetores, o EIAV
permanece vivo por um período de 30
minutos a 4 horas, de modo que o inseto
deve completar o repasto sanguíneo, que foi
interrompido em um animal contaminado,
rapidamente em um animal susceptível para
que haja transmissão da doença (Hawkins
et al., 1976).

A transmissão da AIE pode também ocorrer
através da placenta em éguas com viremia
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que infectam o feto ao nascer. Além desta
forma de transmissão, foi detectado o EIAV
no sêmen de garanhões com sinais agudos
da doença, sendo teoricamente possível a
transmissão venérea (Issel et al., 1990).

2.4- Replicação e viremia

O ciclo de replicação dos retrovírus
permaneceu desconhecido até 1970 quando
Temin e Mitzutani descreveram a enzima
transcriptase reversa, confirmando a
hipótese de que o ciclo de replicação incluía
uma forma intermediária de DNA que foi
denominada provírus.

O alvo primário do EIAV in vivo, são células
da linhagem monócito/macrófago, contudo
tem sido recentemente relatado uma
limitada infecção em células endoteliais
macrovasculares, nos tecidos renais de
cavalos portadores inaparentes (Maury et
al., 1998). A infecção de monócitos do
sangue com o EIAV, resulta em uma
infecção não produtiva, e a diferenciação de
monócitos infectados em macrófagos é
necessária para ativar a replicação viral
(Maury, W. 1994 e Sellon et al., 1996). Este
padrão de infecção sugere que os
monócitos infectados com o vírus podem
servir como “Cavalo de Tróia”,
disseminando a infecção do EIAV para os
tecidos sem detecção do sistema imune
(Clements e Zink, 1996). A identificação do
EIAV em células endoteliais
macrovasculares, sugere que este tipo
celular pode também servir como
reservatório viral em portadores inaparentes
(Maury et al., 1998).

Os altos títulos de viremia observados
durante a fase aguda estão associados com
altos níveis de replicação do vírus em
tecidos ricos em macrófagos, incluindo
fígado, baço, rim, pulmão, linfonodos e
glândula adrenal, os outros tecidos parecem
conter baixos níveis de infecção viral,
apesar dos altos níveis no sangue (Sellon et
al., 1992). Em contraste à abundância de
antígenos virais e DNA observados em
tecidos de animais durante a fase aguda,
análises qualitativas de infecções pelo EIAV
por Southern blot e PCR em portadores
inaparentes indicam baixos níveis de

infecção em macrófagos teciduais e
monócitos do sangue periférico (Rice et al.,
1989; Sellon et al., 1992; Kim e Casey,
1994; Harrold et al., 2000).

2.5- Genoma do EIAV

O vírus da Anemia Infecciosa Eqüina (EIAV)
é membro do gênero Lentivirus e da família
Retroviridae, possui genoma constituído por
duas fitas de RNA não complementares de
8.2 kb, sendo considerado um dos menores
vírus pertencentes à este gênero. Todos os
membros desta família contém três
principais genes estrurais/funcionais
denominados: gag, pol e env, que codificam
proteínas da estrutura viral e enzimas
(Clements e Zinc, 1996). O gene gag
codifica as proteínas p26, p15, p11 e p9
presentes no capsídio viral; o gene pol
codifica as enzimas transcriptase reversa,
integrase e protease e o gene env codifica
as glicoproteínas estruturais gp90 de
superfície externa e a gp45 transmembrana,
sendo estas responsáveis pela interação
com os receptores da célula-alvo e eventos
de penetração celular. Durante o curso da
doença a gp90 é submetida à rápida
evolução, e mutações são restritas a
definidas regiões variáveis (Leroux et al.,
2004). Estas variantes de gp90 podem
dificultar a amplificação por PCR, gerando
resultados falso-negativos, e pode ser
considerado um dos mecanismos de escape
do vírus ao sistema imunológico (Howe et
al., 2002).

 Além das proteínas codificadas pelos
genes gag, pol e env, o genoma do EIAV
contém três seqüências de leitura aberta
que codificam as proteínas Tat, REV e S2
que controlam o nível de replicação do vírus
(Rasty et al., 1990; Stephens et al., 1990;
Martarano et al., 1994). A proteína S2 é um
importante determinante na replicação viral
e propriedades patogênicas in vivo (Li et al.,
2000).

Ainda no genoma do EIAV existem
seqüências de repetições terminais longas
(LTR) responsáveis pela regulação da
transcrição viral, pela poliadenilação do
RNA viral, e estão relacionadas com
tropismo celular (Maury et al., 1998).
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2.6- Variação Genética e Antigênica

Os membros da família Retroviridae sofrem
freqüentes mutações genéticas que podem
resultar em significativas alterações na
chave biológica ou propriedades
antigênicas. Em vista desta alta taxa de
variação genética, e dos altos níveis de
replicação viral, observados durante os
ciclos de viremia em cavalos contaminados,
é provável que as infecções causadas pelo
EIAV estejam associadas a um amplo
espectro de quasi-espécies que podem
diferir significativamente nas especificidades
biológicas (Alexandersen e Carpenter,
1991).

A adaptabilidade genética do EIAV é
demonstrada por passagens seriadas em
pôneis, anterior à produção de resposta
imune detectável, resultando em marcado
aumento da virulência do vírus (Orrego et
al., 1982).

As altas taxas de mutação podem estar
relacionadas a erros cometidos pela enzima
transcriptase reversa, que possui baixa
atividade de correção de leitura 3’-5’
(proofreading activity), determinando a
ocorrência de mutações pontuais da ordem
de aproximadamente uma substituição a
cada 104  bases, a taxa de mutação por ciclo
de replicação, o número de ciclos de
replicação, a vantagem seletiva do variante,
pressão de seleção do ambiente e
limitações para reter a função (Pique et al.,
1990, Mansky e Temin 1994, Coffin et al.,
1997). Além disso, o genoma dos Retrovirus
está sujeito a altas taxas de rearranjos
intragênicos, recombinações, deleções,
duplicações, inversões ou uma combinação
desses eventos (Hu e Temin, 1990; Zhang e
Temin, 1993; Coffin, 1996, Willems et al.,
2000).

A principal característica das infecções pelo
EIAV é a ocorrência de episódios febris que
parecem estar associados com variação na
região do envelope do vírus. Uma hipótese
para a recorrência clínica e persistência
viral, é a de que o sistema imune elimina a
população viral predominante durante a
infecção, e distintas variantes do EIAV que
mais tarde emergem, são selecionadas

(Carpenter et al., 1987; Hussain et al.,
1987).

O fenômeno da variação antigênica durante
infecções persistentes in vivo tem sido um
achado comum dentre os lentivirus. Vários
estudos indicam que viremias recorrentes
durante a AIE crônica, resultam de uma
evolução seqüencial e da seleção imune de
variantes antigênicas do EIAV, que são
capazes temporariamente de burlar o
estabelecimento de resposta imune (Kono
et al., 1973; Carpenter et al., 1987). Estudos
revelam que distintos estratos antigênicos
do EIAV predominam durante cada ciclo da
doença, e que o estrato predominante pode
mudar completamente dentro de duas
semanas (Payne et al., 1987), além da
existência de variantes geográficos
identificados em diferentes regiões do
mundo.

2.7- Controle Imunológico

As infecções pelo EIAV resultam em altos
títulos de viremia dentro de três semanas
pós-infecção. Várias linhas de evidência
sugerem que respostas celulares e
humorais específicas são necessárias para
o término da viremia inicial, e a replicação
viral é reduzida à baixos níveis em animais
que evoluem do estágio crônico para
portadores inaparentes.

A importância da resposta imune no controle
da AIE foi demonstrada por
imunossupressão experimental em animais
assintomáticos, que levou ao aparecimento
dos episódios da doença depois de várias
décadas pós-infecção (Kono et al., 1976).

Vários estudos sugerem que durante o
curso da infecção pelo EIAV, o hospedeiro
desenvolve uma resposta imune efetiva e
duradoura, capaz de manter a replicação
viral abaixo do limiar para a indução da
doença (Hammond et al., 2000).

O desaparecimento da viremia inicial
plasmática coincide com a emergência de
linfócitos T citotóxicos (CD8+) específicos
para o EIAV e anticorpos específicos não
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neutralizantes (Perryman et al., 1988;
McGuire et al., 1994).

Animais infectados pelo EIAV desenvolvem
forte resposta imune contra as
glicoproteínas de superfície (gp90) e
transmembrana (gp45), e a principal
proteína do core viral p26. Apesar de a p26
ser a mais abundante proteína do vírus, a
resposta humoral anti-p26 é de 10 a 100
vezes mais baixa do que a reatividade
contra a gp90 e gp45 (Hammond et al.,
1999).

Como previamente descrito para o HIV e
SIV dos primatas, a evolução viral no gene
env ajuda o EIAV a escapar dos linfócitos T
citotóxicos e dos anticorpos específicos
(Carpenter et al., 1987; Mealey et al., 2003).

Anticorpos neutralizantes que são capazes
de bloquear o estrato infectante, usualmente
emergem somente depois de 2 a 3 meses
pós-infecção, sugerindo que não são os
responsáveis pelo término do episódio
agudo inicial. O papel dos anticorpos
neutralizantes ainda está incerto nas
pesquisas sobre EIAV. Apesar disso, a
recrudescência da doença está associada
com a emergência de variantes que
escapam dos anticorpos neutralizantes,
sugerindo que a resposta neutralizante é
eficiente no controle da replicação viral
(Kono et al., 1973; Montelaro et al., 1984;
Leroux et al., 1997; Leroux et al., 2001).

Estudos detalhados de resposta humoral na
evolução de estágio crônico para portador
inaparente, descreveram uma evolução
gradual durante os primeiros 10 meses pós-
infecção. Durante este período, anticorpos
específicos para o EIAV sofrem maturação
da especificidade e avidez, talvez por
mudanças conformacionais (Hammond et
al., 2000) que contribuem para a
manutenção da AIE em fase inaparente.

2.8- Diagnóstico da AIE

Ao longo dos anos vários testes tem sido
empregados para diagnóstico das infecções
causadas pelo EIAV. Primeiramente foram
utilizadas inoculações de sangue suspeito

em animais susceptíveis, mas apesar de ser
um teste sensível requer altos custos e
muito tempo para obter o resultado, além do
risco de infecção de outros animais na
natureza. A Fixação de Complemento foi um
dos primeiros ensaios empregados para
detecção de anticorpos específicos ao
EIAV, mas demonstrou resultados
insatisfatórios, pois a IgGT eqüina não fixa
complemento com eficiência (Nakajima et
al., 1972).

O teste de inibição da hemaglutinação (HI)
foi o primeiro teste usado como alternativa
ao teste de inoculação, e demonstrou que o
soro de cavalos infectados em estágios
iniciais é inibido por antisoro homólogo, e os
anticorpos são detectados antes da
produção dos anticorpos neutralizantes
(Sentsui e Kono, 1981).

O IDGA foi o primeiro teste confiável para
detectar anticorpos específicos para EIAV
em formato comercial, e utiliza a proteína
p26 do capsídio viral como antígeno para
detecção de anticorpos anti-p26. O IDGA é
o teste oficial para diagnóstico da AIE, mas
apresenta incapacidade de detectar
anticorpos específicos nos estágios iniciais
da infecção, o que compromete a eficiência
dos programas de controle e erradicação da
doença (Reis et al., 1994; Reis et al., 1997).

O teste ELISA indireto com a proteína gp90
recombinante (rgp90) tem sido utilizado em
MG e no laboratório Retrolab, onde foi
desenvolvido o presente estudo. Este teste
possui vantagens frente ao IDGA por
detectar os anticorpos anti-gp90, que são os
primeiros a aparecerem no sangue e os
mais abundantes, diminuindo o número de
resultados falso-negativos. É considerado
um método sensível para detectar
anticorpos anti-EIAV, possibilitando o teste
de muitas amostras ao mesmo tempo com
resultados obtidos dentro de 4 a 5 horas
(Martins, 2004).

A reação em cadeia da polimerase (PCR)
tem sido proposta como método de
diagnóstico confirmatório para a AIE e
outras retroviroses. A especificidade do
teste é geralmente satisfatória quando são
usados iniciadores dirigidos a uma região
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conservada no genoma do EIAV (Kim e
Casey., 1992; Langemeier et al., 1996). A
PCR para detecção de DNA proviral do
EIAV é sensível e específica para identificar
cavalos em estágio subclínico, como
também cavalos recentemente infectados
em processo de montagem de resposta
imune (Toma, 1980; McConnell et al., 1983;
Issel et al., 1985; Issel e Cook, 1993).

Atualmente existem vários tipos de PCR, e
esta técnica tem sido utilizada para
investigar a distribuição e o nível de
variabilidade genômica do DNA proviral do
EIAV em diferentes tecidos de animais
infectados (Rice et al., 1989; Sellon et al.,
1992; Oaks et al., 1998; Harrold et al.,
2000). A determinação do status da
replicação viral, localização das células
infectadas, quantificação da carga viral,
detecção de ácidos nucléicos virais no
plasma (RT-PCR), caracterização dos locais
in vivo de infecção e replicação viral
durantes diferentes estágios da doença, e
estudos comparativos entre técnicas
moleculares e sorológicas, são
desenvolvidos com o uso da PCR.

Apesar das vantagens da PCR, existem
vários relatos na literatura sobre sua
insuficiência em amplificar fragmentos virais
de amostras de DNA provenientes de
animais com sorologia positiva. Existem
possíveis razões para este fato, e dentre
elas a inadequada qualidade das amostras,
iniciadores dirigidos para regiões não
conservadas do genoma ou que não anelam
de forma adequada no DNA molde,
insuficiente quantidade de DNA molde, ou
má qualidade de algum reagente da reação
(Belak et al., 2001; Bienzle et al., 2004).

2.9- Controle da AIE

Com a falta de vacinas eficazes, o controle
da AIE nos eqüídeos se faz com a
identificação, segregação ou sacrifício dos
animais infectados. Somente em países
como China e Cuba tem sido executado um
programa de vacinação usando amostras
atenuadas do EIAV, que parece proteger os
animais apenas contra amostras homólogas
do vírus (Montelaro et al., 1993).

O Brasil criou em 1979 a Comissão
Nacional de Anemia Infecciosa Eqüina
(CNAIE), visando o controle e combate da
doença. A CNAIE definiu que o Programa
Nacional de Combate à AIE deveria
considerar a ocorrência diferenciada da
doença nas diversas regiões, os variados
sistemas de produção e de utilização dos
eqüídeos bem como definir e estabelecer as
áreas indenes, paraendêmicas,
epiendêmicas e endêmicas (Bevilacqua,
1993).

Em 2001, a Comissão Estadual de Controle
da AIE em Minas Gerais (CECAIE-MG)
elaborou uma legislação específica para o
Estado com procedimentos relacionados à
conduta veterinária e normas técnicas de
controle da AIE, baseadas no diagnóstico e
defesa. Além disso, a CECAIE-MG tem
procurado sensibilizar as autoridades

federais e estaduais para a realização de
inquérito soroepidemiológico da AIE em
todo o país, afim de verificar a prevalência
da doença, e para que possam ser definidas
seguras normas de trânsito eqüídeo no
território brasileiro (Carvalho, 2002)

Em regiões como o Pantanal brasileiro, com
alta prevalência da doença, o sacrifício de
todos animais positivos comprometeria
significativamente ou mesmo inviabilizaria a
pecuária extensiva, que é a principal
atividade econômica na região. Uma
alternativa de controle da AIE, baseada na
segregação dos animais positivos, tem sido
adotada em alguns países como nos EUA e
proposta como estratégia prática de
prevenção e controle para a região do
Pantanal (Silva et al., 2001).

Na erradicação de um foco da doença, seria
importante a utilização de técnicas de
diagnóstico mais sensíveis, possibilitando a
detecção de positividade em estágios
precoces da doença, com posterior
isolamento dos animais infectados, além
dos cuidados de manuseio individual de
agulhas e seringas.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1- Coleta das amostras

Foram realizadas três coletas de amostras
provenientes de eqüídeos com resultados
positivos na IDGA para AIE, encaminhados
ao abate em frigoríficos localizados nas
cidades de Araguari e Itaobim, pertencentes
ao Estado de Minas Gerais.

Amostras de sangue com anticoagulante e
soro foram obtidas da veia jugular dos
eqüídeos após antissepsia com álcool
iodado, por meio de tubos vacuntainer,
anterior ao posicionamento dos animais na
linha de abate.

Amostras de lavado broncoalveolar (LBA)
foram obtidas de pulmões frescos
provenientes dos animais contaminados,
separados durante o processo de retirada
das vísceras na esteira do frigorífico. A
lavagem broncoalveolar (figura 1) foi
realizada com a introdução de sonda uretral
humana de 37,5 cm acoplada a uma seringa
de 60 mL, através da traquéia até o

alojamento nos brônquios, por onde foram
inoculadas cinco alíquotas de PBS (0,13 M
NaCl, 0,002 M KCl, 14 mM KH2PO4, 0,0096
M NaHPO4) estéril totalizando um volume
de 300 mL. Desse volume inoculado, foram
recuperados aproximadamente 150 mL de
LBA por pulmão. As amostras foram
mantidas sob refrigeração até o
processamento no laboratório. A técnica
utilizada foi adaptada das técnicas
existentes para estudos de função
respiratória, que utilizam endoscópio ou
cateteres através das narinas e traquéia, até
o alojamento nos brônquios, de eqüinos sob
efeito de sedativos. (Dyer et al., 1983;
Ainsworth et al., 2002; Mori et al., 2003;
Ainsworth et al., 2003).

Foram obtidas 71 amostras de sangue e de
lavado broncoalveolar que foram
submetidas às análises sorológicas em
IDGA e ELISA e amplificação por PCR.

No momento da coleta do sangue e lavado
broncoalveolar, as amostras foram
identificadas de forma que pudesse ser feita
correlação entre os materiais biológicos
provenientes de um mesmo animal.

Figura 1- Coleta das amostras de LBA
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3.2- Processamento das amostras

Amostras de soro foram separadas do
sangue coletado sem anticoagulante, por
centrifugação de 10 minutos a 2000 X g e
estocadas a –20ºC.

Amostras de células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) foram obtidas por
separação, utilizando o gradiente de Ficoll
Paque, e estocadas a –20ºC até a extração
do DNA.

Amostras do lavado broncoalveolar foram
filtradas em gaze estéril e centrifugadas a
2500 X g por 20 minutos. O pellet obtido foi
ressuspendido em 2 mL de PBS (0,13 M
NaCl, 0,002 M KCl, 14 mM KH2PO4, 0,0096
M NaHPO4) estéril e estocado a –20ºC até a
extração do DNA genômico.

3.2.1- Extração do DNA genômico

Amostras de LBA e PBMC foram
submetidas á extração do DNA genômico
utilizando fenol-clorofórmio-álcool
isoamílico, proteinase K e precipitação com
etanol.

À cada amostra  foi adicionado um volume
de 500 µL de STE 1X (10 mL de Tris-HCl
1M pH 8,0, 2 mL de EDTA 0,5M pH 8,0, e 5
mL de NaCl 3M), 150 µL de SDS 20% e 20
µL de proteinase K (5 mg/mL) seguido por
incubação em banho Maria 56°C overnight.
No segundo dia de protocolo foi adicionado
à suspensão 80% do volume de isopropanol
seguido por centrifugação a 15000 X g
durante 30 minutos. Após ressuspensão do
pellet em água, as amostras foram extraídas
duas vezes com a mistura fenol-clorofórmio-
álcool isoamílico na proporção 25:24:1 com
recolhimento da fase aquosa sobrenadante
que passou pela última extração com a
mistura clorofórmio-álcool isoamílico na
proporção 24:1. À este produto foi
acrescentado acetato de sódio 3M e etanol
absoluto e incubado a –20°C overnight.

O DNA obtido pós-centrifugação de 30
minutos a 15000 X g no terceiro dia, foi
lavado com etanol 75% e 100%,

ressuspendido em água destilada e
deionizada estéril e estocado a –20°C.

Todas as amostras de DNA extraídas foram
estimadas por espectrofotometria nos
comprimentos de onda de 260 nm para DNA
e 280 nm para proteínas.

Todas as amostras de DNA foram
submetidas a três diferentes PCRs
utilizando diferentes pares de
oligonucleotídeos iniciadores: PCR gp90,
QHVWHG�3&5�JDJ�H�3&5���Actina.

3.3- Testes Sorológicos

3.3.1- ELISA rgp90

O teste de ELISA rgp90 foi realizado
segundo Reis (1997): a proteína
recombinante rgp90 foi diluída em tampão
carbonato 50 mM (pH 9,6) na concentração
de 0,5 µg/cavidade e incubada (100 µL por
poço) em placas de ELISA por 18 horas a
4ºC. As placas foram lavadas por duas
vezes com PBS-Tween 0,05% (pH 7,6) e
incubadas por no mínimo uma hora com
solução de bloqueio PBS-Tween 0,05%
(200 µL por poço) acrescido de leite em pó
desnatado a 5%. Nova lavagem foi
realizada (três vezes) e o soro incubado na
diluição de 1:50 (4 µL de soro em 196 µL de
PBS Tween 0,05% + 1% de leite) por uma
hora à temperatura ambiente. Para a
diluição do soro foram utilizados tubos de
hemólise, para garantir uma boa
homogeneização das amostras, com
posterior transferência para a placa de
ELISA adsorvida previamente com a
proteína recombinante rgp90. As placas
foram novamente lavadas com solução de
PBS- Tween 0,05% por três vezes e
incubadas com solução de conjugado na
diluição de 1:7500 (coelho anti IgG eqüina-
peroxidase SIGMA) em PBS-Tween 0,05%
+ 1% de leite em pó (100 µL por poço) por
uma hora a temperatura ambiente. Após
nova lavagem com PBS-Tween 0,05 % por
três vezes, 100 µL do substrato foi
adicionado: solução de ortofenilenodiamino
(OPD) (0,5 mg/mL), 20 µL de peróxido de
hidrogênio (H2O2) em 10 mL de tampão
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fosfato citrato (pH 5,0) por 10 minutos à
temperatura ambiente. A reação foi
interrompida com 40 µL de solução de ácido
sulfúrico a 0,5 N, e a densidade ótica lida
em leitor de ELISA com comprimento de
onda de 492 nm.

3.3.2- Imunodifusão em Gel de Ágar
(IDGA p26):

O teste IDGA foi realizado segundo técnicas
descritas por Coggins e Norcross (1970) e
adaptadas por Nakajima e Ushimi (1971): a
solução de ágar Noble a 1% é preparada
em microondas e distribuída (4,5 mL) em
lâmina de microscopia. Após solidificação, o
ágar foi perfurado com furador próprio que
continha um orifício central e seis
periféricos. Os soros teste foram colocados
(25 µL) intercalados com os controles
positivos nos orifícios periféricos, e o
antígeno p26 (25 µL) colocado no orifício
central. As lâminas foram deixadas em
câmara úmida por 48 horas e lidas com
auxilio de lupa para verificação da presença
de uma linha de precipitação entre o
antígeno e o soro teste, que apresente
identidade com a linha formada entre o
antígeno e o soro controle positivo. Foi
utilizada uma fonte de luz indireta ajustável,
com foco reduzido, para variar a intensidade
e posição sob um fundo escuro.

3.4- Amplificação do DNA por PCR gp90

A seqüência codificadora para gp90,
localizada a 369 pb após o sítio de iniciação
para a proteína gp90 até o final do gene
correspondente à gp90, foi amplificada pela
reação de PCR com oligonucleotídios
iniciadores (primers) específicos gp90-1 (5’
CAG TGG ATC CTT CCC GGG GTG TAG
A 3’) e gp90-2  (5’ CAA TCT GCA GAA TTA
GTC CAG TGT TAG 3’). Estes iniciadores
foram elaborados a partir da seqüência do
gene EIAV descrita por Kawakami et al.
(1987).

A PCR consiste de: Tris-HCl 10 mM (pH
9.0), KCl 50 mM, MgCl 2 1,5 mM, Triton X-
100 0,1%, 20 mM de cada dNTP, 10 pmoles
de cada iniciador específico e 1 µg de DNA.
À esta solução foi adicionada 1 U de Taq

DNA polimerase (Invitrogen) , gerando
volume final foi de 20 µL, e uma gota de
óleo mineral para evitar evaporação.

As condições da reação foram: um ciclo
inicial de desnaturação a 95°C por 3
minutos, 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C
por  1 minuto, seguindo-se um ciclo final de
incubação a 72°C por 10 minutos. Foi
utilizado como controle positivo 200 ng do
plasmídio PDS-56 com inserto de gp90, e
um controle negativo de reagentes.

O fragmento amplificado nesta PCR
continha 900 pb e foi visualizado após
corrida eletroforética em gel de agarose 1%,
imerso em tampão TAE (Tris-acetato-EDTA)
e corado com brometo de etídio na
concentração final de 0,5µg/mL.

3.5- Amplificação do DNA por nested
PCR gag

Os oligonucleotídios iniciadores utilizados
nesta reação foram correspondentes à
seqüência para a proteína do capsídio do
EIAV Wyo gag, e incluem os iniciadores 636
(5’ CCATTGCTGGAAGATGTAAC 3’) e
1399 (5’ TGCGTTCTGAATAGTCAGTG 3’)
como  externos, e 854 (5’
GGCTGGAAACAGAAATTTTA 3’) e 1262 (5’
TAGGTTTTCCAATCATCACT 3’) como
iniciadores internos. A escolha dos
iniciadores, e o protocolo utilizado foi
realizado conforme modificações descritas
por Oaks et al.(1998).

 A PCR consiste de: Tris-HCl 10 mM (pH
9.0), KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, Triton X -
100 0,1%, 20 mM de cada dNTP, 10 pmoles
de cada iniciador específico e 1 µg de DNA
para a primeira reação. Á esta solução foi
adicionada 1 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen), gerando volume final de 20 µL,
e uma gota de óleo mineral para evitar
evaporação. 1 µL do produto da primeira
reação foi adicionado na segunda reação
que continha mesmas proporções de
reagentes. A amplificação usando os
iniciadores externos e internos, consistiu de
um ciclo de desnaturação inicial de 95°C por
3 minutos, seguido de 37 ciclos de 94°C por
30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C
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por 30 segundos, com um ciclo final de
72°C por 7 minutos. O fragmento resultante
da amplificação com iniciadores internos
possui cerca de 408 pb.

 Foi utilizado como controle positivo o DNA
extraído de células da linhagem Derme
Eqüina infectadas com EIAV, e controle
negativo de reagentes. O fragmento
amplificado foi visualizado após corrida
eletroforética em gel de agarose 1%, imerso
em tampão TAE (Tris-acetato-EDTA) e
corado com brometo de etídio na
concentração final de 0,5µg/mL.

3.6- Amplificação do DNA por PCR ��
Actina

Para verificar a qualidade das amostras de
DNA genômico após os procedimentos de
extração, foi utilizada a amplificação do
JHQH�GD���Actina para garantir que todas as
amostras, principalmente as amostras
negativas, tivessem acessibilidade aos
oligonucleotídeos específicos para
amplificação dos fragmentos do gene env e
gag� GR� (,$9�� 2� JHQH� GD� ��Actina foi
escolhido por estar presente em todas as
células de eqüídeos, e por ser considerado
um gene conservado.

O par de oligonucleotídios iniciadores desta
reação, foi escolhido utilizando o programa
primer 3_www_results.cgi v 0.4, baseado
em seqüências da ��Actina eqüina
depositadas no banco de genomas
Genbank (GenBank:ncbi.nlm.nih.gov/). Os
iniciadores são 861
(5’CGACATCCGTAAGGACCTGT3’) e 1052
(5’ GTGGACAATGAGGCCAGAAT 3’).

A PCR consiste de: Tris-HCl 10 mM (pH
9.0), KCl 50 mM, MgCl 2 1,5 mM, Triton X-
100 0,1%, 20 mM de cada dNTP, 10 pmoles
de cada iniciador específico e 1 µg de DNA.
À esta solução foi adicionada 1 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen), gerando
volume final de 20 µL, e uma gota de óleo
mineral para evitar evaporação. A
amplificação utilizando este par de
iniciadores consistiu de um ciclo de
desnaturação inicial de 95°C por 3 minutos,
seguido de 37 ciclos de 94°C por 30
segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C

por 30 segundos, com um ciclo final de
72°C por 7 minutos. O fragmento resultante
da amplificação apresentou tamanho de 191
pb. Foi utilizado como controle positivo o
DNA extraído de células da linhagem Derme
Eqüina infectadas com EIAV, e controle
negativo de reagentes. O fragmento
amplificado foi visualizado após corrida
eletroforética em gel de agarose 1%, imerso
em tampão TAE (Tris-acetato-EDTA) e
corado com brometo de etídio na
concentração final de 0,5µg/mL.

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos com as técnicas de
PCR e ELISA rgp90 foram comparados com
os resultados obtidos na IDGA, por esta ser
considerada exame oficial para diagnóstico
da AIE.

Tabela 1. Resultados comparativos entre
ELISA e IDGA

ELISA
Total = 71 amostras

Pos Neg

Pos 61 1
IDGA

Neg 2 6

KAPPA 0.776 (0.54 - 1.0)

Conforme resultados apresentados na
tabela 1, referentes a setenta e uma
amostras analisadas, sessenta e um
resultados concordaram em positividade em
ambos testes, e seis resultados
concordaram quanto à negatividade.
Apenas três amostras apresentaram
resultados discordantes entre as técnicas,
sendo duas amostras negativas na IDGA e
positivas no ELISA, e uma amostra positiva
na IDGA e negativa no ELISA. O alto valor
Kappa obtido da análise dos resultados
demonstra que ocorreu alta concordância
entre os testes ELISA e IDGA.
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Tabela 2. Resultados comparativos entre
IDGA e nPCR gag

Foram analisadas sessenta e cinco
amostras de DNA proveniente de PBMCs,
pois foram perdidas seis amostras devido à
presença de coágulo. Comparando os
resultados obtidos entre a IDGA e nPCR
gag com DNA proveniente de PBMCs,
apresentados na tabela 2, observa-se a
concordância de cinqüenta e uma amostras

positivas em ambos testes. Quatorze
amostras apresentaram resultados
discordantes, sendo nove negativas na
IDGA mas positivas na nPCR gag (figura 3),
e cinco amostras com resultados positivos
na IDGA e negativos na nPCR gag.
Nenhuma amostra apresentou concordância
com resultados negativos em ambas
técnicas, o que impediu a obtenção do valor
Kappa.

Comparando resultados obtidos entre a
IDGA e nPCR gag com DNA proveniente do
LBA, observa-se a concordância entre trinta
e uma amostras com resultados positivos
(figura 2), e entre sete amostras com
resultados negativos em ambas técnicas.
Trinta e três resultados foram discordantes,
sendo trinta e uma amostras negativas na
nPCR gag e positivas na IDGA, e apenas
duas amostras com resultados positivos na
nPCR gag e negativos na IDGA. O baixo
valor Kappa obtido a partir da análise dos
resultados indica que houve uma baixa
concordância entre as técnicas, quando
utilizado DNA proveniente do LBA.

Figura 2- Produtos amplificados pela nPCR gag de amostras de LBA purificados em gel de
agarose 1% corados com brometo de etídio: Canaleta N, controle negativo de reagentes,
canaletas 128, 124, 123, 114, 99, amostras do LBA amplificadas, canaleta +, controle positivo,
canaleta P, padrão de tamanho molecular com 100pb (Invitrogen).

nPCR gag
PBMC
N= 65

nPCR gag
LBA

N= 71

Pos Neg Pos Neg

Pos 51 5 31 31

IDGA

Neg 9 0 2 7

KAPPA - 0.117
(0 – 0,264)

      N    128     +      P    124  123  114   99

408pb
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Figura 3 - Produtos amplificados pela nPCR gag de amostras de PBMC purificados em gel de
agarose 1% corados com brometo de etídio: Canaleta N, controle negativo de reagentes,
canaletas M1, A1, A2, B7, amostras de PBMC amplificadas, canaleta +, controle positivo,
canaleta P, padrão de tamanho molecular com 100pb (Invitrogen).

Tabela 3. Resultados da PCR β-Actina

PCR β-Actina
PBMC (n= 65)

PCR β-Actina
LBA (n=71)

Pos Neg Pos Neg

65 0 69 2

Conforme os resultados apresentados na
tabela 3, a técnica de PCR com iniciadores
direcionados para o gene ß-Actina, foi

eficiente em amplificar todas as amostras de
DNA provenientes de PBMCs. Apenas duas
amostras de DNA provenientes do LBA não
foram amplificadas.

Esta PCR serviu como controle da
qualidade do DNA que foi utilizado nas
demais técnicas (figura 4).

               N      +      P     M1   A1   A2    B7

408pb
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Figura 4 - Produtos amplificados pela PCR β-Actina de amostras de LBA e PBMC purificados
em gel de agarose 1% corados com brometo de etídio: Canaleta N, controle negativo de
reagentes, canaletas 1, 2, 3, 6, amostras de PBMCs amplificadas, canaletas 7, 8, 9, 10,
amostras de LBA amplificadas, canaleta +, controle positivo, canaleta P, padrão de tamanho
molecular com 100pb (Invitrogen).

Tabela 4. Resultados IDGA X PCR gp90

PCR gp90
PBMC (n= 65)

PCR gp90
(LBA n= 71)

Pos Neg Pos Neg

Pos 0 56 0 62

IDGA
Neg 0 9 0 9

Conforme os resultados apresentados na
tabela 4, todas as amostras de DNA
provenientes de PBMC e LBA foram
negativas na PCR gp90, o que
impossibilitou a obtenção do valor Kappa.

Para verificar se algum componente nas
amostras estava inibindo a reação da PCR
gp90, foram colocadas junto com as
amostras de DNA, várias concentrações do
plasmídio PDS-56, utilizado como controle
positivo da reação. Foram testadas três
concentrações de plasmídio: 100ng, 200ng,
e 300ng, que foram submetidas à PCR gp90
junto com amostras de DNA (figura 5).

Todas as concentrações testadas com as
diferentes amostras de DNA amplificaram,
exceto a amostra de DNA do LBA 86 que
não amplificou quando foi usada a
concentração de 100ng. Com a mesma
amostra 86 utilizando outras concentrações
de plasmídio (200ng e 300ng), foi verificada
a positividade. Estes resultados sugerem
que não havia inibidores da PCR gp90 nas
amostras de DNA extraídas.

   1    2    3     N    P    +   6     7    8     9   10

191pb

191pb
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Figura 5 - Produtos amplificados pela PCR gp90 de amostras de LBA, PBMC e plasmídio PDS-
56 em várias quantidades, purificados em gel de agarose 1% corados com brometo de etídio:

Canaleta 1- 1 µg de amostra DNA PBMC 92 com 100ng de plasmídio
Canaleta 2- 1 µg de amostra DNA PBMC 99 com 100ng de plasmídio
Canaleta 3- 1 µg de amostra DNA PBMC 92 com 200ng de plasmídio
Canaleta 4- 1 µg de amostra DNA PBMC 99 com 200ng de plasmídio
Canaleta P- Padrão de Tamanho Molecular 100pb (Invitrogen)
Canaleta 5- 100ng de plasmídio
Canaleta 6- 200ng de plasmídio
Canaleta 7- 300ng de plasmídio
Canaleta 8- 1 µg de amostra DNA PBMC 92 com 300ng de plasmídio
Canaleta 9- 1 µg de amostra DNA PBMC 99 com 300ng de plasmídio
Canaleta 10- Controle negativo de reagentes
Canaleta 11- 1 µg de amostra DNA LBA 84 com 100ng de plasmídio
Canaleta 12- 1 µg de amostra DNA LBA 86 com 100ng de plasmídio
Canaleta 13- 1 µg de amostra DNA LBA 84 com 200ng de plasmídio
Canaleta 14- 1 µg de amostra DNA LBA 86 com 200ng de plasmídio
Canaleta P- Padrão de Tamanho Molecular 100pb (Invitrogen)
Canaleta 15- 100ng de plasmídio
Canaleta 16- 200ng de plasmídio
Canaleta 17- 300ng de plasmídio
Canaleta 18- 1 µg de amostra DNA LBA 84 com 300ng de plasmídio
Canaleta 19- 1 µg de amostra DNA LBA 86 com 300ng de plasmídio
Canaleta 20- Controle negativo de reagentes

Para verificar se o problema de amplificação
na PCR gp90 estava na concentração de
DNA utilizada, foi realizado experimento
com quatro amostras de DNA provenientes
de PBMCs. Neste experimento foram
testadas várias concentrações de DNA nas
reações: 250ng, 500ng, 1µg e 2µg.

As amostras de DNA do PBMC 80, 82 e 102
foram positivas na n-PCR gag. A amostra 92
apresentou resultado negativo na n-PCR
gag.

 10   9     8    7    6    5     P    4    3    2    1

    20  19  18   17   16   15    P    14  13   12   11

900pb

900pb
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Nenhuma amostra testada em várias
concentrações foi amplificada na PCR gp90,
sugerindo que não era a concentração de
DNA que estava interferindo nos resultados
negativos obtidos neste experimento (figura
6).

O produto desta PCR foi submetido à
corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida segundo protocolo modificado
de Laemmli (1970) na tentativa de melhorar
a sensibilidade e visualização das bandas,
mas nenhuma amplificação foi observada.

Figura 6 - Produtos amplificados pela PCR gp90 com variadas quantidades do DNA
proveniente de PBMCs, purificados em gel de agarose 1% corados com brometo de etídio:

Canaleta 1- Amostra PBMC 80 com 250ng de DNA
Canaleta 2- Amostra PBMC 80 com 500ng de DNA
Canaleta 3- Amostra PBMC 80 com 1µg de DNA
Canaleta 4- Amostra PBMC 80 com 2µg de DNA
Canaleta 5- Amostra PBMC 82 com 250ng de DNA
Canaleta 6- Amostra PBMC 82 com 500ng de DNA
Canaleta P- Padrão de Tamanho Molecular 100pb (Invitrogen)
Canaleta 7- Controle positivo (plasmídio 370ng)
Canaleta 8- Amostra PBMC 82 com 1µg de DNA
Canaleta 9- Amostra PBMC 82 com 2µg de DNA
Canaleta 10- Controle negativo de reagentes
Canaleta 11- Amostra PBMC 92 com 250ng de DNA
Canaleta 12- Amostra PBMC 92 com 500ng de DNA
Canaleta 13- Amostra PBMC 92 com1µg de DNA
Canaleta 14- Amostra PBMC 92 com 2µg de DNA
Canaleta 15- Amostra PBMC 102 com 250ng de DNA
Canaleta 16- Amostra PBMC 102 com 500ng de DNA
Canaleta P- Padrão de Tamanho Molecular 100pb (Invitrogen)
Canaleta 17- Controle positivo (plasmídio 370ng)
Canaleta 18- Amostra PBMC 102 com 1µg de DNA
Canaleta 19- Amostra PBMC 102 com 2µg de DNA
Canaleta 20- Controle negativo de reagentes

     20  19  18   17   P   16  15  14  13   12  11

   10   9    8    7     P    6    5    4     3    2    1

900pb

900pb



5. DISCUSSÃO

Atualmente, o controle da AIE é feito a partir
da identificação dos animais contaminados
por testes sorológicos, principalmente a
IDGA e o ELISA. Estes testes apresentam
algumas limitações, como a inabilidade em
detectar anticorpos nos estágios iniciais da
infecção. Por isso, é recomendável a
detecção direta do EIAV, pois permite
identificar animais infectados em fase
subclínica da doença, animais recentemente
infectados em fase de montagem da
resposta imune e infecções neonatais, além
de elucidar reações indeterminadas pela
sorologia (Issel e Cook, 1993; Langemeier
et al., 1996).

Técnicas como Southern Blot e PCR já
foram desenvolvidas e têm sido avaliadas
para AIE com resultados favoráveis, assim
como seqüências do genoma viral têm sido
detectadas pela PCR três a quatro dias pós-
infecção experimental (Langemeier et al.,
1996; Ferraz, 1998).

Os resultados encontrados apresentam
algumas discordâncias, quando são
comparados os testes ELISA, IDGA e PCR.
Porém, após uma avaliação comparativa de
alguns dados poderíamos fazer algumas
considerações importantes:

Todas as sessenta e cinco amostras de
DNA provenientes de PBMCs foram
amplificadas na PCR β- Actina, inclusive
cinco amostras com resultados negativos na
nPCR gag com sorologia positiva. Dentre as
setenta e uma amostras de DNA
provenientes de LBA, apenas duas não
amplificaram na PCR β- Actina, mas uma
das amostras negativas foi amplificada na
nPCR gag, sugerindo um resultado falso-
negativo na PCR β- Actina que foi utilizada
no presente estudo, como controle da
qualidade das amostras de DNA para
diagnóstico da Anemia Infecciosa Eqüina. O
grande número de resultados positivos
obtidos na PCR β- Actina validam também o
processo de conservação e extração do
DNA a que foram submetidas as amostras
em estudo.

Sete amostras com resultados negativos em
ambos os testes sorológicos, ELISA e IDGA,
foram amplificadas na nPCR gag com DNA
proveniente de PBMCs, mas apresentaram
resultados negativos na nPCR gag com
amostras de LBA. Resultados similares
foram obtidos por Ferraz (1998) com animal
experimentalmente infectado em fase
aguda, utilizando amostras de DNA
proveniente de PBMCs submetidas à nPCR
gp90, e por Langemeier et al. (1996)
utilizando RT-nPCR com iniciadores
direcionados para a seqüência gag do EIAV.

 Estes resultados sugerem que os animais
se encontravam em estágios iniciais de
infecção, quando são detectadas cópias do
provírus em PBMCs mesmo sob baixas
concentrações (Harrold et al., 2000), antes
da produção dos anticorpos específicos
detectados nos testes sorológicos.

Os resultados negativos das amostras de
LBA sugerem que pode existir pequeno
número de cópias de provírus nestas
amostras, ou número insuficiente de células
contendo os provírus, apesar de serem os
macrófagos o tipo celular mais abundante
neste material biológico (Dyer et al., 1983;
Ainsworth et al., 2002; Mori et al., 2003).
Além disso, as cópias virais podem estar em
processo de transição dos monócitos
sanguíneos para macrófagos teciduais,
onde ocorre a efetiva replicação viral (Sellon
et al., 1992; Oaks et al., 1998; Harrold et al.,
2000), comprometendo a eficiência dos
ensaios utilizados em detectar seqüências
do EIAV nas amostras de DNA provenientes
do LBA.

Cinco amostras de DNA provenientes de
PBMCs foram negativas na nPCR gag e
apresentaram sorologia positiva. Todas
estas amostras com resultados negativos na
nPCR gag foram positivas na PCR β-
Actina, sugerindo que estas amostras não
sofreram problemas na extração, e
conseqüentemente na qualidade do DNA
genômico, sendo a negatividade gerada por
número insuficiente de células infectadas ou
pequena quantidade de cópias do provírus
por célula, em decorrência ao término dos
episódios de viremia (O’Rourke et al., 1991).
Existem relatos na literatura que apontam a
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proteína viral p26 como altamente
conservada entre os distintos isolados do
EIAV, e entre outros isolados virais como
puma lentivirus, FIV, Visna vírus, HIV-1 e
SIV (Chong et al., 1991a; McGuire et al.,
2000; Fraser et al., 2002). Por isso, não
deve ser descartada a hipótese de reações
cruzadas com outros retrovírus de equídeos,
ainda não descritos, que podem gerar
resultados falso-positivos na sorologia, pois
os determinantes protéicos codificados pelo
gene gag são conservados (Langemeier et
al., 1996). Além disso, não foi possível
determinar o estágio da doença em que se
encontravam os animais no momento do
abate nos frigoríficos, podendo estar em
fase inaparente da doença. Animais nesta
fase da AIE são os mais abundantes na
natureza, quando a viremia no plasma e
cópias de provírus em PBMCs são
geralmente indetectáveis (Oaks et al., 1998;
Harrold et al., 2000).

Ocorreram discordâncias entre os
resultados dos testes sorológicos e a nPCR
gag, quando duas amostras apresentaram
resultado positivo no ELISA, negativo na
IDGA e positivo na nPCR gag com PBMC.
Apenas uma dessas amostras apresentou
resultado negativo na nPCR com LBA. Os
resultados discordantes podem ser
explicados pelo alto número de resultados
fraco-positivos gerados na IDGA, podendo
passar como negativos pelo laboratório
executor (Martins, 2004).

Uma amostra positiva ao IDGA e negativa
ao ELISA foi amplificada na nPCR com
PBMC e negativa com amostra de LBA.
Neste caso, a possibilidade de reações
cruzadas com outros retrovírus deve ser
considerada, e talvez explique casos em
que resultados persistam positivos no IDGA
e negativos no ELISA (Langemeier et al.,
1996), bem como a possibilidade da
existência de um novo variante resultante
de mutações no gene env com conseqüente
mudança na antigenicidade das proteínas
do envelope, como observado no HIV-1
(Reis et al., 2003). Além desses fatores, a
proteína rgp90 usada como antígeno no
ELISA foi baseada na seqüência clonada a
partir da amostra “Wyoming” do EIAV (Reis,
1997) podendo dificultar detecção de

anticorpos anti-gp90 em amostras de
campo.

Dentre as setenta e uma amostras de DNA
provenientes do LBA analisadas, apenas
trinta e três tiveram resultados positivos na
nPCR gag, sendo que uma delas não foi
amplificada na PCR β- Actina.

Considerando amostras provenientes dos
mesmos animais, trinta e duas amostras de
LBA com resultados negativos na nPCR gag
apresentaram resultados positivos quando
foi utilizado DNA proveniente de PBMCs.

Quando comparados os resultados das
amplificações entre amostras de DNA
provenientes de LBA e PBMCs, pode-se
observar que a nPCR gag foi mais eficiente
em amplificar material genômico
proveniente de monócitos periféricos.
Considerando que no LBA o tipo celular
predominante são os macrófagos (Dyer et
al., 1983; Ainsworth et al., 2002; Mori et al.,
2003), células-alvo do EIAV, estes
resultados inesperados entram em confronto
com achados na literatura, que apontam os
macrófagos teciduais como principais locais
de replicação viral nas várias fases da
doença, sendo encontrados nos monócitos
periféricos menos de 1% da carga viral
(Rice et al., 1989; Harrold et al., 2000).

Uma possível explicação para o pequeno
número de amplificações das amostras de
DNA do LBA seria a ausência de maturação
dos monócitos infectados pelo EIAV em
macrófagos teciduais, necessária para a
replicação do vírus (Maury, 1994; Sellon et
al., 1996). Além disso, pode ter ocorrido
perda de células no processo de filtragem
do LBA, gerando pouco DNA para
amplificação.

Em acréscimo a estas considerações, e
conforme mencionado anteriormente, não
foi possível determinar o estágio da doença
em que os animais se encontravam no
momento da coleta das amostras,
dificultando uma conclusão definitiva sobre
os resultados obtidos.
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Uma amostra de DNA proveniente LBA foi
positiva na nPCR gag, enquanto o DNA de
PBMC proveniente do mesmo animal gerou
resultado negativo, mas com amplificação
na PCR β- Actina. Este resultado obtido com
amostra de PBMC pode ser considerado um
falso-negativo, ou pode ser que exista
insuficiente número de cópias do provírus
para gerar produto amplificado (O’Rourke et
al., 1991).

Na tentativa de verificar a existência de
inibidores da amplificação na PCR gp90, foi
realizado um experimento variando as
concentrações do plasmídio PDS-56,
utilizado como controle positivo da reação.
As concentrações testadas foram
submetidas à PCR gp90 junto com amostras
de DNA do LBA e PBMCs. Em todas as
amostras foi verificada amplificação do
controle, sugerindo ausência destes
possíveis inibidores.

Ainda para verificar fatores que
determinassem a ausência de amplificação
das amostras de DNA na PCR gp90, foi
realizado experimento variando as
quantidades de DNA de algumas amostras
de PBMC que apresentaram resultados
positivos na nPCR gag. Nenhuma dessas
amostras apresentou resultado positivo na
PCR gp90.

Apesar de todas as tentativas, não foram
obtidas amplificações na PCR gp90 tanto
com DNA proveniente de LBA quanto
PBMC. Resultados similares foram
encontrados por Ferraz (1998) utilizando
amostras de campo provenientes de
animais com sorologia positiva submetidas a
nPCR gp90, e por Kim e Casey (1994) na
tentativa de amplificar seqüências env do
DNA proviral em tecidos de portadores
inaparentes.

Este fato pode ser explicado por se tratar de
uma PCR com iniciadores direcionados a
uma região pouco conservada do genoma
do EIAV, codificada pelo gene env. A
grande variação existente na seqüência env
do EIAV dificulta a sua amplificação
inclusive em ensaios de nested PCR, devido
à grande heterogeneidade genômica

gerada, também descrita para o HIV
(Kusumi et al., 1992; Meyerhans et al.,
1989; Kim e Casey, 1994).

Algumas hipóteses são levantadas para
explicar a limitada amplificação de
seqüências env do EIAV, e dentre elas: a
deleção de seqüências no gene, a
divergência entre a seqüência protótipo
utilizada para elaboração dos iniciadores e
as seqüências alvo nas amostras (Kim e
Casey, 1994), nenhuma ou poucas cópias
de provírus presentes nas amostras (Maury
et al., 1997), e a possibilidade de existirem
provírus defectivos em animais infectados
pelo EIAV (Perry et al., 1992).

Além destes fatores, nas amostras
brasileiras estudadas, a seqüência do gene
env ainda é desconhecida, dificultando a
escolha de iniciadores específicos que
garantam uma boa amplificação.

A sensibilidade e especificidade das
técnicas de PCR são amplamente discutidas
por vários autores, sendo contestada a
hipótese de adoção destas metodologias
como diagnóstico das doenças infecciosas e
para teste de rebanho (Bienzle et al., 2004;
Camargos, 2005). Apesar disso, a PCR tem
sido utilizada em várias pesquisas de
variabilidade genética, detecção e
quantificação de agentes infecciosos com
resultados satisfatórios, deixando em aberto
a discussão sobre sua eficácia como
ferramenta no diagnóstico das doenças.

6. CONCLUSÕES

De acordo com os resultados obtidos, pode-
se concluir que:

a nPCR gag foi mais eficiente em amplificar
seqüências do EIAV nas amostras de DNA
provenientes de PBMCs do que nas
amostras de DNA provenientes do LBA,
apresentando alta concordância com os
resultados dos testes sorológicos;

a PCR β- Actina mostrou ser um controle
eficiente da qualidade do DNA genômico
usado na nPCR gag para o EIAV;
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a PCR gp90 não foi capaz de amplificar
amostras brasileiras do DNA proveniente de
PBMCs e do LBA de animais positivos para
AIE.
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