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RESUMO

O virus da anemia infecciosa equina (EIAV) é um lentivirus que pode infectar todos os
membros da familia Equidae, porém a maioria dos estudos, até o momento, foram conduzidos
em cavalos (Eqqus caballus) com pouca informagdo comparativa sobre a infeccdo nas outras
espécies da familia. O Brasil possui uma das maiores populacdes de jumentos (E. asinus) do
mundo, concentrada principalmente na regido nordeste, sendo que muitos deles vivem de forma
errante ou abandonados, com status sanitario desconhecido. O presente trabalho teve dois
objetivos: primeiro, determinar a ocorréncia da AIE em uma populacdo de jumentos da regido
de Mossor0-RN, através da associacdo de testes diagnosticos; em segundo, avaliar a expressao
de citocinas importantes na patogénese da AIE em PBMC de cavalos e jumentos, e macréfagos
de jumentos infectados in vitro com estirpes do EIAV de diferentes patogenicidades. Os
resultados demonstraram que, baseando apenas no teste de IDGA, 1,63% dos jumentos testados
foram positivos para AIE. Ao associar rgp90 ELISA, CELISA e imunoblot, o indice de animais
positivos aumentou em 50%. Um achado interessante foi que 56,9% dos soros testados no
imunoblot reagiram apenas com a proteina do capsideo viral p26. Nas infec¢Ges in vitro com
EIAV, foi observada maior tendéncia de variagéo na expressao das citocinas TNF-o (24 h), IL-6
e IFN-B (96 h) nos cultivos de PBMC de cavalos do que de jumentos pés-infeccdo com
EIAVwvyo. N&o foram observadas diferencas significativas na expressédo de TNF-a, IL-a, IL-6 €
TGF-B nas infeccdes de macrofagos de jumentos com estirpe patogénica e ndo patogénica do
EIAV (p<0,05). Estudos adicionais sdo necessarios para investigar se os jumentos que reagiram
com a p26 sdo recentemente infectados, ou foram expostos a outras estirpes de EIAV
antigenicamente distintas ou outros retrovirus que ainda ndo foram identificados. A néo
desregulacdo de citocinas pelos macréfagos infectados do nosso estudo talvez indique que a
patogénese da AIE em jumentos ocorra por mecanismos diferentes daqueles estabelecidos para
a espécie equina. Os resultados das infec¢des in vitro indicam a necessidade de se aprofundar os
estudos da resposta imune celular de jumentos ao EIAV, bem como pesquisar outros fatores
relacionados ao hospedeiro, como por exemplo receptor de lentivirus equino (ELR) e fatores de
restricao retroviral.

Palavras-chave: AIE, jumentos, sorologia, patogénese
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ABSTRACT

Equine infectious anemia virus (EIAV) is a lentivirus agent which infects all Equidae members
throughout the world however the vast majority of studies have been conducted in horses
(Equus caballus) with comparatively little information available for other equid species. Brazil
has one of the most abundant donkey (E. asinus) populations of any nation especially in the
Northeast of the country where they have been released and allowed pursue an almost feral
existence with unknown sanitary status. The present study had two objectives: first, was to
conduct a serological survey for EIAV in populations of free living donkeys in Mossoro city
and adjacent areas, Rio Grande do Norte state, Brazil using combination of EIA diagnostic tests;
second, was to evaluate the cytokine profile of equine and donkeys PBMC and, donkey’s
macrophages after challenge with virulent and avirulent EIAV strains in vitro. The EIA
seropositive rate was 1.63% in officially approved AGID test. However, subsequent testing
using CELISA and rgp90 ELISA with 1B used to clarify discrepant results found between
AGID and both ELISA demonstrated that the EIA rate was underestimated by 50%. A
potentially highly significant finding is that 56.9% of the donkey serum samples had reactivity
to EIAV p26 only in IB. At the in vitro infections, the equine PBMC showed increased
expression of TNF-a (24h), IL-6 e IFN-B (96 h) after infection with EIAVwyo compared to
donkeys PBMC. In the experiments of donkey macrophages infections with virulent and
avirulent EIAV strains, it was not observed dysregulations in cytokine expression such as TNF-
a, [IL-10, IL-6 e TGF-B (p<0,05). Additional studies are needed to investigate whether the
donkeys that reacted with p26 only had recent exposure to EIAV strains with envelope
glycoproteins that are different from any other that have been previously characterized or other
retrovirus not yet described. In our study smaller or not evident dysregulation of cytokines by
donkey infected PBMC and macrophages may indicate that the pathogenesis of EIA in donkeys
occur by different mechanisms from those established for the equine species. It indicates the
need of more studies at donkey cellular immune response against EIAV, searching for other
host factors, such as equine lentivirus receptor (ELR) and retroviral restriction factors (RRF).

Key-words: EIA, donkeys, serology, pathogenesis
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INTRODUCAO GERAL

Os jumentos sdo animais que no passado desempenharam importante papel como forca
de trabalho na agricultura familiar e como transporte. S0 animais que suportam viver em
climas tanto aridos, quanto umidos e frios, sdo déceis e podem apresentar maior resisténcia a
doencas que acometem outras espécies da familia Equidae. Em decorréncia de suas
especificidades, atencdo especial tem sido dada aos jumentos no que se refere a sua criagéo para
fins comerciais. No entanto, em outra esfera, populacdes de jumentos abandonados crescem dia
apos dia, na regido Nordeste brasileira, onde se concentra uma das maiores populacdes dessa
espécie no mundo, com pouca informagdo acerca da sanidade desses animais. O apelo que se
tem em comum € que 0s jumentos ndo deveriam ser considerados como cavalos, assim como as
doencas que os acometem, ndo deveriam ser estudas e tratadas da mesma maneira que para
cavalos.

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é uma enfermidade de importancia significativa na
equideocultura brasileira e mundial. E uma doenca infecciosa de notificagdo obrigatdria para
trénsito e participacdo em eventos, acomete tanto equinos, muares (burros e mulas), quanto
asininos (jumentos), porém o curso clinico da infeccdo pelo EIAV foi amplamente estudado
apenas em cavalos. O mesmo ocorreu em inquéritos soroldgicos, onde a pesquisa da ocorréncia
da AIE, normalmente tem sido estimada em popula¢es de maioria composta por equinos.
Sabe-se que a AIE é mais prevalente em regides de clima quente e imido, onde ha uma grande
concentragdo de insetos hemat6fagos, como os tabanideos, conhecida como a principal forma de
transmissdo do virus pela picada durante repasto sanguineo. A acdo do homem tem sido
atribuida ao surgimento de surtos da doenca em paises/regides onde a ocorréncia da AIE é
baixa, devido a habitos deficientes em biosseguranga no manejo dos animais.

Ha descri¢des na literatura de que algumas espécies de macacos podem responder
diferentemente as infec¢bes pelo virus da imunodeficiéncia simia (SIV), assim como 0s
jumentos ndo apresentam sinais clinicos semelhantes aos de cavalos/pdneis infectados por
estirpes patogénicas da AIE. Dessa forma, pesquisas vem sendo realizadas para determinar
quais fatores da resposta imune, tais como ativacdo de células inflamatérias e expressdo de
citocinas, que possam explicar, em parte, essas diferencas observadas as infecgdes por
diferentes lentivirus.

Para elucidar as diferencas entre a doenca induzida pelo EIAV em equinos e jumentos,
deve-se investigar a interacdo do virus com as células-alvo (mondcitos e macrofagos) das duas
espécies, como também verificar a magnitude da inducdo dessas respostas pelos macréfagos
frente a infeccdo por estirpes de EIAV com diferentes patogenicidades.

O conhecimento da patogénese e da resposta imune ao EIAV em jumentos pode auxiliar
na aplicacdo de métodos mais eficientes para o diagnostico da AIE nessa espécie. Bem como
identificar fatores que caracterizam os jumentos como naturalmente resistentes a AlE.

Dessa forma, os objetivos desse trabalho foram:
= Avaliar a ocorréncia da AIE em uma populacdo de jumentos errantes no municipio de

Mossor0, estado do Rio Grande do Norte, Brasil, através da associacdo de técnicas de
diagnostico com diferentes sensibilidades e especificidades.
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= Comparar o perfil de expressdo de mRNA de citocinas importantes na patogénese da
AIE (TNF-a, IL-1a, IL-6, IL-10 e IFN-B) em cultivos de PBMC de equinos (Equus caballus) e
jumentos (Equus asinus), utilizando PCR em tempo Real, apos infeccdo com EIAV altamente
patogénico (EIAVwvo).

. Auvaliar o perfil de expressdo de mRNA de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1a,
IL-6 e TGF-B) em cultivos de macrofagos de jumentos (Equus asinus), utilizando PCR em
tempo Real, ap6s infeccdo com clones patogénico (EIAVuks) e ndo patogénico do EIAV
(EIAV 44.1).

= Avaliar a cinética da replicacdo do EIAV em cultivos de PBMC e macréfagos apos as
infeccdes virais.
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CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA

1.1 ETIOLOGIA DA AIE

O virus da anemia infecciosa equina (EIAV) é um lentivirus, pertencente a familia
Retroviridae, que causa infecgdo persistente em espécies da familia Equidae (equinos, muares e
asininos). Da mesma forma que os outros retrovirus, o EIAV possui trés genes estruturais
principais (gag, pol e env) flanqueados por elementos repetitivos em cada extremidade (LTR),
gue contém sequéncias regulatérias (Cook et al., 2009). O gene gag codifica as proteinas do
core viral p26, p15, p11 e p9; o gene pol codifica a transcriptase reversa, que é responsavel pela
sintese de DNA a partir de RNA,; a integrase necessaria para a integracdo do provirus e a
protease, essencial para o processamento das poliproteinas Gag e Gag-pol. O gene env codifica
as glicoproteinas transmembrana, gp45, e do envelope, gp90, que séo requeridas pelo virus para
sua penetracdo na célula hospedeira através do receptor ELR-1 (Receptor de Lentivirus Equino
1) (Zhang et al., 2005), atuando como potentes imuno-estimulantes (Leroux et al., 2004). Além
dos genes principais, 0s lentivirus codificam proteinas acessorias que variam em nimero e
funcdo de acordo com a complexidade do virus (Cook et al., 2009). Os genes Tat e Rev do
EIAV, codificam proteinas que atuam na replicagdo viral (Tat -transativador para replicagdo) e
Rev, expresso para exportar RNA viral do nucleo para o citoplasma. O gene S2, codifica
proteina essencial para determinacdo de viruléncia in vivo (Li et al., 2000). Na Figura 1 esté a
representacdo esquematica da estrutura da particula viral, como também do genoma do EIAV.

A: Virion gp90 (SU)
gp45 (TM) membrane
nucleocapsid matrix
viral RNA integrase .
reverse transcriptase
B: Transcription 51 s
| et L Ml CF---rev(p1g)------ —_y
=4 [ ] /3
sl — e @ L

gag-pol precursor env precursor

pol precursor

T3y RT RH D
¥ P66 s p30

wE ]
Figura 1: Em (A) representacdo esquematica da particula do EIAV demonstrando suas principais
proteinas estruturais e funcionais. Em (B) representagdo do genoma do EIAV (Fonte: Cook et al., 2013)
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

O EIAV possui distribuicdo mundial, no entanto, a sua prevaléncia é bem variada nas
diversas regides do Brasil e do mundo. Os dados de prevaléncia da doenga sdo baseados nos
testes de diagnostico realizados, geralmente para comercializa¢do, participacdo em eventos
agropecuarios e exposicdes, como também viagens intermunicipais e estaduais. No Brasil,
acredita-se que menos de 10% da populacdo de equideos seja frequentemente testada para AlE,
0 que gera dados subestimados da real prevaléncia da doenca no pais. Estudos demonstram que
a prevaléncia média da AIE no Brasil e na América do Sul varia de 2-3%, indices ainda menores
em animais de haras. No entanto, considera-se que regifes como o Pantanal Mato-grossense e a
regido Norte do Estado de Minas Gerais sdo endémicas para AIE (Almeida et al., 2006; Borges
et al., 2013). Os estudos publicados tém seus dados baseados somente na utilizagdo da técnica
de IDGA como ferramenta de diagnéstico, uma vez que este foi, por muito tempo, o Unico teste
oficial para diagnostico da AIE no Brasil, fator que também pode subestimar os dados de
prevaléncia da doenga no pais.

O EIAV é um virus cuja transmissao sanguinea ocorre pela agdo mecanica de insetos da
familia Tabanidae, quando sua alimentacdo em um animal infectado é interrompida e, em
seguida se encontra outro equideo ndo infectado préximo para continuar a alimentacdo (Issel et
al., 2014). No entanto, essa ndo € a forma mais eficaz de transmissdo do virus, uma vez que o
volume de sangue que fica no aparelho bucal do inseto, como também a densidade populacional
de animais suscetiveis, e 0 tempo para se alcancar outros equideos durante a alimentacdo, sdo
fatores limitantes dessa via (Cook et al., 2009; Reis e Cook, 2014). Como ndo héa etapa de
replicacdo do virus no organismo do inseto que resulte em aumento da carga viral neste vetor, o
mesmo deve continuar o repasto sanguineo dentro de até 4 horas. O que pode aumentar a
eficiéncia de transmissdo por esta via seriam altas densidades de insetos vetores associado a
uma alta carga viral no equideo, no momento da picada do inseto (Cook et al., 2013; Issel et al.,
2014). No entanto, uma via importante de transmissdo do EIAV para outros equideos ocorre,
pela agdo do homem, através da reutilizacdo de agulhas, seringas, luvas e compartilhamento de
selas que tiveram contato com sangue de um animal infectado (Issel et al., 2014). O volume de
sangue retido em uma agulha hipodérmica varia de 10-100 pL, tornando o virus viavel por até
96 h. Os dois fatos associados tornam essa via de transmissdo do EIAV 1000 a 10000 vezes
mais eficiente que a transmissdo mediada por insetos (Reis e Cook, 2014).

1.3 DIAGNOSTICO DA AIE

A AIE é uma doenca que ndo possui tratamento nem vacina com ampla eficécia,
portanto, seu controle ocorre basicamente pela identificacdo, segregacdo e/ou eutanasia dos
animais soropositivos para 0 EIAV, através do uso de métodos laboratoriais aprovados. No
Brasil e em varios paises do mundo, por muito tempo, o método oficial para o diagndstico da
AIE foi exclusivamente a Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA) ou teste de Coggins (Brasil,
2004; OIE, 2012) que detecta anticorpos anti-p26. A partir de 1980, o USDA (United States
Departament of Agriculture) aprovou o uso de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), devido a
alta sensibilidade, como método de triagem, sendo que os animais que desenvolvem resultados
positivos no ELISA devem ser confirmados pelo teste de IDGA (Issel e Cook, 1993; Cook et
al., 2013).
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Nesse mesmo sentido, recentemente, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), aprovou uma portaria que permite o uso de testes ELISA para o
diagnostico da AIE, no entanto, todas as amostras que apresentarem resultados positivos devem
ser confirmadas pelo teste de IDGA (BRASIL, 2014), devido a sua alta especificidade e ser o
nico teste que ja provou ser correlacionado com a presenga do virus no animal (Coggins,
1972). Esta resolucdo do MAPA é um avango para o diagnostico da AIE no Brasil, apesar disso
os kits ELISA ainda estdo em fase de validacdo e registro para comercializa¢do. O imunoblot
para AIE é uma importante ferramenta de pesquisa utilizada para elucidar casos em que ha
discordancia entre os resultados de IDGA e ELISA (Issel et al., 2012; Scicluna et al., 2013). O
imunoblot é um dos métodos soroldgicos mais sensiveis, pois detecta, simultaneamente, reacéo
de anticorpos anti- gp90, anti-gp45 e anti-p26 com as respectivas proteinas virais (lIssel et. al.,
1999). O imunoblot possibilita a confirmacdo do status imunoldgico do animal infectado pelo
EIAV, pois é utilizado como ferramenta de estudo da cinética da resposta imune dos equideos
com AIE (Issel e Cook, 1993; Cullinane, et al., 2007). Esse método ndo estd disponivel
comercialmente, no entanto, tem sido usado como ferramenta auxiliar no diagndstico da AIE
no laboratorio referéncia da Universidade de Kentucky, nos Estados Unidos, como também foi
utilizado em surto da AIE ocorrido na Irlanda em 2006 (Cullinane et al., 2007) e no Programas
de Vigilancia da AIE na Italia (Issel et al., 2012; Scicluna et al., 2013). Véarios métodos
moleculares de diagndstico tém sido descritos e avaliados, baseados na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), para deteccdo do DNA proviral do EIAV, em células leucocitérias a partir do
sangue total dos equideos ou detecgdo de RNA no plasma (Quinlivan et al., 2007; Cappelli et
al., 2011; Dong et al., 2012). Devido & grande variabilidade genética do EIAV, o uso de técnicas
moleculares exige informagdes de sequéncias de nucleotideos em bancos de dados, a partir de
varias partes do mundo. Esse tipo de informacéo tem aumentado nos Gltimos anos, facilitando,
dessa forma, o desenho de ensaios de PCR e RT-PCR com reagdes mais abrangentes (Quinlivan
et al., 2007; Cappelli et al., 2011; Dong et al; 2012). As técnicas moleculares utilizadas no
estudo do EIAV no surto da AIE na Irlanda em 2006, foram capazes de caracterizar a sequéncia
completa do genoma do isolado viral, entdo denominado de EIAVge [Ireland]. O isolado
EIAVire é 0 quarto genoma completo do EIAV publicado atualmente nos bancos de dados,
juntamente com as sequéncias dos isolados do Japdo, EUA e China, informacdo importante que
podera contribuir para o desenvolvimento de métodos diagndéstico mais sensiveis, baseados na
técnica de PCR, como também no desenvolvimento de vacinas para AIE (Bolfa et al., 2015).

Em uma nova abordagem, para aumentar a eficiéncia do diagndstico da AIE na Itélia,
foi adotado o sistema de trés etapas para o diagnostico, que emprega primeiro o ELISA para
triagem, o teste de IDGA para confirmagdo dos resultados positivos no ELISA e o imunoblot
para elucidar resultados conflitantes entre os dois primeiros testes sorolégicos (Scicluna et al.,
2013). Foi observado nesse trabalho que, a frequéncia de amostras com resultados
ELISA/imunoblot positivo e IDGA negativo foi significativamente maior em mulas do que em
cavalos. Isso sugeriu que o diagndstico pode ser muito mais probleméatico em muares, sendo
importante o papel dessa espécie hibrida na disseminacéo e manutencéo do EIAV em rebanhos
infectados.

1.4 CELULAS-ALVO
O alvo primério do EIAV no hospedeiro sdo os mondcitos, no entanto, proteinas virais
ndo sdo sintetizadas nestas células, pois o virus necessita que as células se diferenciem em

macréfagos maduros para que seu ciclo viral se complete (Sellon, 1993; Maury, 1994).
Replicacdo em macréfagos teciduais é uma caracteristica de todos os lentivirus, primariamente,
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devido a presenca de fatores de transcri¢do nessas células (Desrosiers, 2007). Uma variedade de
estudos j& demonstrou que macréfagos maduros sdo preferencialmente responsaveis pela
replicacdo do EIAV durante as fases clinicas e subclinicas (Harrold et al., 2000; McGuire, 1971;
Maury, 1994; Oaks et al., 1998; Sellon, 1993). As maiores concentracdes de antigenos virais e
de DNA do EIAV foram encontradas em amostras teciduais do figado, baco, linfonodos,
medula 6ssea e pulmdes de animais persistentemente infectados e em concentragdes menores
nos rins, coragdo, cérebro, estdmago, timo, adrenais e intestino (Mc Guire, 1971; Montelaro et
al., 1993; Oaks et al., 1999; Sellon, 1993). Trabalho recente demonstrou a expressao da
principal proteina do capsideo do EIAV, a p26, ndo apenas nos macrofagos pulmonares de
cavalos positivos para AIE, como também nas células endoteliais e células epiteliais
bronquiolares e alveolares dos pulmdes analisados (Bolfa et al., 2013).

Macréfagos e monocitos desempenham papéis cruciais na inflamagdo e na resposta
imune inata do hospedeiro, sendo que os macréfagos também participam da resposta imune
adaptativa, como células efetoras (Geissmann et al., 2010, Sang et al., 2014). Os mondcitos
circulam no sangue, medula 6ssea e no baco, podendo se diferenciar em macréfagos ou células
dendriticas durante a inflamacdo, dependendo da expressdo de citocinas especificas e do
receptor de fator de crescimento hematopoiético (Csfrll), nas suas células precursoras
(Geissmann et al., 2010). Também podem circular sem se diferenciar durante estado
estacionario. J& os macréfagos sao residentes em tecidos linfdides e ndo linféides, contribuindo
para a homeostasia do organismo ao fazer clearence de células apoptdticas e na producgdo de
fatores de crescimento (Ma J. et al., 2003; Geissmann et al, 2010). Os macréfagos expressam
em sua superficie varios receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), o que contribui para
sua propriedade de célula fagocitica, além de induzir quimiocinas e citocinas inflamatérias
importantes para a atividade antiviral dessas células (Medzhitov, 2001; Sang et al., 2014).
Embora a infeccdo de mondcitos pelo EIAV ndo resulte em infeccdo produtiva, eles podem
servir como disseminadores do virus (Harrold et al, 2000). Mondcitos indiferenciados carreando
o EIAV sdo comparados aos “cavalos de Troia”, devido ao seu potencial de disseminar o virus
pelo corpo, com entrada em 6rgdo-alvo sem a deteccdo pelo sistema imune do hospedeiro
(Haase, 1986; Harrold et al., 2000; Peluso et al., 1985). Esse mesmo aspecto de restricdo de
replicagdo viral e acdo como disseminadores virais dos mondcitos é observado em infecgdes de
caprinos e ovinos com SRLV (small ruminant lentivures), uma vez que a expressdo desses virus
ocorre somente em macréfagos maduros (Clements et al., 1990; Gendelman et al., 1986;
Narayan et al., 1983).

Em laboratérios, o EIAV teve sua replicacdo adaptada a varios tipos de linhagens
celulares, com o objetivo de se produzir antigeno viral em larga escala para testes diagndstico,
como também para isolamento de estirpes selvagens, titulacéo viral e estudos de intera¢do virus-
hospedeiro. As linhagens mais importantes sdo de Derme Equina - ED (Klevjer-Anderson et al.,
1979; Malquist et al., 1973), Rim de Feto Equino - FEK (Kono e Yoshino, 1974), Derme de
Feto de Jumento - FDD (Shen e Whang, 1985), macrofagos derivados de mondcitos (Kono e
Kobayashi, 1970; Maury, 1994; Raab et al., 1998), macrdfagos derivados de baco (Raab et al.,
1998) ou de medula 6ssea (Swardson et al., 1997), células fibroblasticas caninas e felinas
transformadas (Benton et al., 1981, Bouillant et al., 1986, Hines e Maury, 2001). Células
endoteliais renais também podem ser infectadas pelo EIAV in vitro (Maury et al., 1998 b). In
vivo, 0 RNA e a proteina do capsideo viral também foram detectados nas células endoteliais, no
entanto, elas ndo parecem ser determinantes na viruléncia do EIAV, mas a infeccdo destas
células pelo EIAV pode contribuir para a trombocitopenia associada a esse virus (Oaks et al,
1999, Bolfa et al., 2013).
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1.5 CICLO DE REPLICACAO

A infeccdo das células-alvo do EIAV inicia-se quando a glicoproteina do envelope gp90
se liga ao receptor ELR-1, que é membro da familia de receptores da citocina TNF (TNFR)
(Zhang, et al., 2005; Lin et al., 2013). A Figura 3 € a representa¢do esquematica do ciclo de
replicacdo do EIAV na célula hospedeira. Apds a ligagdo do EIAV ao ELR-1, ocorrem
mudangas conformacionais, tanto na gp90, quanto na membrana celular, permitindo a fuséo
viral na célula hospedeira. Em seguida, apés a liberacdo do genoma viral no citoplasma celular,
ocorre a sintese de DNA viral, através da acdo da transcriptase reversa. O DNA viral é
exportado para o nucleo, seguindo-se da sua integracdo ao DNA do hospedeiro, através da agdo
da integrase. Baseando-se no conhecimento do ciclo dos lentivirus, o DNA proviral
normalmente demora 24 horas pos-infecgdo para entrar no ndcleo (Liu et al., 2015). Por
conseguinte, o provirus é transcrito pela célula hospedeira, sendo a regulacdo da transcricdo
realizada pela acdo da proteina Tat. Produtos da expresséo dos genes virais sdo exportados para
o0 citoplasma, com auxilio da proteina Rev, com consequente sintese das primeiras proteinas
virais no citoplasma. A montagem de novas particulas virais infecciosas, ocorre através do
acondicionamento de transcritos completos de RNA do genoma proviral pelo complexo
nucleoproteina. A nucleoproteina é produto da transcricdo dos genes pol e gag. Apos o
fechamento da nucleoproteina, o EIAV é entdo envelopado e passa pelo processo de brotamento
e maturacdo, seguindo-se de liberacdo de novas particulas virais que podem infectar outras
células-alvo (Desrosiers, 2007).
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Figura 2: Representacdo esquematica do ciclo de replicagdo do EIAV na célula hospedeira (Adaptado
de Leroux et al., 2004)
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1.6 SINAIS CLINICOS DA AIE

O curso clinico da infeccdo pelo EIAV é bem documentado em cavalos (Equus
caballus), sendo classicamente dividido em trés fases: aguda, cronica e inaparente (Figura 3).
Cavalos/poneis infectados, seja naturalmente ou experimentalmente, podem manifestar um ou
mais sinais clinicos da AIE (Russel et al., 1998), dependendo da viruléncia da estirpe infectante
e da quantidade de virus que é inoculada/transmitida (Cook et al., 2003). A fase inicial, ou
aguda da AIE, ocorre entre 5 e 30 dias pés-infec¢do, sendo caracterizada por viremia e
trombocitopenia (Issel e Coggins, 1979; Sellon, 1993), no entanto, estes sinais podem ser
brandos ou completamente ausentes, podendo ser acompanhados de febre, letargia e
inapeténcia. Em casos mais graves, podem surgir petéquias e anemia hemolitica (Issel et al.,
2014). Apos a fase aguda da doenga, o animal infectado normalmente entra na fase cronica, com
ciclos recorrentes de viremia, anemia, perda de peso, edema, trombocitopenia e,
ocasionalmente, sinais clinicos neurolégicos (Issel e Coggins 1979; Issel et al., 2014; Leroux et
al., 2004; Montelaro et al., 1993). Se o animal sobrevive, 0s episédios progressivamente
diminuem, em frequéncia e intensidade, em torno de um ano. Ap6s esse periodo, o animal
evolui para o estagio de portador inaparente, onde 0s sinais clinicos estdo ausentes e a viremia é
usualmente indetectavel (Dong et al., 2012; Spyrou et al., 2003). Mais de 90% dos animais
infectados com EIAV se tornam portadores inaparentes e constituem as principais fontes de
infeccdo para animais sadios (Montelaro et al., 1993).
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Figura 3: Representacdo esquematica do curso clinico da AIE correlacionando a temperatura corporal,
contagem de plaquetas e nimero de copias de RNA viral no plasma durante as fases da doenga. Episddio
febril é considerado quando temperatura retal estd acima de 39°C; trombocitopenia é definida como
contagens de plaquetas abaixo de 105.000/uL de sangue e viremia caracteriza-se pela quantidade de 10°
copias de RNA de EIAV/mL de plasma. (Fonte: Craigo e Montelaro, 2013).

Para os muares (cruzamento de Equus caballus x Equus asinus), os achados clinicos -
patoldgicos e laboratoriais, mostram que esses equideos produzem sinais clinicos semelhantes
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aos observados em equinos (Spyrou et al., 2003). No entanto, os jumentos (Equus asinus),
apesar de serem susceptiveis ao EIAV, apresentam niveis de viremia muito baixos, o que pode
explicar o fato de ndo demonstrarem, usualmente, os sinais clinicos da enfermidade (Cook et al.,
2001). Neste mesmo trabalho, foi observado que apds infeccdo experimental de jumentos e
cavalos com a estirpe patogénica do EIAVpy, todos os cavalos do experimento apresentaram
sinais clinicos da AIE e os jumentos permaneceram assintomaticos durante os 365 dias de
observacdo, além de terem soroconversdo mais tardia, apresentaram carga viral plasmatica
menor em relacdo aos cavalos, nas trés primeiras semanas pi. Quando a infec¢éo dos cavalos e
jumentos foi realizada com a estirpe altamente virulenta, EIAVwvo, a carga viral associada ao
plasma detectada nos jumentos foi cerca de 10° vezes menor.

1.7 RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO

A infeccdo pelo EIAV resulta em um pico de viremia associado ao plasma no periodo
de trés semanas pi. Muitas evidéncias indicam que, tanto a resposta imune humoral, quanto a
resposta imune celular especifica contra o EIAV, sdo necessarias para controlar essa viremia
(Leroux et al., 2004, Cook et al., 20013). A maioria dos animais infectados consegue controlar a
viremia inicial e passar de um estagio agudo ou cronico para o estado de portador assintomatico
do EIAV, mantendo baixa carga de virus plasmatica e replica¢do viral somente em macréfagos
associados a tecidos (Harrold et al., 2000; Oaks et al., 1998). Se esses portadores inaparentes
sd0 submetidos a estresse ou a imunossupressdo medicamentosa, por administracdo de
dexametasona por exemplo, pode ocorrer recrudescéncia dos sinais clinicos da doenca, mesmo
apos décadas de infecgdo (Craigo et al., 2007; Kono et al., 1976; Tumas et al., 1994). O
primeiro controle da carga viral plasmatica é exercido pelos linfocitos T citotoxicos (CTL) e por
anticorpos ndo neutralizantes especificos contra o EIAV (McGuire et al., 2004; Mealey et al.,
2005; Perryman et al., 1988; Rwambo et al., 1990). Esses primeiros anticorpos desenvolvidos
sdo contra as glicoproteinas de superficie (gp90) e transmembrana, (gp45), e contra a proteina
do core viral (Hammond et al., 1999). A deteccdo desses anticorpos, por métodos de diagndstico
sensiveis, como ELISA e imunoblot, pode ocorrer entre 14 e 28 dias apds a infeccdo de animais
imunocompetentes. Os anticorpos neutralizantes, especificos para a estirpe infectante, sdo
observados nos periodos de 38-87 dpi, podendo demorar mais tempo para atingir picos
méaximos (90-148 dias), ndo sendo responsaveis por controlar a fase aguda da AIE (Kono et al.,
1974; O’Rourke et al., 1988; Rwambo et al.; 1990; Ball et al., 1992; Hammond et al.; 1997).
Apbs o controle da viremia na fase aguda da doenca, o sistema imune adaptativo do hospedeiro
pode exercer pressao seletiva sobre o virus, levando a variacdes no gene env do EIAV infectante
(Mealey et al., 2003). O surgimento de novas variantes do EIAV, antigenicamente distintos,
pode levar ao reaparecimento do quadro clinico da AIE, porém, estes virus ndo sofrem acdo dos
anticorpos neutralizantes gerados no episddio anterior (Hammond et al., 1997). Também tem
sido observado que epitopos do EIAV sé&o reconhecidos com diferentes graus de avidez pelos
CTLs, alterando, dessa forma, sua capacidade de ligagdo e clearence viral nessas situacdes
(Mealey et al., 2003; Mealey et al., 2005).

Os mamiferos em geral, ao longo da evolugéo das espécies, desenvolveram mecanismos
de defesa contra os retrovirus que vao além do sistema imune inato e adaptativo. Exemplos de
fatores de restricdo retroviral (FRR) incluem a apolipoproteina f (APOBEC3), que introduz
mutacao letal no genoma do virus (Blanco-Melo et al., 2012; Sheehy et al., 2002), teterina, que
ancora a progénie viral na superficie da célula do hospedeiro, prevenindo a liberacdo desses
novos virus (Neil et al., 2008). TRIM5, familia de proteinas que atuam no capsideo de novos
retrovirus sintetizados (Simon et al., 2015), vem sendo atribuidos a reducéo da replicacédo viral
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em diferentes espécies de macacos infectados com amostra patogénica de SIV (Zheng et al.,
2012, Mir, et al., 2015). Apesar do achado de que E. caballus codifica seis membros diferentes
da familia de genes de APOBEC3, estas proteinas parecem nao ser ativas (Bogerd et al., 2009),
ou 0 EIAV é inerentemente resistente a essa proteina. Esse fato foi questionado posteriormente,
sendo demostrado que, na verdade, essas proteinas sdo pouco expressas em macr6fagos dos
equinos, o alvo primario do EIAV (Zielonka et al., 2009). Estudo recente provou que a teterina
equina homéloga pode restringir a liberacdo do EIAV de células infectadas e que sua acdo
antirretroviral pode ser antagonizada pelas proteinas sintetizadas por env (Yin et al., 2014 a).

1.8 PATOGENESE DA AIE

Os sinais clinicos associados a fase aguda da AIE sdo mediados por citocinas pro-
inflamatérias, tais como, fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), IL-1a ¢ fator
de transformacéo de crescimento (TGF-B), quando a quantidade de virus associada aos tecidos
atinge limiar de doenca (Costa et al., 1997; Issel et al., 2014; Sellon et al., 1998; Tornquist e
Crawford, 1997; Tornquist et al., 1997). Uma das maiores fontes dessas citocinas pré-
inflamatérias sdo os macréfagos infectados, e trabalhos tem demonstrado desregulacdo da
expressao de citocinas em infeccfes de macréfagos por lentivirus, tais como, virus da
imunodeficiéncia humana e simia (HIV e SIV, respectivamente), virus da artrite e encefalite
caprina (CAEV) e virus maedi-visna (MVV) (Esser et al., 1996; Lecher et al., 1997). Lim et al.
(2005) infectaram macrdfagos equinos, in vitro, com amostra patogénica EIAV17, demonstrando
também que esse virus desregula a expressdo génica de TNF-a, IL-6, IL-1a ¢ IL-1p apds a
infeccdo. Estudos in vivo encontraram niveis séricos de TNF-a, IL-6 e TGF-
significativamente aumentados em animais experimentalmente infectados e em fase aguda da
AIE (Costa et al., 1997; Sellon et al; 1998; Tornquist et al., 1997). As citocinas IL-6 e TNF- a,
uma vez liberadas, podem provocar o surgimento de febre, através da ativagdo da cascata
metabolica do acido aracddnico, com consequente aumento da producdo da prostaglandina E2
(PGE2) (Cook et al., 2013). A associacao dos efeitos de TNF-o ¢ TGF-, conhecidos por terem
acdo supressiva na hematogénese dos megacariocitos, podem levar a trombocitopenia (Leroux
et al., 2004), podendo também contribuir para anemia. J& foi descrito que, a elevacdo dessas
duas citocinas, precederam inicio de trombocitopenia (Costa et al., 1997; Tornquist et al., 1997).

Outro mecanismo para a inducdo de anemia e agravamento da trombocitopenia, é a
destruicdo dos eritrocitos e plaquetas através do mecanismo de fagocitose dessas células
recobertas com complemento C3 ou opsonizadas por anticorpos, respectivamente, resultando no
acimulo de granulos de hemossiderina nos macrofagos e espessamento dos capilares
glomerulares, por causa do excesso de C3 (Henson e McGuire, 1971; Perryman et al., 1971).
Descricdo recente demonstrou que a infeccdo pelo EIAV também pode acarretar desequilibrio
oxidativo, o que pode influenciar na patogénese da doenca, devido & possibilidade de
diminuicdo da proliferagdo de células do sistema imune (Bolfa et al.; 2012).

1.10 EVOLUCAO DA FAMILIA EQUIDAE

Estima-se que o ultimo ancestral comum entre a espécie E. asinus e a espécie E.
caballus viveu ha 4 — 4,5 milhdes de anos atras (Lippold, et al., 2011; Orlando et al., 2013;
Vilstrup et al.; 2013). Através de andlise filogenética do DNA gendmico mitocondrial, as duas
espécies evoluiram de forma diferente, tendo 0s jumentos mais ancestrais intermediarios do que
os cavalos (Vilstrup et al.; 2013). Andlises comparativas dos genomas completos das espécies
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de equideos, como por exemplo os cavalos selvagens Przelwalski, mostraram divergéncias em
genes importantes que estdo envolvidos no sistema imune do hospedeiro, no metabolismo, no
sistema nervoso central, citoesqueleto e que podem ter sido especificamente selecionados nesta
linhagem de cavalos (Orlando et al., 2013). Neste sentido, estudo recente levantou a hipétese de
que a teterina dos jumentos, um fator de restricdo retroviral, poderia ser diferente da expressa
nos cavalos, e com isso, poderia haver uma prevencdo maior na liberagdo da progénie viral
recém-sintetizada pelas células infectadas dos jumentos. No entanto, foi provado que, as
teterinas ortélogas codificadas pelo cavalo e pelo jumento, apesar de terem seis aminoécidos de
diferenca entre suas sequéncias, apresentaram a mesma atividade antirretroviral contra o EIAV
e HIV-1, como também sofreram, de forma semelhante, a acdo antagonista exercida pelas
glicoproteinas do envelope viral (Yin et al., 2014 a e b). Outro estudo demonstrou que 0s genes
de receptores de células natural killer (NKR), de todos os membros da familia Equidae, possui
diversidade entre as espécies de equideos, na sele¢do, na complexidade e na expressdo desses
receptores, que sdo importantes na interagdo das células NK com os ligantes de MHC | (Futas e
Horin, 2013).

1.11 ESTIRPES DE EIAV PARA ESTUDOS DE VIRULECIA E PATOGENESE

Varias estirpes do EIAV tém sido bem caracterizadas; elas variam bastante quanto a
viruléncia e suas habilidades de crescerem em cultivo celular. A maioria das estirpes de EIAV
estudadas nos laboratorios sdo derivadas da estirpe altamente virulenta Wyoming, como por
exemplo, EIAVwsus, EIAVer (prototipo avirulento) e EIAVpy (pbnei virulenta). Essas estirpes
foram extensivamente utilizadas nos primeiros estudos de infeccdo experimental de
cavalos/pdneis com EIAV e para avaliagdo de tropismo celular in vitro e in vivo (Carpenter e
Chesebro, 1989; Harrold et al., 2000; Maury et al., 1998 b; Oaks et al., 1998; Sellon, 1993). No
entanto, da mesma forma que o isolado primario, EIAVwyo, estas estirpes virais contém uma
variedade de espécies gendmicas denominadas quasispecies, 0 que levou muitos pesquisadores
a desenvolverem clones do EIAV, com o intuito de se obter populagdes gendmicas mais
homogéneas, permitindo assim, estudos de viruléncia, patogénese, clonagem molecular e
replicagdo viral (Payne et al., 1994; Cook et al; 1998). O primeiro clone viral completo do
EIAV obtido foi 0 CL22, desenvolvido a partir da estirpe Wyoming adaptada por Malquist et al.
(1973) em fibroblastos de derme equina (Whetter et al.; 1990). Virus derivados de CL22 se
replicaram com sucesso em células de timo de feto canino (Cf2th) e foram capazes de
estabelecer infeccdo persistente em cavalos inoculados, com desenvolvimento de resposta
imune humoral, mas sem causar sinais clinicos da AIE (Whetter et al., 1990). A variante
biolégica avirulenta, EIAVer (Malquist et al., 1973), foi submetida a passagens seriadas em
células FDD, sendo posteriormente designada como estirpe FDD do EIAV. Essa é uma estirpe
que difere de PR em termos de efeitos citopaticos e sensibilidade a anticorpos neutralizantes
(Rasty el al., 1990) e apresentou substituicbes em aminoacidos da proteina de superficie gp90
(Cook et al., 1995).

Clones virais recuperados de células FEK infectadas com a estirpe patogénica EIAVpy,
denominados pSPEIAV19 e pSPEIAV44, geraram estoques de EIAVi e EIAV4,
respectivamente. Esses clones foram geneticamente estaveis, capazes de se replicarem em altos
titulos em células FEK e em cultivo de macrofagos (Payne et al.; 1994, Payne et al., 1998).
Entretanto, a caracterizacdo dos virus produzidos a partir do clone 44-1, demonstrou que eles
sdo muito semelhantes & estirpe PR e ndo a estirpe PV em termos de perfil de neutralizag&o,
taxas de crescimento em células FEK e auséncia de viruléncia em péneis (Payne et al., 1994).
Portanto, provavelmente o clone molecular 44-1 representa uma subpopulacdo semelhante a PR
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(PR-like), dentro do estoque viral de PV (Cook et al., 1995). A regido que codifica a
glicoproteina de superficie do clone 44-1 contém quatro mudancas de aminoécidos comparadas
com a sequéncia publicada para PR (Rushlow et al., 1986; Cook et al., 1995).

Posteriormente, Cook et al. (1998) modificaram uma versdo molecular do clone 19-2,
derivado do estoque de EIAV19, a0 substituir o fragmento de 3.3-kbp da regido 3’LTR, pelo
mesmo fragmento do EIAVpy, em uma tentativa de se produzir um clone molecular infeccioso,
com capacidade de induzir doenca em cavalos e poneis. O clone quimérico EIAVpv33 gerou
estoque viral com uma mistura de cinco clones, a partir do qual foi selecionado o clone EIAV yk
(antes chamado de EIAVpvz3s3), Uma vez que este Ultimo possuia completa homologia com a
sequéncia consenso referente a glicoproteina de superficie do EIAVey. NO entanto, o virus
derivado do clone EIAV , teve taxa de inducdo de doenca aguda em cavalos/pOneis de forma
significativamente menor do que infeccdes com EIAVpy (Cook et al., 1998; Li et al.; 2000).
Posteriormente, outras analises dos genomas do EIAVuk e do EIAVey demonstraram que esses
clones virais diferiam em dois locais na sequéncia consenso, consistindo em uma duplicacdo de
68 pb na regido U3 de 3’ LTR, e a presenca de uma arginina (R103), no lugar do triptofano
(W103), na posi¢do do aminoacido 103 na ORF S3 (Cook et al., 1998; Cook et al., 2003). O
virus derivado do clone molecular EIAVyk ndo demonstrou ter uma boa eficiéncia de replicacdo
in vivo, devido as evidéncias de mudancas seletivas na populacdo de virus observadas nos
cavalos/pdneis infectados (Cook et al., 1998; Li et al., 2000). Com isso, modificou-se o clone
molecular derivado de EIAVk, através da remocdo da duplicacéo de 68 bp e pela substituicdo
da arginina na posi¢do 103 por triptofano (Cook et al., 2003). Esse novo clone molecular,
denominado EIAV ks, foi capaz de induzir AIE aguda em animais da espécie E. caballus da
mesma forma que o EIAVpy; se replicou com taxas semelhantes ao EIAVuk em macrdfagos e
celulas FEK e pdde ser considerado como um clone capaz de produzir populagdes virais
semelhantes e potencialmente patogénicas, como a estipe PV (PV-like) (Cook et al., 2003).

Nos ultimos anos, o0s cientistas chineses tém investido e desenvolvido pesquisas para
descobrir os detalhes bioldgicos da estirpe atenuada, conhecida como EIAVpLvizi, da qual foi
desenvolvida na década de 70 e amplamente utilizada como vacina no controle da AIE na China
(Jiang et al 2011, Lin et al., 2011; Ma et al, 2014). A selecdo da estirpe EIAVpLvi21 OCOrreu
ap6s 121 passagens, in vitro, da estirpe virulenta derivada do EIAVinsw0, em culturas de
leucdcitos de jumentos (Shen, 1983). Trabalho recém-publicado demonstrou a capacidade da
vacina atenuada em induzir protecdo imune em infecgbes experimentais, como também em
infeccBes naturais de cavalos (Liu et al., 2016). Porém, os mecanismos de protecdo induzidos
pela vacina continuam sendo investigados.

24



CAPITULO 2

Anemia Infecciosa Equina em jumentos errantes na regido de Mossoro, Rio Grande do
Norte, Brasil

2.1 INTRODUCAO

O virus da anemia infecciosa equina (EIAV), é um lentivirus da familia Retroviridae
com distribuicdo mundial (Cook et al., 2013, e taxas de prevaléncia sorolégicas em equinos
(Equus caballus) superior a 30% em algumas regides geografica, tais como a regido do Pantanal
Mato-grossense, Brasil (Borges et al., 2013). Apesar do EIAV infectar jumentos (Equus asinus)
e mulas (Equus caballus x Equus asinus), quase todos os estudos experimentais, incluindo
inquéritos epidemiolégicos, tém sido realizados em cavalos ou pdneis. O espectro clinico
observado em Eqqus caballus, ap6s exposi¢cdes ao EIAV, geralmente é o surgimento de trés
fases clinicas distintas, embora em muitos casos, ha completa auséncia de sinais clinicos da
doenca durante toda a vida do animal. Estes sinais consistem de uma fase transitoria inicial ou
aguda, caracterizada por febre e trombocitopenia, seguido de uma fase crénica com duracéo de
12-24 meses, em que ha ciclos recorrentes de febre, trombocitopenia, anemia, edema, reacdes de
depressao neurolégica e caquexia (Montelaro et al., 1993; Leroux et al., 2004; Cook et al., Issel
et al., 2014). O fim dos ciclos recorrentes da doenca é dependente do desenvolvimento de
respostas imunes amplamente reativas que, apesar de ndo serem capazes de eliminar o EIAV
com sucesso, podem restringir a replicacdo viral, reduzindo drasticamente a carga viral
associada aos tecidos (Sellon, 1993; Leroux et al., 2004). Quando isso ocorre, 0s animais entram
em uma fase prolongada (estagio de carreador inaparente), onde, apesar de ndo terem sinais
clinicos aparentes, tém o potencial de atuar como fonte para a transmissdo viral. A aparéncia
clinicamente normal de animais portadores cria problemas significativos para o0 manejo da AlE,
porgue sem testes de diagndstico laboratoriais especificos, eles podem ser colocados, mesmo
que ndo intencionalmente, em situacdes que facilitam a transmissdo do EIAV, seja
naturalmente, via insetos hematdfagos, ou iatrogenicamente, para outros animais ndo infectados.

Embora respostas clinico-patologicas de algumas mulas, ap6s exposi¢do ao EIAV,
serem semelhantes aquelas apresentadas pelos cavalos e pbneis (Spyrou et al., 2003), essas
respostas podem ser muito diferentes em jumentos. Em estudos comparativos onde
cavalos/pdneis e jumentos foram infectados com as mesmas estirpes do EIAV, observou-se que,
enguanto os primeiros desenvolveram doenca grave, 0s jumentos tiveram completa auséncia de
sinais clinicos da AIE. Posteriormente, foi demonstrado que os jumentos poderiam exercer um
controle mais rigoroso sobre a replicacdo do EIAV, resultando em picos de cargas virais
associados ao plasma significativamente mais baixos do que os cavalos/pdneis (Cook et al.,
2001). Além disso, a resposta imune humoral dos jumentos diferiu daquela dos cavalos/p6neis,
apresentando concentracfes mais baixas de anticorpos especificos contra o EIAV, pelo menos
durante as primeiras 12 semanas pos-infec¢do (Cook et al., 2001).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
Brasil possui aproximadamente 8 milhfes de equideos, considerada a maior populagdo da
América Latina, sendo que a indUstria equidea movimenta em torno de U$3 bilhGes por ano
(MAPA, 2014). Dentro desta populacao, aproximadamente 900.000 sdo jumentos e 1,2 milhdes
sdo mulas, concentradas principalmente nas regides Nordeste e Sudeste do pais (Cavararo,
2013). No passado, principalmente na regido nordeste brasileira, jumentos e mulas eram vitais
para o transporte de mercadorias, tais como produtos agricolas, agua, preparo de terra para
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plantio, porém esse papel estd sendo substituido por formas de transporte e suprimentos
agricolas mecanizados. Consequentemente, muitos desses animais tém sido abandonados por
seus proprietarios, passando a viver livremente em rodovias ou como animais guase selvagens.
Estima-se que o estado do Rio Grande do Norte (RN) tem pelo menos 50.000 jumentos,
milhares deles sem proprietérios, vivendo livremente, pastando em torno de rodovias federais e
estaduais e, muitas vezes, se envolvendo em acidentes com automoéveis (Buainain, 2014). Esta
grande populacdo, essencialmente ndo regulamentada, obviamente constitui uma ameaca em
potencial, em termos de possibilidade de atuar como reservatério para manutencéo de doengas,
tais como a AIE. Consequentemente, é importante investigar a ocorréncia dessa enfermidade
nessa populacdo de jumentos errantes.

Até o presente, o controle da AIE é limitado a deteccdo de anticorpos especificos contra
o EIAV, uma vez gque ndo ha vacina nem tratamento efetivo. Macréfagos equinos, células
hospedeiras do EIAV, sdo inadequados para isolamento viral na rotina (Hines e Maury, 2001),
enguanto os testes baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), para a deteccdo de
acidos nucleicos virais, tém sido descritos (Cappelli et al., 2011; Dong et al., 2012; Nagarajan et
al., 2001; Quinlivan, et al., 2007), porém ndo sdo universalmente aceitaveis. Embora varios
ensaios baseados em ELISA sejam comercialmente aprovados em varios paises, tais como 0s
Estados Unidos (Cook et al., 2013; Leroux et al., 2004), a maior parte do mundo emprega a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA), ou teste de Coggins, como teste oficial para o diagndstico
da AIE. No Brasil, recentemente, o ELISA foi aprovado para ser usado no diagnéstico da AlE;
porém, todas as amostras com resultados positivos devem ser submetidas a IDGA para
confirmar o resultado (BRASIL, 2014). A IDGA foi incialmente descrita na década de 1970
(Coggins e Norcross, 1970) e ganhou uma reputagdo admiravel devido a sua especificidade.
Esse teste detecta anticorpos anti-p26, a principal proteina do capsideo, que é um dos antigenos
mais conservados entre os isolados do EIAV (Cook et al., 2013), e € 0 Unico ensaio de
diagndstico que, comprovadamente, se correlaciona positivamente com o teste de inoculagéo do
EIAV no cavalo (Coggins et al., 1972). Por estas razbes, o teste de IDGA tem sido
tradicionalmente considerado como padrdo ouro para o diagnéstico sorolégico da AIE
(Cullinane et al., 2007). Entretanto, concentracGes relativamente elevadas de anticorpos séo
necessarias para formar linhas de precipitacdo visiveis no teste de IDGA, tornando-o um teste
potencialmente menos sensivel do que alguns métodos de deteccdo soroldgica, mais
recentemente desenvolvidos como os ensaios imunoenzimaticos. Trabalho recente indicou que o
teste de IDGA tem uma propensdo para produzir resultados falsos negativos e, estudos
comparativos realizados, no @&mbito do Programa Nacional Italiano de Vigilancia da AIE,
demonstrou que a adogdo do sistema de triagem por ELISA resultou em aumento de 17% de
deteccdo de infeccdo pelo EIAV, em relacdo ao uso restrito de IDGA (Issel et al., 2012;
Scicluna et al., 2013). Verificagdo independente desses achados levantaria sérias davidas sobre
a validade de basear os programas de controle da AIE inteiramente no teste de IDGA. Portanto,
o principal objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia da AIE em jumentos errantes que
vivem livres no municipio de Mossord, RN e areas adjacentes,, utilizando o tradicional teste de
IDGA, conforme aprovado pelo governo brasileiro, juntamente com dois testes de ELISA: o
CELISA (IDEXX) que detecta anticorpos anti-p26, teste aprovado e comercialmente disponivel
para o diagndstico da AIE em vérios paises, e 0 rgp90 ELISA, desenvolvido por Reis e
colaboradores (2012), baseado na detecgdo de anticorpos contra o antigeno de superficie, a
glicoproteina gp90. Discrepancias entre os resultados do IDGA e dos dois ELISAs foram
resolvidas pelo teste de Imunoblot (IB).
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostras

As amostras de soro foram coletadas atraves da punc¢do da veia jugular utilizando tubos
a vacuo e agulhas individuais, ambos estéreis (Vacuette®, Greiner Bio One, Alemanha) de um
total de 367 jumentos que foram removidos de estradas e rodovias por autoridades locais do
municipio de Mossoro, estado do Rio Grande do Norte, Brasil. De acordo com o IBGE, 2015,
Mossoré € um importante municipio nordestino, localizado no oeste do estado do RN estado
(05° 11° 157 S, 37° 20’ 39”> W), com extensao territorial que abrange uma area de 2.099,333
km? (Figura 1).

Rio Grande do Norte

kilometers

Legenda: o___ms s
Regido nordeste Homesets

M Estado do Rio Grande do Norte

B Municipio de Mossoré

Figura 1: Localizagdo do municipio de Mossor6 nos mapas do Brasil e do estado do Rio Grande do
Norte (Mapa obtido com o software Map Info Pro).

AvaliagOes clinicas no momento da coleta das amostras demostraram que todos 0s
animais tinham pelo menos um ano de idade e ndo apresentavam nenhum sinal evidente de
doenca, incluindo qualquer sinal que pudesse ser considerado compativel com a AIE. A idade
foi estimada por exame da cavidade oral para aparéncia de erupcdo e superficie oclusal dos
dentes. NUmeros foram designados para amostras no momento da coleta de forma sequencial.
Néo foi possivel a utilizacdo de formas permanentes de identificacdo individual dos animais,
uma vez que eles permaneciam 10 dias nos abrigos, aguardando O resgate por seus
proprietarios. Apos esse prazo, as autoridades encaminhavam 0s animais para santuarios
de jumentos localizados no estado do RN.



Os testes sorolégicos foram realizados de forma retrospectiva, no Laboratério de
Retroviroses, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais utilizando protocolos aprovados pelo Comité de Etica no
uso de animais (UFMG/CEUA 354/2012).

2.2.2 IDGA

Todos os testes de IDGA foram realizados com as amostras de soro sem diluir, utilizando o kit
comercial para o diagnostico da AIE aprovado pelo MAPA, de acordo com as recomendacdes
do fabricante (Laboratérios Bruch, Brasil). Resumidamente, 4,5 mL de solucdo de agar noble
1% em tampdo borato (pH 8.6), ap6s aquecida em micro-ondas, foi distribuida em laminas de
microscopia (25 x 75 mm). Apo6s a solidificagdo do gel, o mesmo foi perfurado com furador
proprio, que contém um orificio central e seis periféricos, medindo 4 mm de didmetro e 3 mm
de disténcia entre os mesmos. Um volume de 25 pL dos soros a serem testados foram
distribuidos, intercalados com os controles positivos e no orificio central, adicionou-se 25 pL do
antigeno. As laminas foram incubadas entre 20-25°C, por 48 h e lidas a olho nu, sob fonte de luz
indireta, para verificagdo das linhas de precipitagdo identidade entre o antigeno e o soro controle
positivo.

2.2.3 CELISA p26

O ELISA competitivo (CELISA — IDEXX, EUA) foi realizado de acordo com as recomendacdes
do fabricante. O método se baseia na deteccdo de anticorpos anti-p26 nas amostras de soro de
equideos infectados pelo EIAV. As placas do cELISA sdo pré-sensibilizadas com anticorpo
monoclonal especifico contra a proteina do capsideo do EIAV, p26. O antigeno p26 do kit esta
conjugado com a horseradish peroxidase (HRPO). Ao adicionar as amostras de soro dos
equideos e incuba-las com o conjugado HRPO-p26, ocorre competi¢cdo entre 0s anticorpos
especificos anti-p26 presentes nas amostras de soro com o anticorpo monoclonal que estd na
placa pelo antigeno p26. ApoOs etapa de lavagem para remogdo de solugdo de conjugado,
adiciona-se o substrato de TMB na placa. Em amostras positivas para AIE, ocorre bloqueio da
ligacdo dos anticorpos monoclonais anti-p26 do EIAV ao antigeno p26-HRPO, como pouca ou
nenhuma formacgdo de cor nos pogos de resultados positivos. Amostras negativas para AlE
desenvolvem cor azul escura no cELISA, uma vez que o conjugado p26-HRPO esté livre para
se ligar aos anticorpos monoclonais gque estdo na placa. No presente estudo, todas as leituras das
absorbéancias das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de
650 nm (OD650.m). O cELISA foi utilizado para testar todas as amostras com volumes
disponiveis e que desenvolveram resultados negativos no teste de IDGA.

2.2.4 rgp90 ELISA

O rgp90 ELISA foi realizado conforme descrito previamente (Reis et al., 2012), com pequenas
modifica¢des. Resumidamente, o antigeno recombinante da glicoproteina do envelope viral
(rgp90) foi produzido através da expressdo do gene que codifica sua sequéncia em Eschechia
coli. Posteriormente, diluiu-se o antigeno recombinante para uma concentracdo final de 50.0
pg/mL em tampéo carbonato de sodio 0,05 mol/L, pH 9,6, com distribuicdo de 100 pL/poco
dessa solugéo em placas de 96 pogos (NUNC Maxisorp™, Thermo Scientific, EUA) seguindo-
se de incubacdo por 18 h a 4°C. Apos a etapa de adsorcéo, as placas foram lavadas duas vezes
com salina tampé&o fosfato (pH 7,2) contendo 0.05% de Tween 20 (PBST), incubado por 1h a
temperatura ambiente (ta) com PBST, contendo 5% de leite em p6 desnatado como proteina
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inibidora de reaces inespecificas e lavado em seguida mais duas vezes com PBST antes do uso.
As amostras de soro de jumentos foram diluidas 1:50 em PBST contendo 1% de leite em po
desnatado foram adicionadas (100 pL/poco) nas placas sensibilizadas com o antigeno rgp90 e
incubadas por 1h a (TA) antes de serem lavadas trés vezes com PBST e, subsequente adi¢do de
conjugado de coelho anti-lgG de cavalo marcado com peroxidase (Sigma, EUA), diluido
1:14.000 em PBST contendo 1% de leite em p6 desnatado. Apo6s 1 h de incubacdo a (TA), as
placas foram lavadas trés vezes em PBST e a ligacdo de anticorpos foi detectada pela adicédo
(100 pL/pogo) de substrato que consistia na solugcdo de o-phenylenediamine (0.5 mg/mL) e
peréxido de hidrogénio (concentragdo final 0.02%) em tampéo fosfato-citrato (pH 5). A reacdo
ocorreu por 10 minutos até que a mesma foi interrompida com solugdo de acido sulfdrico 3 N
(40 pL/pogo). A densidade otica a 492 nm (OD .920m) foi avaliada no espectrofotometro TP-
Reader (Thermo Plate, China). Baseado na distribuicdo de OD de 1160 amostras de soro
positivas e negativas, o ELISA rgp 90 foi considerado positivo para amostras com valores de
OD 4g20m maiores que 0,225 (Reis et al., 2012).

2.2.5 Imunoblot

As membranas de imunoblot foram gentilmente cedidas pelo professor Chales J. Issel (Gluck
Center, Universty of Kentucky, KY, EUA), sendo preparadas conforme descrito previamente
(Issel, et al., 1993). O protocolo usado para o IB também foi seguido conforme descrito
previamente (Issel et al., 2012), com excecdo de que todas as amostras de soro testadas foram
diluidas 1:20 e o conjugado de coelho anti- 1gG de cavalo marcado com peroxidase (Sigma,
EUA) foi usado na dilui¢do de 1:5000, ambos com volume final de 1 mL. Resumidamente, as
membranas de imunoblot, contendo as proteinas do EIAV separadas por eletroforese, foram
blogueadas em tampéo salina fosfato (PBS) (pH 7,2) contendo 5% de leite desnatado, por 1 h a
ta e sob agitacdo. Entdo a membrana foi cortada em tiras de 4 mm de largura, para serem
utilizadas individualmente por amostra e controle, sendo incubadas com as amostras de soro
diluidos 1:20, por 1 h a TA, sob agitagdo, seguido por 4 lavagens com PBS saturado com 0.85
mol/L de NaCl e acrescido de 0,05% de Tween 20 e subsequente adi¢éo de conjugado de coelho
anti-lIgG de cavalo marcado com peroxidase (Sigma, EUA), diluido 1:1500 em PBS contendo
1% de leite em pé desnatado. Ap6s 1h de incubagdo a TA, sob agitacdo, as membranas foram
lavadas em PBS saturado com 0.85 mol/L de NaCl acrescido de 0,05% de Tween 20, por 10
minutos, sob agitacdo, seguido de 10 minutos de lavagem com PBS saturado com 0.85 mol/L
NaCl, sob agitacdo e ultima lavagem com PBS por 10 minutos, a TA sob agitacdo. A ligacao de
anticorpos foi detectada pela adicdo de substrato 3,3", 5,5 -tetramethylbenzidine — TMB
(Promega Corporation, EUA), por 5 minutos, parando a reacdo com agua destilada, apos retirar
0 substrato. As amostras foram consideradas positivas no imunoblot quando os anticorpos se
ligaram em pelo menos duas das trés principais proteinas do EIAV (p26, gp45 e/ou gp90) (lssel
et al., 2012; Scicluna et al., 2013).
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2.3 RESULTADOS

Foram coletadas 367 amostras de soro de jumentos que viviam livres, préximos a rodovias de
Mossoro-RN e regido, sem sinais clinicos evidentes de doenca e com idades estimadas variando
de um a 20 anos (média de 5,9 +/- 4,0). Todas as amostras foram testadas em IDGA e
rgp90rgp90 ELISApara a pesquisa de anticorpos anti-EIAV, sendo que, dessas amostras, seis
foram positivas em ambos os testes (Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo de jumentos soropositivos para AIE nos testes de IDGA e rgp90 ELISA em
Mossoré - RN

rgp90 ELISA?

ID Jumento Idade (anos?) IDGA
ODag2nm > 0.225 Interpretacéo
229 6 + 0.643 +
338 13 + 0.742 +
403 20 + 0.758 +
517 3,5 + 0.623 +
561 2 + 0.548 +
588 8 + 0.302 +

ODugznm média +/-SD3(0.603 +/- 0.167)

!Idade estimada em anos (+) positivo; (-) negativo
2 Amostras consideradas positivas no rgp90 ELISA (+) quando ODagznm > 0.225
30D4g2nm média +/- SD = média dos valores de ODagznm +/- Desvio Padrio (SD)

Depois dos primeiros testes, as amostras que apresentaram resultados negativos no IDGA
(aquelas que possuiam volume suficiente exceto amostra 349 e amostra 605), foram também
testadas no cELISA. Das 361 amostras IDGA negativas que foram novamente testadas, 303
apresentaram resultados negativos nos dois ELISAs utilizados nesse estudo, 53 foram positivas
no rgp90ELISA e 14 amostras foram positivas no cELISA. Apenas nove foram positivas em
ambos ELISAs (Tabela 2 e Figura 2).

30



n =367

Amostras de soro de jumentos

N

6 amostras 361 amostras
IDGA* ELISA rgp90* IDGA-

/ \

303 amostras 58 amostras
CELISA-/ELISA rgp90- resultados
conflitantes

Immunoblot

/

6 amostras EIAV*

\

52 amostras EIAV-

|

Embora 33 amostras
reagiram apenas com
p26 no IB

Figura 2: Fluxograma dos resultados de testes soroldgicos para AIE em 367 amostras de soro de
jumentos errantes do municipio de Mossor6 — RN testadas em IDGA, rgp90 ELISA, CELISA e
Immunoblot. (+) teste sorolégico positivo para AIE; (-) teste sorolégico negativo para AIE de acordo com

as interpretagdes dos testes adotadas nesse estudo.

Para validar os resultados, as 58 amostras que produziram resultados positivos, em pelo menos
um teste ELISA deste estudo, foram submetidas ao Imunoblot. Dessas, seis amostras (jumentos
428, 573, 326, 349, 363 e 630, destacados na Tabela 2), foram classificados como positivos para
AIE pois reagiram com pelo menos duas das trés proteinas imunodominantes da particula viral
(Tabela 2 e Figura 3). Embora essas seis amostras tenham apresentado resultados positivos no
rgp90ELISA, apenas 2 foram também positivas no cELISA. Entretanto, a amostra do jumento
349 ndo pbde ser avaliada no CELISA por ter volume insuficiente para execucdo do teste

(Tabela 2).
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A B Cc

428 573 326 349 363 630 203 242 264 605 635 638 644

.

Figura 3: Anélise de amostras de soro cELISA ou rgp90 ELISA positivas/IDGA negativas pelo IB. A
CP: controle positivo; CN: controle negativo. B De 58 amostras testadas nos ELISAs, 6 (428, 573, 326,
349, 363, 630) foram classificadas como tido exposi¢do ao EIAV, com base na reatividade de pelo menos
duas das trés proteinas virais imunodominantes (gp90, gp45 e p26). C Exemplos que representam (203,
242, 264, 605, 635, 636 e 638) as 33 amostras de soro de jumentos que reagiram somente com p26 no IB.

Das 52 amostras que foram classificadas como negativas no IB, 19 ndo apresentaram
reatividade contra nenhuma proteina do EIAV, enquanto 33 (56,9%) reagiram apenas com a
proteina do core do EIAV, a p26. A Figura 1 C mostra uma selecdo representativa das amostras
dos jumentos que apresentaram reatividade apenas com p26.

Para os jumentos que foram diagnosticados com AIE pelo teste de IDGA, quando suas amostras
foram também testadas no rgp90ELISA, as absorbancias (OD ag2nm) desenvolvidas no rgp90
ELISA (média 0.603 +/- 0.167 — Tabela 1) foram maiores do que as ODag2nm daqueles jumentos
que foram detectados como expostos ao EIAV apenas pelo IB (média 0.305 +/- 0.053).
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Tabela 2 — Analise de amostras de soro de jumentos da regido de Mossord, negativas no teste de IDGA e
testadas em cELISA, rg90 ELISA e IB

ID jumento Idade (anos)* IDGA CELISA(p26)? rgp90 ELISA® Imunoblot
p26 gp45 gp90
258 7 - + + + - .
276 6 - + + + - -
378 15 - + + + - .
401 7 - + + + - -
430 45 - + + + - -
431 13 - + + + . .
325 15 - + + - - -
386 15 - + - + - -
281 7 - + - - - -
459 1,5 - + 8 . N .
555 15 - + - - - -
639 17 - + - - - -
428 7 - + + + - +
573 5 - + + + + +
326 18 = - + + - +
349 25 - NR + + - +
363 4 - - + + = +
630 15 - - + + - +
166 6 - - + + - -
203 4 - - + + - -
204 6 - - + + - -
242 6 - - + + R R
251 1 - - + + - -
259 9 - - + + - -
264 5 - - + + - -
299 35 - - + + - -
379 13 - - + + - -
391 2 - - + + - -
393 5 - - + + - -
397 4 - - + + - -
416 2 - - + + - -
436 25 - - + + - -
448 7 - - + + - -
491 4 - - + + - -
526 10 - - + + - -
601 6 - - + + - -
602 4 - - + + - -
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Tabela 2 - continuacéo

605 15 - NR + + - -
613 6 - - + + - -
633 8 - - + + - -
635 7 - - + + - -
636 12 - - + + - -
638 18 - - + + - -
644 7 - - + + - -
168 6 - - + - - -
252 8 - - + - - -
270 13 - - + - - -
316 7 - - + - - -
317 2 - - + - - -
323 13 - - + - - -
334 12 - - + - - -
351 5 - - + - - -
382 7 - - + - - -
388 15 - - + - - -
396 4 - - + - - -
446 2 - - + - - -
495 5 - - + - - -
503 8 - - + - - -

1dade estimada em anos (+) positivo; (-) negativo; (NR) néo realizado
2Interpretagdo dos resultados do cELISA realizada conforme recomendagdo do fabricante.
3Amostras consideradas positivas no rgp90 ELISA (+) quando ODagznm > 0.225

2.4 DISCUSSAO

A regido nordeste brasileira possui uma das maiores populac¢6es de jumentos do mundo,
com uma estimativa de aproximadamente 812.000 animais, 0 que representa 90 % do total da
espécie no Brasil (Cavararo, 2013). Embora os jumentos ja tenham sido essenciais para a
economia local, como principal forma de transporte de produtos, bem como, forca de trabalho
na lavoura, seu papel tem sido rapidamente substituido por formas de transporte mecanizado e
maquinas agricolas. Consequentemente, muitos desses animais sdo abandonados pelos seus
proprietarios, gerando o aumento do numero de jumentos vivendo livremente, geralmente
proximo as rodovias federais e estaduais do estado do Rio Grande do Norte. Por essa razdo,
teve-se como objetivo realizar um inquérito soroldgico para determinar o risco representado por
essa populacdo de jumentos ndo regulamentada, sendo considerada um potencial reservatorio
para manutencdo e transmissdo do EIAV.

Inquéritos sorolégicos para AIE anteriormente conduzidos no Brasil, incluindo estudos
recentes realizados na regido do Pantanal e Ilha do Maraj6 no Para (Borges et al., 2013; Freitas
et al., 2015), contaram exclusivamente com o uso do teste de IDGA. O uso de ELISAs para o
diagndstico e controle da AIE foi aprovado pela portaria 378 do MAPA, de dezembro de 2014,
entretanto sua utilizacdo permanece limitada, principalmente aos laboratérios de pesquisa. O

34



uso exclusivo de IDGA para o diagndéstico da AIE continua, dessa forma, sendo um paradigma
regulatério de muitos outros paises no mundo. No entanto, os resultados encontrados aqui
apoiam aqueles encontrados durante o Programa Nacional Italiano de Vigilancia da AIE (Issel
et al., 2012; Scicluna et al., 2013), em que, enquanto o teste de IDGA para AIE é altamente
especifico, ele é um teste propenso a desenvolver resultados falso-negativos. De fato, a taxa de
soropositivos para AIE no municipio de Mossoroé e regido, pelo teste de IDGA sozinho foi de
1,63%, metade do valor quando se utilizou a combinacdo dos testes ELISA e IB (3,27%).

Embora o rgp90rgp90 ELISA tenha sido uma ferramenta que contribuiu para a
identificacdo dos jumentos AIE positivos (326, 349, 363, 428, 573 e 630), esse teste apresentou
uma alta porcentagem de amostras aparentemente falso-positivas (88,7%). Em contraste, apenas
< 4% de resultados falso-positivos foram observados, de um total de 1160 amostras de soro de
cavalo testadas, durante a padronizacéo deste teste (Reis et al., 2012). InvestigacGes estdo em
andamento para estabelecer se esse resultado reflete apenas diferengas entre as preparagfes do
antigeno ou se uma propor¢do significativa dos jumentos da regido de Mossor6-RN possuli
reatividade com um contaminante do antigeno rgp90 ndo avaliado anteriormente (Reis et al.,
2012). Se existir tal contaminagdo, provavelmente serd de origem bacteriana, uma vez que a
proteina rgp90 é produzida pela expressdo em sistema de Escherichia coli (Reis et al., 2012).

Em comparagdo com a IDGA, o cELISA identificou 14 amostras potencialmente
positivas, embora apenas duas (428 e 573) reagiram com duas ou mais proteinas do EIAV no
IB. As razfes para os resultados das outras 12 amostras, aparentemente falso-positivas no
CELISA, sdo desconhecidas, foi observado também que 58 % delas (7/12) também reagiram
com a p26 no IB (Tabela 2), proteina viral da qual o cELISA foi desenvolvido para detectar.
Uma notavel observacdo foi a reatividade Unica com a p26 presente em 33 das 58 amostras
CELISA/rgp90 ELISApositivas analisadas no 1B. Embora reages semelhantes tenham sido
observadas anteriormente, sendo a taxa de 0,037% no Programa Nacional Italiano de Vigilancia
da AIE (lIssel et al., 2012; Scicluna et al., 2013), elas ocorreram de forma significativamente
menor do que os 8,99% observados neste estudo. Durante o surto de AIE na Irlanda em 2006,
anticorpos anti-p26 foram detectados no 1B ap6s a exposicdo ao EIAV, antes dos anticorpos
anti-gp90 e gp45 (Cullinane,et al., 2007). Além disso, estudos comparativos realizados por
Cook e colaboradores em 2001 sugeriram que 0s jumentos demoram mais tempo para produzir
resultados positivos no teste de IDGA em comparagdo com cavalos e pbneis ap0s infeccdo
experimental com o EIAV. Entretanto, uma simples explicacéo para a reatividade unica contra a
p26 seria a infeccdo recente pelo EIAV, em alguns equideos essa reatividade Unica no IB pode
persistir e anticorpos contra gp90 e/gp45 ndo sdo detectados mesmo apds meses de observacao
(Cook et al., 2009; Issel et al., 2012; Issel C. J. observagdes ndo publicadas). Nestes casos,
sugere-se que o animal pode ter sido exposto a uma estirpe do EIAV com glicoproteinas do
envelope antigenicamente distintas de qualquer virus caracterizado até 0 momento, ou outros
virus ou micro-organismo ainda ndo identificado que estimula anticorpos com reatividade
cruzada com a p26. Apesar das glicoproteinas do envelope apresentarem variagdo significativa
entre as estirpes do virus, o IB utilizado neste estudo ja detectou, com sucesso, anticorpos contra
todas as principais proteinas imunogénicas do EIAV em equideos expostos ao virus na América
do Norte, América do Sul, Asia e Europa (Cullinane et al., 2007; Dong et al., 2012; Issel e
Cook, 1993; Issel et al., 2012; Scicluna et al., 2013). De fato, a deteccdo de anticorpos contra
gp90 foi demonstrada em situacBGes onde ha menos que 58% de identidade prevista na sequéncia
de aminoécidos da glicoproteina do EIAV tipo selvagem e a estirpe usada no IB (Dong et al.,
2012). Nesse momento, a existéncia de estirpes que sdo totalmente diferentes daquelas que ja
foram descritas, que possuam glicoproteinas indetectaveis no 1B usado, é considerada uma
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possibilidade menos provavel. Em vez disso, a hipbtese corrente é de que a reatividade apenas
com p26 no IB dos jumentos desse estudo sugere que eles foram expostos a um membro
diferente da familia Retroviridae, uma vez que a proteina do capsideo é o antigeno mais
conservado nesta familia de virus (Cook et al., 2009).

Uma taxa de soro-prevaléncia para AIE de 3,27 % em jumentos da regido de
Mossor6/RN pode ser considerada baixa quando comparada com a alta ocorréncia da AlE
reportada em outras areas do Brasil (Borges et al., 2013; Freitas et al., 2015). Entretanto, a
porcentagem de soropositividade encontrada é consistente com a taxa de 1,29 % de frequéncia
de equideos positivos para AIE no estado do RN, relatada em estudo prévio, onde se utilizou
apenas o teste de IDGA como técnica de diagnoéstico (Silva et al., 2013).

Os jumentos podem constituir baixo risco de transmissdo em relacdo aos cavalos ou
poneis se, como sugerido pelas infec¢bes experimentais com estirpes semelhantes ao EIAVwyo,
eles exercerem um controle mais rigoroso sobre a replicacdo viral e, como resultado,
apresentarem uma baixa carga viral associada ao plasma (Cook et al., 2001). Portanto, é
importante a realizacdo de estudos adicionais mais extensos para se caracterizar as estirpes
virais circulantes na regido de Mossor6-RN, juntamente com a determinacdo da cinética de
replicacdo e patogenicidade em espécies diferentes de equideos, para que se possa avaliar a
ameaga representada pelos jumentos de livre circulacdo que vivem na regido como reservatorios
para a transmissdo do EIAV com maior precisao.

2.5 CONCLUSOES

Este foi 0 mais extenso inquérito soroldgico realizado até o momento para investigar 0s
riscos de manutencdo e transmissdo do EIAV, anteriormente ndo quantificados, em uma
crescente populagdo de jumentos que vivem circulando livremente pela regido de Mossor6-RN.
Embora tenha sido encontrada a evidéncia de que o EIAV esta circulando entre esta populacdo
de jumentos, nenhum sinal clinico evidente da AIE foi visualizado nestes animais. As
soropositividades encontradas de 1,63% , utilizando o teste de IDGA, representou a metade da
taxa detectada 3,27%, quando as amostras de soro foram testadas novamente em testes ELISA
em combinagdo com o IB. Estes resultados reforcam os dados encontrados no Programa Italiano
de Vigilancia da AIE, onde o teste de IDGA ¢ propenso em fornecer resultados falsos-negativos,
e como tal, ndo é sugerido para ser usado com exclusividade em programas de diagndstico e
controle da AIE. Embora o uso de testes ELISA tenha aumentado a taxa de deteccdo em 100 %,
ambos CELISA e rgp90 ELISA, apresentaram resultados falso-positivos, como determinado
pelo IB. No caso do rgp90 ELISA, a potencial taxa de resultados falso-positivos com as
amostras de jumentos foi trés vezes maior do que a observada previamente com amostras de
soro de cavalos. De forma interessante, um grande ndmero de amostras de soro (33/58),
reagiram com o antigeno p26 no IB. Até o momento, ndo se sabe se esses jumentos foram
recentemente infectados ou se foram expostos a uma estirpe do EIAV com envelope viral
antigenicamente distinto ou ainda, se ha um agente, ainda ndo identificado, capaz de induzir
producdo de anticorpos com reagdo cruzada com a p26 do EIAV. Sdo necessarios estudos
adicionais para distinguir entre essas possibilidades.
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CAPITULO 3

Estudo de resposta celular in vitro de PBMC de cavalos e jumentos e de
macrdfagos de jumentos infectados com EIAV

3.1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo EIAV na espécie asinina é pouco estudada, apesar de levantar questdes
importantes quanto aos efeitos seletivos que suas células promoveram na origem da vacina viva
atenuada, amplamente utilizada na China na década de 80. Essa vacina foi obtida apds 121
passagens sucessivas de uma estirpe altamente patogénica, isolada de células de cavalos, em
células leucocitarias de jumentos (Shen, 1983) e o efeito protetor dessa vacina vem sendo
investigado na ultima década (Lin, et al., 2011; Jiang et al., 2011; Ma et al., 2013; Ma et al.,
2014; Liu et al., 2016). O trabalho pioneiro de infeccdo in vivo de jumentos com amostras
patogénicas do EIAV, realizado por Cook e colaboradores (2001), demonstrou que os trés
animais infectados ndo apresentaram os sinais clinicos da AIE durante o periodo de um ano de
observacdo. Foi avaliada resposta soroldgica, carga viral plasmética, contagem de plaquetas e
acompanhamento da temperatura corporal, todavia, ndo se avaliou pardmetros como por
exemplo, niveis séricos das citocinas TNF-a ¢ IL-6 ap0s a infeccdo experimental dos jumentos
com as amostras EIAVpy e EIAVuyo.

Diferencas na expressdo de citocinas e quimocinas podem ser responsaveis pelas
diferencas observadas no surgimento de sinais clinicos em infecgdes causadas por lentivirus
(Villinger et al., 1996; Pereira et al., 2009; Altfeld e Gale Jr., 2015; Liu. et al, 2016). Por
exemplo, TNF-a, interferon-gama (IFN-y), IL-1, IL-2, IL-6 e IL-10 s&o algumas das citocinas
que sofrem alteragBes na sua expressdo durante a infeccdo pelo HIV (Williams et al., 2013).
Dados sobre a desregulacdo de citocinas placentérias durante gestacdo de gatas infectadas com
FIV, demonstrou correlagdo positiva entre a expressdo de IL-6 e replicagdo de FIV com risco de
aborto (Scott et al., 2011). A desregulacdo de citocinas coincide com sinais clinicos da AlE,
como febre, anorexia, hemorragia, petéquias, letargia, anemia e trombocitopenia (Lim et al.,
2005; Montelaro et al., 1993; Sellon, 1998; Torniquist et al., 1997). As citocinas IL-1a, IL-6 e
TNF-a podem contribuir para a anemia na AIE, através da ativacdo de macrofagos e neutrofilos,
depois aumentando a fagocitose de eritrécitos ligados com complemento C3, e também pela
possibilidade de diminuicdo da eritopoiese, através da desregulacdo do metabolismo do ferro
(Swardson et al., 1992, Sellon et al., 1994; Sellon, 1998, Reis e Cook, 2014). O TNF-a tem
efeitos supressivos sobre a medula 6ssea e acdo inibitoria comprovada sobre o crescimento de
megariocitos in vitro (Geissler et al., 1991; Torniquist et al., 1997). Informagdo importante
dentro da patogénese da AIE em cavalos e jumentos pode ser fornecida ao se investigar a
desregulacdo génica de citocinas, tais como TNF-a, IL-6 e IL-10 secretadas por macrofagos
infectados com estirpes de diferentes patogenicidades do EIAV.

Pela primeira vez, foi conduzido um estudo de infecc@es in vitro de células de jumentos
(PBMC e macrdfagos) com amostras patogénicas e ndo patogénica do EIAV, para avaliar a
expressao de citocinas importantes na patogénese da AIE com objetivo de correlacionar os
achados com a auséncia de sinais clinicos in vivo normalmente observados nos asininos em
contraste ao observado nos equinos.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos descritos no presente capitulo foram realizados no Laboratdrio de Retroviroses
(RetroLab), do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, da Escola de Veterinaria da
UFMG e no Laboratério de Biologia Molecular (LBM), do Laboratério Nacional Agropecuério
(LANAGRO/MG).

Projeto aprovado junto ao comité de ética no uso de animais CEUA - UFMG, n° processo
354/2012 (Anexo 1).

3.2.1 Células de Derme Equina Persistentemente Infectadas com EIAVwyo

A estirpe altamente patogénica do EIAV, EIAVwvo, foi propagada em células de derme
equina persistentemente infectadas por esse virus (ATCC CL-57), em meio de cultura MEM
(Sigma), suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gibco), 4 U/mL de estreptomicina, 4
pg/mL de penicilina e 0,05 pg/mL de Fungizon, com incubacéo a 37 °C em estufa de atmosfera
de 5 % de CO,. Os sobrenadantes celulares foram coletados ap6s trés passagens celulares.
Preparou-se pool dos sobrenadantes coletados e ap6s serem divididos em aliquotas, foram
estocados a -70 °C até a sua utilizacao.

3.2.2 Efeito da infecgdo pelo EIAVwyo em PBMC de cavalos e jumentos

Nesse experimento, foram utilizados trés cavalos (2 machos e 1 fémea) e trés jumentos
(2 machos e 1 fémea), como doadores de sangue, todos provenientes da Fazenda Modelo da
Escola de Veterinaria da UFMG, municipio de Pedro Leopoldo, Minas Gerais. Os seis animais
eram soronegativos para AIE nos testes de IDGA (Bruch) e cELISA (IDEXX) e tinham idade
superior a dois anos. Um volume de 200 mL de sangue, de cada animal, foi coletado em bolsas
de coleta contendo anticoagulante citrato dextrose (Fresinesius). Seguiu-se a separacdo de
PBMC com o reagente Histopaque®-1077 (Sigma), conforme recomendages do fabricante.
Resumidamente, o sangue total coletado foi diluido em igual volume de PBS 1X
(Lifetechnologies), seguindo-se de montagem de gradiente de Histopaque®-1077 (Sigma) em
tubos de de fundo conico de 50 mL novos (20 mL de Histopaque®-1077 (Sigma) e 30 mL de
sangue total diluido em PBS 1X), com posterior centrifugacdo por 40 minutos em velocidade de
400 g a 20 °C. Coletou-se o anel de PBMC formado com pipetas de Pasteur estéreis e
descartaveis e transferindo as células para novos tubos de fundo cénico de 50 mL, seguindo-se
de diluicdo em igual volume de PBS 1X (Lifetechnologies). Seguiu-se por nova centrifugacdo
dos tubos em velocidade de 400 g, por 10 minutos a 4 °C. Ap0s descartar o sobrenadante, o
sedimento celular obtido foi ressuspenso em PBS 1X até completar o volume de 50 mL,
seguindo-se de nova centrifugacdo a 400 g por 10 minutos a 4°C. Nova lavagem do sedimento
celular foi executado em volume final de 50 mL de PBS 1 X, seguindo-se de centrifugacdo a
400 g por 10 minutos a 4°C. Apos etapa de lavagem, o sedimento celular obtido foi ressuspenso
em 1 mL de meio RPMI (Sigma), seguindo-se de contagem das células obtidas com azul de
Tripan. Dessa forma, suspensdes de PBMC foram ajustadas para concentragdo de 10° cels/mL
de meio RPMI (Sigma) contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco), 4 U/mL de estreptomicina,
4 ng/mL de penicilina e 0,05 pg/mL de Fungizon e, posteriormente distribuidas 1 mL/pogo, em
placas de 24 pogos (Sarstedt). O indculo de EIAVwyo adicionado foi de aproximadamente 6,0 x
10? copias de RNA por pogo. Lipopolissacarides (LPS - Sigma), na concentracdo de 10 ng/mL
de meio, foi adicionado ao sistema do cultivo como controle positivo de resposta inflamatoria.
Meio de cultura foi utilizado como controle negativo de estimulo.
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Ap0s os tempos de 24 h e 96 h de estimulo, os sobrenadantes celulares foram coletados
para a avaliacdo da replicacéo viral do EIAV. Os mesmos ficaram armazenados a -70°C até os
procedimentos de extracdo de RNA viral, utilizando o kit de extracdo de QIAmp Viral mini Kit
(Qiagen, EUA), de acordo com as recomendacGes do fabricante, seguindo-se de OneStep gRT-
PCR (protocolo descrito no item 3.2.5). Em paralelo, 0 RNA total celular foi extraido com kit
de extracdo SV Total RNA Extraction (Promega), conforme recomendacdes do fabricante. Os
RNAs obtidos foram tratados com DNase RQ1 RNase-free DNase (Promega) para posterior
transcricdo reversa em cDNA utilizando enzima M-MLV (Promega), ambos procedimentos
seguindo as recomendacdes do fabricante. Para verificar a expressdo dos mMRNAs de TNF-a, IL-
la, IL-6, IL-10 e IFN-B nos PBMC dos cavalos e jumentos, foi utilizada PCR em tempo real.
Foram utilizados 2 pL do cDNA obtido na transcri¢do reversa (diluido 1:3), 0,4 uM de cada
iniciador, direto e reverso, em reacdes individuais para cada gene, e 10 pL de SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), em um volume final de reagdo de 20 uL. As sequéncias dos
iniciadores utilizados estdo relacionadas na Tabela 1. O sistema de PCR em tempo real
utilizado foi o ABI 7500 (Applied Biosystems). As reacfes foram feitas com as seguintes
temperaturas e tempos: 95°C, 30" seguido de 40 ciclos de 95°C, 15°"; 60°C, 1". A curva de
dissociacgdo foi realizada nas temperaturas ¢ tempo: 95°C, 15°’; 60°C, 1°; 95°, 30°’; 60° 15”°. A
quantificagdo relativa do alvo em cada amostra foi realizada utilizando como referéncia a
expressdo do gene normalizador GAPDH. Os dados foram analisados usando o método da
curva-padrao relativa (Applied Biosystems, User Bulletin #2, 2001). Os resultados foram
apresentados como variagdo da expressdo de mRNA de citocinas nas células infectadas com
EIAVwy, e estimuladas com LPS, em relacdo ao controle de células onde s6 ocorreu adigédo de
meio de cultivo (CC). Todas as PCRs foram feitas em duplicatas.

Uma aliquota de 2 uL do cDNA obtido na transcricdo reversa foi separada para

posterior avaliacdo de transcritos virais por Nested PCR, de acordo com Oaks et al. (1998). O
protocolo esta descrito no item 3.2.6.
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Tabela 1 — Iniciadores utilizados na PCR em tempo real para citocinas pro e anti- inflamatérias em
PBMC de cavalos e jumentos infectados pelo EIAVwyo

— . Ne
GENES '“('g,'ad;’,r)es A”Ep'k:;"on (I?) ACESSO  REFERENCIA
B P (Seq. Ref))
F
TTCTCGAACCCCAAGTGACAAG M64087,
TNF-a R CTGGAGCTGCCCTCGGCTT <150 804  Apogsyzy  Allenetal., 2007
F
TGCTGGCTAAGCTGCATTCA ECU64794  _. .
IL-6 R GGAAATCCTCAAGGCTTCGAA 81 78,4 Figueiredo, 2008
F
CCCCGAGGACACAATGAACT 81 AF134227 . .
IFN-B R ACCAATGCAGCATCCTCCTT 79,5 Figueiredo, 2008
F
GCCTTGTCGGAGATGATCCA U38200 .
IL-10 R TTTTCCCOCAGGGAGTTCAC 81 82,2 Figueiredo, 2008
F
CAGTTCAATATCTTGCGACTGCTGC NM .
IL-le R G GGCACTCACAAACAGTCGAG 141 775 010825001  Limetal, 2011
capph F AAGTGGATATTGTCGCCATCAAT g7 J65 AF097178.  Retrolab (dados
R AACTTGCCATGGGTGGAATC ' 1 ndo publicados)

Seq. Ref.: Sequéncia de Referéncia para a obtencdo dos oligonucleotideos

3.2.3 Producao dos estoques de EIAV estirpes UK3 (EIAVuks) € 44-1 (EIAV44-1)
3.2.3.1 Transfeccdo de células ED com clones moleculares do EIAV

Os DNAs plasmidiais dos clones virais patogénico, EIAVuks, € ndo patogénico,
EIAV4.1, cedidos pelo professor Dr. R. Frank Cook (Gluck Center, Universty of Kentucky, KY,
EUA), foram preparados conforme descrito anteriormente (Cook et al., 1998; Cook et al., 2003;
Payne et al., 1994). Esses DNAs foram eluidos de papel filtro estéril em 50 pL de agua
ultrapura, em microtubos estéreis, sequindo-se de incubagdo por 10 minutos em termobloco a 94
°C. Os DNA’s plasmidiais eluidos, de aproximadante 13 kb, foram utilizados para transformar
bactérias Escherichia coli StbI3™ (Invitrogen, EUA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante, com a finalidade de aumentar as quantidades de DNAs plasmidiais dos clones virais.
Essa bactéria foi escolhida para ser utilizada nessa etapa por ser recomendada para clonagens de
insertos instaveis, tais como os DNA plasmidiais contendo insertos de lentivirus (One Shot®
StbI3™ Chemically Competent E. coli Manual, Invitrogen). As colbnias positivas que
cresceram em meio LB contendo 10 pg/pL de ampicilina (Sigma), foram purificadas utilizando
Midiprep (Qiagen, EUA). Os DNAs obtidos foram quantificados em espectrofotdmetro
Nanovue (GE Healthcare) no comprimento de onda de 260 nm. Dessas preparacgdes, aliquotas
contendo 50 ng/pL de cada DNA plasmidial foram submetidas & digestdo enziméatica com a
enzima Mlu, para gerar fragmentos de 7,9 e 5,1 kb. Também foi realizada digestdo dupla com
ECORI e NCOI, para gerar os fragmentos de 3,3 kb e 9,7 kb, conforme recomendagées do
fabricante das enzimas (Invitrogen). Os fragmentos resultantes das digestdes enzimaticas dos
plasmidios foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 0,9% para conferéncia
de possibilidades de rearranjos e/delecGes durante os procedimentos das transformacGes
bacterianas com os plasmidios dos clones virais (Anexo 3).
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Apds as conferéncias, 2 jug das preparacdes de DNA plasmidial de cada clone de EIAV
foram utilizados para transfectar células ED, previamente cultivadas em placas de cultivo de 6
pocos (distribuidas 5 x 10° células/poco em placa de 6 pocos) utilizando o reagente de
transfeccdo lipidico, policatibnico, Lipofectamine (Invitrogen, EUA), conforme as
recomendacdes do fabricante.

Apbs o periodo de trés semanas (aproximadamente 21 dias) de incubacdo poés-
transfeccéo, iniciou-se a propagacdo celular, com coleta dos sobrenadantes dos cultivos de ED
transfectados com as duas estirpes virais (EIAVuks e EIAV4.1), com intuito de verificar a
eficiéncia das transfec¢es por PCR em tempo Real. O RNA viral foi extraido de aliquotas dos
sobrenadantes, utilizando o kit de extragcdo de RNA viral QIAmp Viral mini Kit (Qiagen, EUA),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os RNAs obtidos foram tratados com DNase
RQ1 RNase-free DNase (Promega) para posterior sintese de cDNA utilizando enzima M-MLV
(Promega), ambos procedimentos seguindo as recomendagbes do fabricante. Os cDNAs
sintetizados foram utilizados como amostras nas PCRs em tempo Real para EIAV. Foi
realizada amplificacdo de um fragmento de 227 pb do EIAVuks € EIAVa41, a partir dos cDNAS
obtidos dos sobrenadantes de ED transfectadas, utilizando os iniciadores e sonda descritos por
Cook e colaboradores (2002) - Tabela 3 do item 3.2.5. As reagdes de 25 pL foram preparadas
com 0,2 UM de cada primer, 0,2 uM de sonda, 2 pL de cada amostra de cDNA ndo diluido e
12,5 pL de Tagman Universal Master Mix (Applied Biosystems). As condigdes da reacdo foram
50°C, 2’; 95°C, 10’; seguido de 40 ciclos de 95°C, 15°’; 60°C, 1’; utilizando o sistema de PCR
em tempo real ABI 7500.

3.2.3.2 Titulagao viral (TCIDsp)

Os titulos dos estoques de EIAVuks € EIAV 441 foram determinados através da infec¢do
de células ED com dilui¢do seriada (logio) do pool dos sobrenadantes celulares obtidos ap6s
transfeccdo de cada clone viral. O protocolo foi adaptado a partir do trabalho de Ma e
colaboradores (2014) associado ao protocolo de TCIDsp descrito no Virology Methods Manual
(Hierholzer; Killington, 1996). Em placas de 96 pocos (TPP), foram adicionadas 5 x 10 células
ED por poco, mantidas em meio MEM (Sigma) acrescido de 10% de soro fetal bovino, mais 4
U/mL de penicilina e 4 pg/mL de estreptomicina. Foram feitas as dilui¢des dos virus (logio), a
partir de 102 até 10, em meio MEM puro, em placa estéril de fundo em U (Costar). Removeu-
se 0 meio dos pogos das placas de 96 pogos com ED em cultura e acrescentou-se 100 pL de
cada diluicdo viral em 8 replicatas. Para o controle, foi acrescido apenas meio de cultura MEM.
Apo6s 1h de incubacdo, homogeneizando a placa a cada 15 minutos, adicionou-se mais 100 pL
de meio suplementado de forma a perfazer a concentracédo final de 10% de soro fetal bovino, 4
U/mL de penicilina e 4 pg/mL de estreptomicina. As placas foram monitoradas por 14 dias,
quando os sobrenadantes foram recolhidos para avaliacdo da atividade de transcriptase reversa,
utilizando o kit Reverse Trascriptase Assay, Colorimetric, (Roche-Applied-Science), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Valores médios de densidades Oticas 405 nm (OD4osnm)
maiores que duas vezes o valor médio da ODaosnm do controle negativo, foi considerado como
indicativo de replicacdo viral. A TCIDs, foi determinada pelo método de Reed-Muench (1938).
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3.2.4 Efeito da infeccdo de macrofagos de jumentos pelas estirpes virais EIAVuks e
EIAV4-1

Nesse experimento, foram utilizados 4 jumentos doadores de sangue (dois machos e
duas fémeas), provenientes da Fazenda Olhos D’ Agua, localizada na regido de Cacoco de Cima,
no municipio de Divindpolis, Minas Gerais. Todos 0s jumentos eram soronegativos para EIAV
nos testes de IDGA (Bruch) e CELISA (IDEXX) e tinham idade superior a dois anos. Foram
realizadas seis coletas de sangue, pois um macho e uma fémea tiveram sangue coletado para
repeticdo do experimento duas vezes. Volumes de 300 mL de sangue foram coletados em
anticoagulante citrato dextrose (ACD). Todo o processo de diferenciacdo dos macréfagos foi
testado e ajustado conforme descrito nos ANEXOS 3 e 4. A separacdo de PBMC foi realizada
com o reagente Histopaque®-1077 (Sigma), conforme recomendacBes do fabricante e
descrigdes no item 3.2.2.

Os PBMC'’s obtidos foram entéo divididos e colocados em frascos de Teflon de 125
mL (Thermo Fisher) previamente lavados com E-toxa Clean (Sigma) e autoclavados (ANEXO
5), contendo um volume final de 15 mL de meio RPMI (Lifetechnologies) acrescido de 20 % de
soro fetal bovino (Gibco), 2 pg/mL de estreptomicina, 2 U/mL de penicilina, 0,08 pug/mL de
Gentamicina, 0,025 mg/mL de Glutamina. Apos um periodo de incubagéo de 4 h, em atmosfera
de 5 % de CO, a 37 °C, a monocamada celular foi lavada duas vezes com meio RPMI puro
(Lifetechnologies), para remocao das células ndo aderentes. Em seguida, realizou-se a elui¢do
das células que permaneceram aderentes, maioria mondcitos, ao colocar os frascos de teflon no
gelo por 20 minutos. Apds esse tempo, lavagens sucessivas com RPMI puro e gelado,
auxiliavam a remocdo das células que ainda permaneceram aderentes. Suspensdes de células
eluidas eram preparadas na concentracdo de 10° cels/mL e distribuidas 100 pL/poco em placas
de 96 pogos (TPP). Em cada pocgo era acrescido 100 pL de meio RPMI (Lifetechnologies)
suplementado de 20 % de soro fetal bovino (Gibco), 2 pg/mL de estreptomicina, 2 U/mL de
penicilina, 0,08 pg/mL de Gentamicina, 0,025 mg/mL de Glutamina. As placas contendo as
células foram incubadas por 60 h em atmosfera de 5% de CO; a 37 °C, até os procedimentos de
infeccdo pelo EIAV de diferentes patogenicidades.

Apos 60 h de incubacdo, para permitir a diferenciacdo de mondcitos em macrdfagos
(Ma et al., 2014), o meio foi removido das placas seguindo-se de lavagem por duas vezes com
RPMI puro (Lifetechnologies). Os inéculos de EIAV foram adicionados (titulo de 1 x 10°
TCIDsg) para ambas estirpes patogénica (EIAVuks) e ndo patogénica (EIAVas1), 0 que
representou uma m.o.i. de 0,01.

Para o estudo de replicacdo viral, os sobrenadantes foram coletados nos tempos zero,
um, dois, trés, quatro, cinco, seis e sete dias pds-infeccdo (dpi) e congelados a -70°C até os
procedimentos de extracdo do RNA viral com o kit Qiamp Viral RNA mini Kit (Qiagen) e
posterior gRT-PCR para EIAV (descrito no item 3.2.6). Os sedimentos celulares também foram
coletados e armazenados a -70°C, para posterior extracdo de DNA com kit Tissue and Blood
DNA mini kit (Qiagen) e Nested PCR para EIAV (descrito no item 3.2.7).

O LPS foi incluido como controle positivo de resposta pré-inflamatéria para avaliar se
as células do cultivo, apos etapas de enriquecimento e maturagdo de monadcitos, iriam responder
aos estimulos dos indutores de liberagdo de citocinas. LPS é conhecido como um classico
ativador de resposta imune dos mondcitos/macréfagos, sendo por isso incluido nessa etapa do
estudo (Weber et al., 1992). Dessa forma, pogos com células destinadas a essa finalidade foram
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estimuladas com 100 pL de LPS (2 pg/mL) apés ser sonicado por 5 minutos, com frequéncia do
pulso a cada 5 segundos, na amplitude 100 hertz (SONICS VIBRA CELL). A etapa de
sonicacao possibilita uma melhor solubilizacdo do LPS e com isso, efetiva acdo na ativacdo da
resposta pro-inflamtéria dos mondcitos/macrofagos (Weber et al., 1992). Meio de cultura foi
utilizado como controle negativo de infec¢do. Tanto a adsor¢do viral, quanto o estimulo com
LPS foram realizados por 1h, seguidos de remocdo dos indculos e lavagem das células com
meio puro. Adicionou-se 200 pL/poco de meio RPMI (Lifetechnologies) acrescido de 10 % de
soro fetal bovino (Gibco), 2 pg/mL de estreptomicina, 2 U/mL de penicilina, e iniciou-se 0s
registros dos tempos de incubag&o pds estimulos indutores.

Para o estudo da resposta celular a infeccdo viral, os sobrenadantes celulares foram
removidos nos tempos uma, duas, 12 e 24 horas pds-infeccOes, e 0 RNA celular total extraido
com reagente Qiazol (Qiagen), conforme recomendacfes do fabricante, para os estudos de
cinética de expressao de citocinas. Os RNAs obtidos foram tratados com DNase RQ1 RNase-
free DNase (Promega) para posterior sintese de cDNA com o kit High Capacity cDNA
Synthesis (Applied Biosystems), conforme instrucdes do fabricante. A expressdo das citocinas
IL-6, IL-10, TNF-a e TGF-f, foram avaliadas por qPCR em tempo Real, utilizando iniciadores
e sondas desenhados, customizados e validados pela Applied Biosystems, para experimentos de
expressao génica, utilizando Sistema TagMan (Tabela 2). A quantificacéo relativa de cada alvo,
em cada amostra, foi realizada utilizando o sinal do gene normalizador B-GUS. Os dados foram
analisados pelo método comparativo de CT (242¢T) (Applied Biosystems, User Bulletin #2,
2001). Os resultados foram apresentados como variacdo da expressdo mRNA de citocinas nas
células infectadas com EIAVuks, EIAV44.1, € estimuladas com LPS, em relacdo ao controle de
células (CC) onde ocorreu apenas a adi¢do de meio de cultivo.
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Tabela 2 - Iniciadores utilizados PCR em tempo real para citocinas do estudo de infeccdo de macréfagos
de jumentos com EIAV44.1 € EIAVuks

GENES Ap;ﬂggtg:giggfems Amplicon Espécie Reg) %gtﬁglzye Unilgene
TNF-o Ec03467871_m1 84 Eqqus caballus FAM_MGB  Eca.13019
IL-6 Ec03468678_m1 83 Eqqus caballus FAM_MGB  Eca.12956
IL-1a Ec03468697_m1 95 Eqqus caballus FAM_MGB  Eca 13125
TGF-B Ec03468030_m1 130 Eqqus caballus FAM_MGB Eca.6371
BGUS Ec03470630_m1 73 Eqqus caballus FAM_MGB  Eca.13373

3.2.5 One step qRT-PCR em tempo real para quantificagdo do EIAV

Para quantificacdo do EIAV nos sobrenadantes dos cultivos celulares durante o periodo
de infeccbes com as trés estirpes virais utilizadas nesse estudo, com intuito de se avaliar a
replicacdo viral, foi utilizada uma OneStep gRT-PCR em tempo real para o EIAV com o0s
iniciadores e sonda descritos por Cook et al. (2002) (Tabela 3). A reacéo foi realizada com o kit
Real Time ready RNA virus Master mix (Roche), segundo as recomendagdes do fabricante,
porém com modificagao, referente ao acréscimo de 0,6 mM de MgCl. na rea¢do. As amostras de
RNA extraidas, foram quantificadas no equipamento Qubit (Qiagen) e as concentragdes
ajustadas para 1 ng/pL. Utilizou-se 5 pL da dilui¢do da amostra, para um volume final de reagdo
de 25 L, realizadas em triplicata. O equipamento utilizado foi o Rotor Gene (Qiagen), com as
seguintes condigdes de reacdo: 50°C, 8’e 95°C, 30°’; seguido de 40 ciclos de 95°C, 30°’; 60°C,
1’. Os controles positivos e 0s plasmideos para a curva de quantificacdo absoluta da reacéo
foram obtidos conforme descrito no Anexo 4.
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Tabela 3 - Iniciadores utilizados na PCR em tempo real para regido gag do EIAV

GENE '”('SC,"'"_d;’,r)es Amplicon  REFERENCIA

F GGA GCC TTA AAA GGA GGG CCA CTA
gag AAA
R TTGTTGTGC TGACTC TTC TGT TGT
ATC GGG
FAM ACG GGA AGC AAG GGG CTC AAG
GGA GGC C BHO-1

227 Cook et al., 2002

sonda

RNA:s sintéticos de EIAV produzidos foram utilizados como controle positivo de todas
as qRT-PCR para quantificacdo viral. As curvas padrdes da reagdo foram todas feitas com
diluicBes seriadas na base 10, partindo de 10 até 10°, do plasmidio linearizado pGEM-gag
520, que estava na concentracgdo inicial de 10 ng/uL, estimada no equipamento Qubit (Thermo
Fischer Scientific). Para determinacdo das eficiéncias da gRT-PCR, como também para permitir
a quantificagdo absoluta do numero de copias de RNA do EIAV em cada amostra de
sobrenadante de cultivo de ED infectada com EIAVwvo (item 3.2.1), PBMC de cavalos e
jumentos infectados com EIAVwyo (item 3.2.2), como também em macréfagos infectados com
ElAV .1 € EIAV k3 (item 324)

3.2.6 Nested PCR

A presenca do genoma do EIAV através do cDNA obtido de RNA celular total de
PBMC e DNA total de pellets celulares de macrofagos foi verificada através da Nested PCR
para o gene viral conservado gag, conforme descrito por Oaks e colaboradores (1998). Na
primeira reagdo, utilizou-se 2 uL de cDNA ou DNA, em uma mistura de reacdo de volume final
de 25 pL, contendo 0.02 Ul de Go Taq Flexi DNA polimerase (Promega), 1.5 mM MgCl;, 0.2
pumol/L de cada primer (Tabela 4) e 2 mmol/L de cada dNTP. A amostra da segunda reacdo foi
o volume de 1 pL da primeira reagdo. As condi¢des de temperatura, tanto do primeiro estagio da
PCR, quanto da nested foram idénticas, seguindo a as condi¢Ges de temperatura e tempo: a
94°C; 3’; seguido de 35 ciclos de 94°C, 30°’; 56°C, 30°’; 72°C, 30°’; 72°C, 7°. Os amplicons da
segunda reagdo foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 1,5 %.

Tabela 4 — Iniciadores utilizados na Nested PCR para regido gag do EIAV

Iniciadores

GENE (53 Amplicon ~ REFERENCIA
Gag F CCATTG CTG GAA GAT GTAAC 282
12 reacio R TGC GTT CTG AAT AGT CAG TG Oaks et al.. 1998
Gag F GGC TGG AAA CAG AAATTT TA 127 ”
22 reacio R TAGGTT TTC CAATCATCACT

3.2.7 Andlise estatistica

A expressdo de mRNA de cada citocina foi normalizada pela transformacgdo em log2,
antes das analises estatisticas (os dados ndo possuiam distribuicdo normal). Os dados
transformados foram analisados usando o modelo de efeito misto (Mixed Effects), conforme
realizado por Lim et al. (2005) e Covaleda et al. (2010). Nesta analise, o efeito do animal foi
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considerado aleatério. As variaces dos dados transformados, em relacdo ao controle de célula,
correspondem a variagao da resposta. Além disso, foram realizadas comparagdes das médias dos
dados de EIAV versus cultura de célula sem infeccdo e LPS versus cultura de célula por teste de
Tukey, para determinar as diferencas que ocorreram nos tratamentos em cada tempo de
infecgdo. Os dados foram analisados pelo programa SAS/STAT Versdo 8 (1999) e SISVAR,
Versdo 5.0, (UFLA, Lavras, 2007). Os resultados foram considerados significativamente
diferentes quando p<0,05.

Todos os gréficos foram gerados no programa GraphPad Prism Software, versdo 5.0
(Informer Technologies, Inc.).
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3.2.8 Resumo do material e métodos em fluxogramas

3.2.8.1 Producéo de estoque de EIAV, estirpe Wyoming (EIAVwyo)

Descongelamento
Cé¢lulas Derme Equina
EIAV o (ATCC)

1

Coleta de sobrenadantes
do cultivo apos
trés passagens celulares

1

Extracao RNA viral

1

qRT-PCR
para EIAV
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3.2.8.2 Efeito da infecgéo pelo EIAVwyo em PBMC de cavalos e jumentos

Coleta de
sangue

1

Separagdo
PBMC

l

Implantagio
2 x 10° células/pogo

l

Estimulo com

EIAVgvo
Coleta de Coleta de
sobrenadantes peletes celulares
24 e 96 hpi 24 e 96 hpi

1 l

Extracdo RNA viral Extragao RNA total

l 1 Nested PCR para
qRT-PCR Transcri¢io EIAV
para EIAV Reversa
PCR em tempo

real para citocinas




3.2.8.3 Producéo de
(EIAV4s-1)

estoques de EIAV estirpe UK3 (EIAVuks) e estirpe 44-1

DNAs plasmidiais de
EIAVg; e EIAV,, |

Transfeccio células de
Derme Equina

1

Coleta de sobrenadantes
do cultivo a partir de 21 dias
pos-transfeccio

1

Verificacio da eficiéncia das
transfeccgoes por
PCR em tempo real

1

Pool de
sobrenadantes positivos

N

qRT-PCR Titulagdo
para EIAV (TCIDs5)
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3.2.8.4 Efeito da infeccdo de macrdfagos de jumentos pelas estirpes virais EIAV uks

e EIAVa1

Coleta de
sangue

1

Separacdo
PBMC

l

Diferencia¢do em
macrofagos

l

Infecgdo com
EIAV ks e EIAV,,

O\

Coleta de Extracdo RNA total
sobrenadantes dos macrotagos
TOaT7 dpi 1,2,12 e 24 hpi
Extragdo RNA viral Transcricao Reversa
gRT-PCR PCR em tempo real
para EIAV para citocinas
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Células de Derme Equina Persistentemente Infectadas com EIAVwyo

A estirpe altamente patogénica EIAVwyo, foi propagada durante trés passagens de
células de derme equina persistentemente infectadas por esse virus (ATCC CL-57). O nimero
de copias de RNA viral do pool do estoque de EIAVwyo foi de 6 x 10° copias de RNA/mL de
sobrenadante de cultivo, determinado por One Step gRT-PCR em tempo real.

3.4.2 Efeito da infecgdo pelo EIAVwyo em PBMC de cavalos e jumentos

3.4.2.1 Avaliacéo da replicacéo viral

PBMC de trés cavalos e trés jumentos foram infectados com 6 x 102 copias de RNA do
EIAVwyo por pogo. Pesquisou-se RNA viral nas células em cultura por Nested PCR. Conforme
demonstrado na Tabela 5, foi detectado RNA do EIAV nos PBMC dos trés jumentos, sendo que
dois foram positivos 24 hpi (J1 e J3) e um foi positivo apenas 96 hpi (J2). Para os cavalos, dois
foram positivos 24 hpi (C1 e C3). N&o foi detectado material genético do EIAV no RNA total
extraido dos PBMC do cavalo 2 (C2), nos tempos 24 e 96 hpi. As fotos dos géis de agarose 1,5
% dos resultados resumidos na Tabela 5 estdo no Anexo 6.

Tabela 5 — Pesquisa de RNA do EIAV em PBMC de cavalos e jumentos 24 e 96 hpi

Cultivo de PBMC RNA EIAV em PBMC

24 hpi 96 hpi
Cavalo 1 + NR
Cavalo 2 ND ND
Cavalo 3 + NR
Jumento 1 + NR
Jumento 2 ND +
Jumento 3 + NR

(+) indica detec¢do do RNA do EIAV; ND: ndo detectado; NR: ndo realizado

Adicionalmente, o monitoramento da replicacdo viral do EIAVwyo nos cultivos
de PBMC dos cavalos e dos jumentos foi realizado através da quantificacdo da carga
viral nos sobrenadantes dos cultivos por One Step qRT-PCR em tempo real para o
EIAV, 24 e 96 hpi. Como demonstrado na Figura 1, 0 EIAVwyo se replicou em ambos
cultivos de PBMC de cavalos e jumentos ao ser detectado em sobrenadantes dos
cultivos de todos os animais utilizados. Ao considerar que a quantidade de virus
inoculado foi de aproximadamente 6 x 102 copias de RNA de EIAV por mililitro de
sobrenadante, 0 EIAVwyo aumentou sua carga viral em 10 vezes no cultivo de PBMC
equino, 96 hpi (5,38 x 10% copias/mL). No PBMC de jumentos, a carga viral no
sobrenadante celular aumentou aproximadamente 45 vezes (2,79 x 10* copias de
RNA/mL).
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Infeccdo PBMC de cavalos Infeccdo PBMC de jumentos
com EIAV\yo com EIAV\yyo

106+
106+

105+
1054
1044

10%4

de sobrenadante
n° cépias RNA EIAV yyo/mL
de sobrenadante

1024

n° cépias RNA EIAV yyo/mL

1014

24 hpi 96hpi 24 hpi 96hp

horas horas
pés-infecgdo pés-infecgéo

Figura 1: Avaliacdo da replicacdo do EIAVwyo a partir da analise do sobrenadante de cultivo de PBMC
de cavalos e jumentos por qRT-PCR para EIAV.

3.4.2.2 Anélise da expressao de citocinas em PBMC de cavalos e jumentos

O estudo da resposta de PBMC (linfocitos e mondcitos) ao estimulo/infec¢do com
EIAV, estirpe Wyoming (EIAVwyo), foi realizado para avaliar a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias importantes na patogénese da AIE (TNF-a, IL-1a e IL-6), como também citocinas
anti-inflamatéria (IL-10) e anti-viral (IFN-B), em comparagdo com o controle de células (CC),
onde foi adicionado apenas meio de cultivo. Como demonstrado na Figura 2, foi possivel
verificar que ocorreu variagcdo na expressao das citocinas avaliadas ap6s estimulo/infeccdo com
0 EIAVwyo. Os gréficos sdo as representagdes das medias transformadas em log2, obtidas do
perfil da expressdo de mRNA das citocinas pré-inflamatérias TNF-o, IL-1a, IL-6, IL-10 e IFN-
B nos tempos de 24 h e 96 h pdés-infeccdo, nos PBMC dos trés cavalos e trés jumentos que
foram utilizados nesse experimento.

Mesmo que diferencas significativas ndo tenham sido observadas, devido a limitagdo do
numero de animais utilizados como doadores no estudo, nota-se uma tendéncia de os jumentos
apresentarem maior expressdo de IL-1a e IL-6 24 hpi com EIAVwyo em relagdo aos cavalos
(Figura 2B e 2C). Todavia, observou-se tendéncia da expressdo de TNF-o ser menor em
jumentos do que cavalos, 24 hpi com EIAVwvo (Figura 2A). No tempo de 96 hpi com
EIAVwvo, nota-se tendéncia dos cavalos em diminuir a expressdo tanto de TNF-a, quanto de
IL-10, comparada aos jumentos (Figura 2A e 2B), exceto a citocina IL-6, que apresentou
aumento em relag&o aos jumentos neste tempo de infeccdo (Figura C).

Nesse estudo, apds a andlise qualitativa do gréafico de IL-10, cavalos e jumentos
apresentaram o mesmo perfil de expressdo dessa citocina anti-inflamatéria apds
estimulo/infecgdo com EIAVwyo nos tempos observados (Figura 2D). A mesma tendéncia de
semelhanca foi observada para a expressdo da citocina anti-viral IFN-B 24 hpi com EIAVwyo,
embora tenha sido possivel observar que os cavalos expressaram mais interferon do que os
jumentos 96 hpi (Figura 2 E).
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O LPS foi utilizado como controle positivo de inducdo de resposta imune. Este indutor
estimulou a expressdo das citocinas IL-1a e IL-6 dos cavalos e dos jumentos 24 h e 96 h ap6s o
estimulo (Figura 2B e 2C), como também estimulou TNF-o 24 hpi e IL-10 96 hpi somente para
a espécie equina.
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Figura 2: Representacao grafica da expressdao média de mRNA de citocinas em PBMC provenientes de trés cavalos e
trés jumentos, infectados com EIAVwyo, tratados com LPS ou meio de cultivo (controle de células). O eixo x
representa o tempo pds-infeccdo (24 e 96 hpi) e o eixo y indica expressoes relativas do mRNA (log2) das citocinas
TNF-a (A), IL-1 o (B), IL-6 (C), IL-10 (D) e IFN-B (E) em relacéo a expressdo de mRNA de GAPDH, através de

GPCR.
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3.4.3 Producao de estoques de EIAV estirpe UK3 (EIAVuks) e estirpe 44-1
(EIAV4s-1)

3.4.3.1 Transfeccdo de células ED com clones moleculares do EIAV

Para avaliar se as transfeccdes dos DNAs plasmidiais de EIAVuks e EIAVas1
foram capazes de produzir virus nas células ED, pesquisou-se 0 RNA viral atraves de
PCR em tempo Real para EIAV em aliquotas dos sobrenadantes de cada passagem
celular, coletadas semanalmente, a partir de trés semanas apés a transfeccdo. Foi
possivel detectar a presenca de ambos 0s virus nos sobrenadantes apds o 23° dia do
procedimento, até a Gltima passagem celular antes da finalizacdo do experimento, que se
deu 70 dias ap0s a transfeccdo (Tabela 6).

Tabela 6 — PCR em tempo Real para deteccdo de EIAV (CT) em sobrenadantes de cultivos de
ED transfectados com clones plasmidias de EIAV 4.1 € EIAVyks

CT
Dias pos-transfec¢édo PCR em tempo Real para EIAV
EIAV 441 EIAVuks
23 31,8 NR
29 29,2 27,6
35 28,1 27,3
42 26,8 28,5
49 26,0 28,4
56 26,3 28,9
63 29,1 26,4
70 24,8 29,7

NR: néo realizado

3.4.3.2 Titulagdo viral (TCIDso)
Com a confirmacéo da presenca do RNA do EIAV apés as tranfecgdes, preparou-se um

pool dos sobrenadantes e procedeu-se a titulag&o viral de cada estoque. O titulo do EIAV .1 foi
de 104’8 TC|D50/mL edo EIAV k3 de 104’3 TC|D50/mL,
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3.4.4 Efeito da infeccdo de macrofagos de jumentos pelas estirpes virais EIAVukse
EIAV4-1

Na primeira etapa desse estudo, PBMC’s de quatro jumentos doadores foram incubados
em frascos de Teflon, para selecdo inicial de células aderentes que, majoritariamente, sdo
compostas por mondcitos. Por conseguinte, as células eluidas foram implantadas em placas e
incubadas durante um tempo adicional de 60 h para permitir a diferenciacdo dos mondcitos em
macrofagos. Ao final da incubacéo, as células aderentes estavam prontas para os procedimentos
de infeccdes virais (Figura 2 A). As infeccOes virais foram feitas com o indculo de 1 x 10°
TCIDso de EIAV 441 0u EIAVuks (MOI 0,01), com incubagdo por outros sete dias apos infeccéo,
para avaliar os perfis de replicacdo das duas estirpes nos sobrenadantes dos cultivos de
mondcitos/macrofagos de jumentos utilizando gRT-PCR, para EIAV. Na Figura 2C e 2D, estdo
as imagens de mondcitos/macréfagos de jumentos um dia pos-infeccdo com EIAVas1 e
EIAVuks, respectivamente. Foi observada diminuicdo da quantidade de células nos pogos
infectados com a amostra ndo patogénica EIAV4.1 (Figura 2C), de forma mais perceptivel
naqueles pocos com células infectadas com a amostra patogénica EIAVuks (Figura 2D), ambas
as observagdes em relacdo ao controle de células, do qual foi adicionado apenas meio de cultura
(Figura 2B). No tempo sete dias p6s-infeccdo, observou-se efeito citopatico na maior parte das
células dos pocos infectados por ambas as estirpes de EIAV (dados ndo demonstrados).
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Figura 3: Cultivo de mondcitos/macréfagos aderentes de jumentos (Aumento 200X). A: células
aderentes ap6s 60 h de incubacdo, imediatamente apds procedimento de lavagem de monocamada celular.
As imagens de B, C, e D foram obtidas um dia apds os procedimentos de infecgdo viral. B: controle de
células (CC), onde foi adicionado somente meio de cultivo; C: células infectadas com EIAVa4.1; D:
células infectadas com EIAV yka.

Para o estudo da replicacdo viral do EIAVi: e EIAVuks nos cultivos de
mondcitos/macréfagos de jumentos, realizou-se a quantificacdo da carga viral nos
sobrenadantes pela One Step gRT-PCR em tempo real para o EIAV nos tempos zero, dois,
quatro, seis e sete dias pds-infeccdo. A figura 4 representa a média da quantificacdo do nimero
de cépias de RNA viral/mL de sobrenadante entre quatro experimentos independentes, em cada
tempo pds-infeccdo. Foi utilizada uma MOI de 0,01 para infeccdo (correspondente a 1 x 10°
TCIDso em 100 pL), o que correspondeu a 1,08 x 10° nimero de cépias do EIAV44; € 8,1 x 10°
nimero de copias do EIAVuks/mL quando avaliados os in6culos virais por gRT-PCR. Apds a
etapa de adsorc¢do viral, procedeu-se a lavagem da monocada celular, 1x com meio de cultivo,
porém, pelos resultados, nota-se que no tempo zero (logo apo6s a adsorcéo e lavagem) o virus
inoculado ndo foi totalmente removido com esse procedimento (Figura 4A e 4B). De uma forma
geral, as duas estirpes mantiveram a carga viral estavel ao longo do periodo de incubacgdo de
sete dias, permanecendo com quantidade de virus na escala de 10° cépias de RNA de EIAV44.1 €
de 10° copias de RNA de EIAV uks.
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Figura 4: Avaliacdo da replicacdo do EIAV.4.1 (A) e EIAV ks (B) a partir da anélise dos sobrenadantes
dos cultivos de macréfagos de jumentos no periodo de sete dias de infecgdo, através por gRT-PCR para
EIAV

Foi detectado DNA proviral de EIAV nas amostras de DNA de macrdfagos de jumentos
testadas um e dois dias p6s infeccdo com EIAV41 € EIAVuks (Tabela 5). No caso de infecgdes
com o virus 44-1, ndo foi possivel detectar DNA no tempo zero de infeccdo. No entanto, para as
infeccGes dos macrofagos dos jumentos com o EIAVuks, 0 DNA viral foi detectado no tempo
zero pos-infecgdo (Anexo 8).
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Tabela 7 — Pesquisa de DNA proviral do EIAV em mondcitos/macréfagos de jumentos um e dois dpi por
Nested PCR

DNA proviral do EIAV

Cultivo de macrc')fago EIAV 441 EIAV k3

1 dpi 2 dpi 1 dpi 2 dpi
Jumento 1 + + + +
Jumento 2 + + + +
Jumento 3 + + + +
Jumento 4 NR + NR +

(+) indica deteccdo do DNA proviral do EIAV; NR: ndo realizado

A infeccdo de mondcitos/macréfagos de jumentos com EIAVa1 e EIAVuks foi
realizada para avaliar a expresséo de citocinas pro-inflamatorias, TNF-a, IL-10, IL-6 € TGF-B,
durante o periodo de 24 hpi, em comparagdo ao controle de células, onde foi adicionado apenas
meio de cultivo. Os resultados demonstrados na Figura 5 mostram que ocorreram varia¢fes na
expressdo das citocinas avaliadas apos a infec¢do com as duas estirpes de EIAV. Os graficos séo
as representacdes das médias transformadas em log2, obtidas do perfil da expressdo de mMRNA
das citocinas TNF-a, IL-10, IL-6 € TGF-B nos tempos uma, duas 12 e 24 horas pés-infeccéo,
dos macréfagos derivados de mondcitos de sangue periférico dos quatro jumentos que foram
utilizados como doadores nesse experimento, sendo que dois animais foram avaliados duas
vezes.

Os resultados demonstraram que ambos 0s virus, apesar do fato de possuirem
patogenicidades diferentes, ndo alteraram de forma significativa (p<0,05) a expressdo dessas
citocinas, nas condigdes do experimento, em compara¢do com 0s respectivos controles de
células (CC).

LPS, previamente sonicado, foi utilizado como controle positivo para estimular a
resposta imune. Nestas condigdes, notou-se aumento significativo na expressao de TNF-o e IL-
la nos tempos de 1 h, 2 h e 24 h de estimulo em relacdo ao controle (Figura 5A e 5B). A
expressao de IL-6 aumentou significativamente nos tempos de 2 h e 24 h po6s-estimulo com
LPS. Contudo, ndo foi observado aumento significativo da expressdo das citocinas TNF-a, IL-
loo e IL-6 12 h ap6s o mesmo estimulo com LPS. Em relagdo a citocina TGF-B, pode-se
observar tendéncia de aumentar a expressao nos tempos de 1 h e 24 h de estimulo com LPS,
qguando comparado ao CC, enquanto nos tempos de 2 h e 12 h observou-se tendéncia a
diminuicdo no perfil de expressdo dessa citocina em resposta ao mesmo estimulo (Figura 5D).
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Figura 5: Representacgo grafica da expressdo de mRNA de citocinas pré-inflamatdrias em macréfagos de jumentos
infectados com EIAV44.1 € EIAVuks, como também estimulados com LPS ou meio de cultivo (controle de células -
CC). O eixo x representa o tempo pos-infecgdo (1, 2, 12 e 24 hpi) e o eixo y indica expressdes relativas do mRNA
(log2) das citocinas TNF-a (A), IL-1a (B), IL-6 (C) e TGF-p (D) em relagdo a expressio de mRNA de B-GUS,
através de qPCR (Tagman). * indica que houve diferenca significativa (p < 0.05) do estimulo com LPS ou com os
virus 44-1 e UK3, comparado ao CC.
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3.5 DISCUSSAO

As caracteristicas biologicas das lentiviroses e as interacfes entre 0s virus e seus
hospedeiros, estdo em constante estudo por diversos grupos de pesquisa com objetivo de
aprimorar 0s conhecimentos sobre a patogenicidade e imunogenicidade causadas por esses
patégenos (VandeWoude, et al., 2010; Lin, et al. 2011; Ma et al., 2013; Sang 2014; Liu et al.,
2016). Muitos trabalhos tém relacionado as infecgbes pelos lentivirus HIV, FIV e SIV com
desregulacdo da express@o de citocinas e quimiocinas e modulacdo da replicacdo viral, como
também com a progressdo de doenca em seus hospedeiros (Kedzierska et al. 2001; Kamat et al.
2010; Genesca, et al., 2012; Worsley et al., 2010). O EIAV é capaz de induzir expressao de
diversas citocinas, das quais aumento sérico de TNF-a, TGF-B, IL-1a ¢ IL-6 foram associadas
com sinais clinicos tipicos da AIE, na fase aguda da doenca, em péneis in vivo, e variacfes na
expressao de citocinas e quimiocinas ocorreram em macréfagos de cavalos derivados de PBMC,
in vitro, apos infecges com diferentes amostras do EIAV (Torniquist et al., 1997, Sellon, 1998,
Lim et al., 2005, Lin et al., 2011 Ma et al., 2014; Q. Liu. et al, 2016). A maioria dos estudos in
vivo e in vitro com o EIAV, foram conduzidos em cavalos/p6neis ou em células derivadas de
cavalos (Equus caballus). Dessa forma, pouco se sabe sobre a infec¢do por esse virus nos
jumentos, hospedeiros naturais do EIAV, embora ndo tenham apresentado sinais clinicos da
AIE apos infecgBes experimentais com amostras patogénicas (Cook et al., 2001). Devido a
escassez de informacdes acerca da patogénese da AIE em jumentos, o intuito desse trabalho foi
principalmente avaliar a alteragBes na expressdo génica de citocinas pro-inflamatérias nas
principais células alvo da infecgdo pelo EIAV in vitro que sdo os macrofagos, tais como TNF-a,
IL-6 e IL-1a, secretadas apds infeccdo dessas células por estirpes do EIAV de diferentes
patogenicidades, e correlacionar com os achados prévios in vivo.

Os estudos iniciais do presente trabalho, referente ao estimulo de PBMC de cavalos e
jumentos, com amostra altamente patogénica de EIAVwvo, demonstraram que ocorreram
variagdes nas expressdes das citocinas avaliadas. Os jumentos apresentaram tendéncia em
aumentar expresséo da citocina pré-inflamatéria IL-1a, no tempo de 24 hpi, tendéncia que ndo
foi mantida 96 hpi, apesar da confirmacéo de que o EIAVwyo atuou ndo sé como estimulo das
células em cultivo, mas também foi capaz de se replicar nas células dos jumentos, através da
deteccgdo de transcritos virais no sobrenadante do cultivo e no RNA total celular. A IL-1a é uma
citocina que, geralmente, atua na resposta inflamatoria potencializando os efeitos sobre
proliferacdo, diferenciacdo e ativacdo de outras células do sistema imune (Akdis et al., 2011).

De acordo com 0s nossos resultados, os cavalos mostraram a tendéncia mais notavel de
aumentar a expressao da citocina pré-inflamatéria IL-6 96 hpi com EIAVwyo. Assim como foi
observado em nosso trabalho, o aumento de IL-6 ja foi demonstrado em infeccdes in vitro de
macrofagos de cavalos com amostras patogénicas do EIAV, EIAVwsus € EIAV17 (Swardson et
al., 1997; Lim et al., 2005). A IL-6 é uma citocina multifuncional, envolvida na regulacéo de
resposta imune, resposta de fase aguda, hematopoiese e inflamacdo (Murphy et al., 2010; Akdis
et al., 2011). Em 1998, Sellon demonstrou que niveis séricos de IL-6 aumentam em infecgdes in
vivo de cavalos com EIAVwyo, sendo essa citocina importante para a patogénese da AIE, uma
vez que seu aumento estd muito relacionado ao surgimento de trombocitopenia e febre
(Tornquist e Crawford, 1997; Tornquist, et al., 1997). Como resultado da analise de pesquisa de
transcritos virais nos cultivos de PBMC dos cavalos e jumentos, pode-se notar que apenas um
cultivo de células equinas provavelmente ndo se infectou pelo EIAVwyo nos tempos avaliados.
Dessa forma, considerou-se que o virus atuou apenas como estimulo nestas células em cultivo.
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A citocina TNF-o, que possui papel relevante na patogénese da AIE, ao ser avaliada em
nosso estudo de estimulo de PBMC de cavalos e jumentos com EIAVwyo, demonstrou tendéncia
de ser mais expressa pelas células dos cavalos em comparacdo com as células dos jumentos 24
hpi, enguanto que 96 hpi, o perfil de reducdo da expressdo dessa citocina foi semelhante para
ambas as espécies. TNF-o € uma citocina moduladora de resposta inflamatéria local e sistémica,
com expressdo precoce apos os estimulos e conhecida como citocina de fase aguda (Murphy et
al., 2008). Elevados niveis séricos de TNF-o foram positivamente correlacionados com viremia
e severidade dos sinais clinicos na fase aguda da AIE em cavalos e poneis (Costa et al, 1997).
Os seus efeitos, associados aos efeitos de IL-1, podem ativar macréfagos e neutréfilos,
aumentando, dessa forma, a fagocitose de eritrdcitos sensibilizados por componentes do sistema
do complemento. Ainda nestas condi¢cbes, TNF-o pode contribuir para a supressdo da
eritropoiese pela desregulagdo da eritropoietina e do metabolismo do ferro (Felli, et al; 2005;
Reis e Cook, 2014).

Foi observado que a citocina antiviral IFN-B apresentou maior tendéncia de ser expressa
no PBMC dos cavalos em relacdo aos jumentos desse estudo no tempo de 96 h ap6s estimulo
com EIAVwyo. Os transcritos de IFN-f sdo decorrentes da via de sinalizagdo desencadeada apds
estimulo ou ocorréncia de infecgGes virais (Kawai e Akira, 2010; Ma et al., 2013). A ativagdo
do receptor semelhante a toll 3 (TLR3) nas células do hospedeiro leva a producéo de IFN-a/B/d
e outros fatores antivirais importantes no controle das infec¢es virais (Altfeld e Gale Jr., 2015).
Além disso, ja foi demonstrado que algumas estirpes do EIAV foram capazes de ativar TLR3
com consequente aumento da producdo de IFN-B em estudos de infec¢des de macrofagos
derivados de mondcitos de sangue periférico in vitro (Ma et al., 2013; Sang et al., 2014; Ma et
al. 2014).

Foi observado em nosso estudo o mesmo perfil de expressdo da citocina anti-
inflamatoria 1L-10, para cavalos e jumentos, de forma aparentemente reduzida. A acdo anti-
inflamatdria de IL-10 ocorre pela modulagdo da expressao de outras citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas, receptores de quimiocinas, como também pela regulagdo da acéo de linfocitos T e
diferenciagdo de linfdcitos B (Akdis et al., 2011). No trabalho de Covaleda e colaboradores
(2010), a expressdo de IL-10 também se apresentou reduzida apOs infecgdo com amostra
patogénica do EIAV, em relagdo aos controles de células, sendo atribuida a infeccdo in vitro
pelo EIAV, somente a inducdo de resposta pro-inflamatdria nos tempos avaliados.

Em resumo, nas infeccbes de PBMC de cavalos e jumentos, as citocinas TNF-a (24
hpi), IL-6 e IFN-B (96 hpi) apresentaram maior expressédo em relagcdo aos PBMCs de jumentos,
sugerindo que os cavalos sofrem maior alteracdo na expressdo génica das citocinas analisadas
nesse estudo em resposta a infeccéo pelo EIAVwyo do que os asininos.

Novos experimentos de infecgdes in vitro foram realizados para avaliar a cinética de
expressdo das citocinas pré-inflamatérias em macréfagos de jumentos, o principal alvo do
EIAV, conforme mencionado anteriormente, com o intuito de confrontar os dados obtidos nos
nossos estudos iniciais de estimulo de PBMC de cavalos e jumentos com EIAVwyo € 0s dados
da literatura. No entanto, foram utilizados clones do EIAV cujas patogenicidades eram
conhecidas (Payne et al, Cook et al., 1998, Cook et al., 2003), macrdéfagos derivados de
mondcitos de jumentos (Maury et al.; 1994; Maury, 1998 a; Raab et al., 1998; Ma et al., 2014;)
e tempos mais curtos de infeccdo. (Lim et al., 2005; Lin et al., 2011). Foi demonstrado que ndo
ocorreram expressoes significativas das citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL-1a, IL-6 e TGF-f
nos macréfagos de jumentos estimulados durante os periodos de uma, duas, 12 e 24 horas com a
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amostra EIAVuks, patogénico e a amostra EIAVa4.1, ndo patogénico. No entanto, ja foram
demonstradas varia¢cBes nas citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-lo, IL-1pB,
expressas precocemente, entre os tempos de 30 minutos e duas horas, apoOs infeccBes de
macrofagos de equinos com amostras virulentas do EIAV (Lim et al., 2005; Lin et al., 2011). Na
andlise de replicacgdo viral, constatou-se pequena variagdo na contagem do nimero de cépias de
RNA/mL de sobrenadante, nos tempos avaliados, no periodo de sete dias de infeccdo dos
macrofagos de jumentos, embora tenha sido detectado DNA proviral 24 hpi com ambas as
estirpes EIAV4s.1 € EIAVuks nas células infectadas. No nosso estudo inicial de infecgBes de
PBMC, tanto as células dos cavalos quanto as células dos jumentos que se infectaram com o
EIAVwvo, apresentaram replicacdo viral aparentemente semelhante. A mesma observacdo foi
feita por Cook et al. (2001), em seu trabalho de infec¢cBes experimentais de jumentos com
EIAV, ao demonstrar que o EIAVpy infectou e se multiplicou de maneira muito semelhante em
macrofagos de jumentos e cavalos apds infecges in vitro.

Uma das hipoteses para explicar o fato das expressdes das citocinas avaliadas nos
macrofagos dos jumentos terem sido consideradas iguais entre si e iguais ao controle de células,
apos desafios com os clones do EIAV, pode ser atribuida a quantidade de virus utilizada nos
estimulos (MOI 0,01). Em nosso estudo in6culos virais utilizados foram baseados na referéncia
de Ma e colaboradores (2014) que, ndo somente utilizaram o EIAV yks em seus experimentos de
infeccdo de macrofagos equinos para avaliagdo da expressdo de TLR3 e IFN-B nas células
previamente infectadas com estirpe atenuada EIAVrppvis, mas também utilizaram o mesmo kit
comercial de determinacdo de atividade de RT na titulagdo (TCIDso) das estirpes virais
avaliadas. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a influéncia da quantidade de virus
inoculada na indugdo da expresséo de citocinas pelos macrofagos dos jumentos. Para testar essa
hip6tese, devem ser utilizadas outras multiplicidades de infeccdo (por exemplo, 0,1 e 1) e as
expressdes das citocinas novamente avaliadas.

Nos nossos experimentos, o LPS foi incluido como controle positivo de estimulo das
células em cultivo. As diferencas observadas quando comparadas a expressao de mRNA das
citocinas pro-inflamatorias de PBMC de cavalos e jumentos com a dos macréfagos de jumentos,
apos estimulo por LPS, possivelmente foi decorrente do processo de sonicacdo prévia as
inoculacOes, que ocorreu apenas no experimento realizado com macréfagos. Este procedimento
facilita o contato desta molécula com os receptores celulares que ativam a resposta imune.

A modulacédo das expressdes das citocinas relacionadas a patogénese das infeccdes pelo
EIAV, como também em outras lentiviroses, apesar do fato de amplamente estudadas nos
altimos anos, possuem diversas limitagcGes. Essas limitagOes se referem as variagGes das
condi¢Oes experimentais, principalmente relativas ao preparo e maturagdo das células que sdo
infectadas, neste caso mondcitos/macréfagos; variac@es individuais (animal) dos doadores das
células leucocitérias; a utilizacdo de diferentes estirpes virais em cada infec¢do; a determinacgdo
de quantidades equivalentes de virus que estdo sendo adicionados e, por Gltimo, a determinacgao
de infectividade de todas as células em cultivo, apés adicdo dos in6culos virais (Lin, et al. 2011;
Ma et al., 2013; Ma et al., 2014; Liu et al., 2016). Todas essas limitacbes devem ser levadas em
consideracdo ao realizar as comparagfes entre os resultados obtidos nesse estudo com outros
resultados de trabalhos realizados in vitro. Apesar disso, pesquisas de patogénese viral trazem
informagBes que podem contribuir no entendimento de caracteristicas da reposta imune de
diferentes hospedeiros e viruléncia de algumas estirpes virais.
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Os nossos resultados de expressdo de citocinas nas células dos jumentos apds infeccdes in
vitro com diferentes estirpes do EIAV sugerem que a auséncia de manifestacdo clinica da AIE
nessa espécie (reducdo na contagem de plaquetas, febre e viremia) nas infec¢BGes experimentais
in vivo (Cook et al., 2001) provavelmente estdo associadas a menor desregulacdo de citocinas
pelos macréfagos dos jumentos. No entanto, outro fatores que afetam a resposta imune podem
estar associados a maior resisténcia dessa espécie ao EIAV, como por exemplo, atividade do
CTL (Mc Guire et al., 2004; Tagmyer et al., 2007), modulagdo da resposta imune pelos
linfocitos (Zhang et al; 2007), expressdo de genes de Fatores de Restricdo Retrovial (FRR)
(Zielonka et al., 2009; Zheng et al., 2012; Cook et al., 2013; Simon et al., 2015) e expressdo de
isoformas do receptor do EIAV ELR-1 (Lin et al.; 2013, Ma et al.; 2014) que ainda ndo foram
avaliados.

Diferencgas evolucionarias entre os jumentos e os cavalos podem estar relacionadas as
diferencas nas respostas imunes e aparecimento de sinais clinicos de ambos apo6s infeccéo pelo
EIAV, mesmo que as duas espécies sejam suscetiveis a infeccdo. Estima-se que o Ultimo
ancestral comum entre a espécie Eqqus asinus e a espécie Eqqus caballus viveu ha 4 — 4,5
milhGes de anos atrds (Orlando et al., 2013; Vilstrup et al.; 2013). Ndo se conhece até o
momento se tanto genes de FRR quanto o gene do receptor ELR-1 podem ser mais ativos ou
expressos em asininos. Exceto a teterina, um dos FRR recém descobertos, e que foi investigada
em cavalos e jumentos, demonstrando que ambas possuem agdo semelhante anti-EIAV (Yin et
al., 2014 a e h). Os PBMCs de equinos expressam cinco tipos de genes A3, da familia de
proteinas com atividades antirretrovirais, APOBEC3, contudo, investigacdes adicionais sdo
necessarias para determinar se 0s genes ativos dessas proteinas sdo conservados em outras
espécies do género Eqqus (Zielonka et al., 2009). TRIM-a, diferentemente de outros FRR,
normalmente nao inibe retrovirus isolado a partir das mesmas espécies hospedeiras (Nisole et
al., 2004). Por exemplo, TRIM-a de humano possui pouca atividade contra HIV-1, mas inibe
fortemente EIAV e N-MLV; TRIM-a de macacos Rhesus ndo inibe estirpes de SIV adaptadas
em macacos, mas inibe outras estirpes de SIV (Zheng et al., 2012). Para os equideos, ndo se
sabe até o momento se 0 EIAV € inerentemente resistente a essa proteina ou se 0 gene é
totalmente funcional (Cook et al., 2013), nem se h& diferencas na expressdo desse gene entre as
espécies de equideos. Outros estudos com lentiviroses, ja determinaram que gatos domésticos
sdo suscetiveis a infeccdo por FIV originarios de pumas e ledes, entretanto, apesar do virus
demonstrar replicacdo no inicio das infecgdes, a viremia € controlada e se torna indetectavel na
maioria dos animais (WoudeVande, et al., 2010). J& foi evidenciado que diferentes espécies de
macacos, originarios da China e da India, apresentam sinais clinicos e progressio de doenca
com intensidades diferentes ap0s infeccGes com amostra patogénica de SIV (Tian, et al., 2015).
Um trabalho recente demonstrou que em infeccGes de duas espécies de macacos por SIV (Sooty
Mangabeys e Macacos Rhesus), houve menor replicacdo viral nos macréfagos dos primeiros
devido a maior expressdo de FRR pelas células infectadas (Mir et al., 2015).

O receptor ELR-1 € o Unico receptor reconhecido até 0 momento, associado a entrada
do EIAV nas células alvo do hospedeiro (Zhang et al., 2005). A sua isorforma soltvel, ELR-IN,
identificada por Lin et al., (2013), inibiu a infeccdo de células alvo pelo EIAV em infeccBes in
vitro. Até o momento ndo se sabe se 0 papel dessa isoforma do receptor estd mais associado a
infectividade viral, ou a resposta do hospedeiro as infeccdes pelo EIAV. Trabalho subsequente
demonstrou que o ELR-IN contribuiu para o desenvolvimento de resisténcia de macréfagos
equinos, pré-infectados com estirpe vacinal adaptada, contra infec¢bes subsequentes com
EIAVuks, enquanto a estirpe patogénica ativou menos a expressdo dessa isoforma do receptor
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(Ma et al., 2014). Apesar disso, ha outros relatos de que a quantidade de ELR1 ligado a
membrana néo reduz a infecgdo por EIAV (Brindley, et al., 2008; Lin et al.; 2013).

3.6 CONCLUSOES

O presente trabalho foi o primeiro estudo que avaliou a expressao de citocinas em
infecgdes in vitro de PBMC e macrdfagos de jumentos com diferentes estirpes do EIAV,
incluindo clones virais bem caracterizados. Nossos resultados, analisados em conjunto,
corroboram com as observagdes de que os jumentos provavelmente ndo manifestam os sinais
clinicos da AIE devido ao fato de ndo apresentarem 0s mesmos mecanismos de patogénese até
0 momento reconhecidos para a espécie equina, caracterizados pela associa¢ao entre 0 aumento
de citocinas pré-inflamatdrias apés infeccdo com EIAV e o aparecimento de doenga, uma vez
que as células dos jumentos ndo apresentaram aumento na expressdo da maioria das citocinas
avaliadas, e os PBMC dos cavalos tenderam a ter um aumento em TNF-a, IL-6 e IFN-B. E
necessario aprofundar os estudos da resposta imune celular de jumentos ao EIAV, realizando
comparagdo com a resposta imune celular de equinos nas mesmas condi¢fes experimentais,
bem como pesquisar outros fatores relacionados ao hospedeiro, como por exemplo receptores
ELR e FRR, que podem contribuir para o aparecimento dos sinais clinicos da AIE e que ndo
estdo diretamente ligados a desregulacdo da expressdo de citocinas pelos macrofagos. Assim
como, estudos adicionais sdo necessarios para se avaliar, em maior profundidade, o papel da
cooperacdo entre as células do sistema imune inato e adaptativo na inducdo da resposta imune
dos jumentos as infeccdes pelo EIAV.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A AIE é uma importante doenca infecciosa que acomete 0s equideos, porém amplamente
estudada somente na espécie equina. Até os dias de hoje, apenas uma vacina foi utilizada na
China em larga escala, na década de 80. Esta vacina foi obtida a partir da passagem de estirpe
altamente patogénica em células de jumentos, porém os mecanismos de protecdo induzida por
essa vacina ainda estdo sendo investigados.

A maior parte dos inquéritos soroldgicos realizados até o momento, avaliaram a AIE em
populagdes de maioria equina. J& foi evidenciada dificuldades em se realizar o diagnéstico da
AIE em muares (burros e mulas) da Italia, e no nosso trabalho, pode-se verificar que o
diagndstico da AIE em jumentos também é mais complexo, com indice de falso negativo em 50
% e alta ocorréncia de reacdo somente contra a proteina p26 no imunoblot. A associagdo de
testes permitiu detectar mais jumentos AIE positivos da regido de Mossor6-RN. Jumentos
geralmente apresentam menores titulos de anticorpos do que 0s equinos, para 0s quais 0s testes
foram desenvolvidos e validados. Acredita-se que possa existir outros retrovirus ainda nédo
identificados ou EIAV antigenicamente distinto que esteja estimulando a reagdo cruzada com
p26 nessa populacéo de jumentos avaliada. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar essas
hipoteses.

Foi observada maior desregulacdo das citocinas TNF-a, IL-6 e IFN- nos PBMC dos cavalos
em relagdo aos jumentos apoOs infecgbes com EIAVwyo. Nas infecgdes posteriores de
macréfagos de jumentos com EIAV patogénico e ndo patogénico, ndo ocorreu expressao
significativa de TNF-a, IL-10, IL-6 e TGF-B, resultado que sugere que as células dos jumentos
ndo sofrem desregulacdo de citocinas ap6s infec¢cdes pelo EIAV com mesmo perfil do que ja foi
estabelecido para os equinos. Esses achados corroboram com os estudos in vivo de que o0s
jumentos ndo apresentam os sinais clinicos da AIE, dos quais foram associados desregulacéo de
citocinas pré-inflamatdrias por diversos autores. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para
determinar se outros fatores relacionados ao hospedeiro, que atuem em conjunto, possam ser
responsaveis pela maior resisténcia natural dos jumentos ao EIAV, como por exemplo, receptor
ELR e fator de restri¢do retroviral.
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6 ANEXOS

ANEXO 1 - Certificado da Comissdo de Etica no uso de animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

 CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANINAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 354 / 2012, relativo ao projeto intitulado “Estudo in vitro da infecgéo do virus da anemia infecciosa equina (EIAV) em
macréfagos de equinos e asininos ", que tem como responsavel Jenner Karlisson Pimenta dos Reis, esta de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 01/04/2013. Este
certificado espira-se em 01/04/2018.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 354 / 2012, related to the Project entilted “In vitro studies of macrophages from equines and donkeys infected
with equine infectious anemia virus (EIAV) ", under the supervision of Jenner Karlisson Pimenta dos Reis, is in agreement with the Ethical Principles
in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 01/04/2013. This
certificates expires in 01/04/2018.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 01/04/2013.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https:/iwww.ufmg.bribicetica/cetealceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www. ufmg.br/bicetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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ANEXO 2 — Analise de digestdo de clones plasmidiais de EIAV

PM12 3 456 7 8 9 101112 13PM14 1516 17 18 19 20 21 22
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Figura 1: DNA plasmidial de clones moleculares de EIAVuks obtidos em midiprep (Colunas 1, 5,
8,11,14 17 e 20) submetidos a digestdo enzimatica com a enzima Mlu, para gerar fragmentos de 7,9 ¢ 5,1
kb (Colunas 2, 6, 9, 11, 12) e digestdo dupla com ECORI e NCOI, para gerar os fragmentos de 9,7 kb e
3,3 kb (Colunas 3, 7, 10, 13, 16, 19, 22). PM: padrdo molecular 1 kb plus
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Figura 2: DNA plasmidial dos clones moleculares de EIAV.4.1 obtidos em midiprep (Colunas 13 e 16)
submetidos a digestdo enzimatica com a enzima Mlu, para gerar fragmentos de 7,9 e 5,1 kb (Colunas 14 e
17) e digestdo dupla com ECORI e NCOI, para gerar os fragmentos de 9,7 kb e 3,3 kb (Colunas 15, e 18).
As colunas 1, 4, 7 e 10 se referem a DNA plasmidial de clone EIAV ks obtido em uma primeira bateria
de midipred, ap6s crescimento de col6nias positivas em meio LB com ampicilina. Colunas 2, 3,5,6,8¢e 9
sdo produtos de digestdo enzimatica. Esses DNA’s foram descartados, uma vez que nao foram obtidos os
produtos da andlise de digestdo enzimatica. PM: padrdo molecular 1 kb plus
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ANEXO 3 - Padronizacao de cultivo de macréfagos

Maury (1994) e Raab et al., (1998) constituem as duas principais referéncias para o
cultivo priméario de macréfagos de equinos, diferenciados a partir de mondcitos, para estudos in
vitro da infeccdo pelo EIAV. Diversas tentativas, sem sucesso, foram realizadas, baseando o
cultivo de macrdéfagos, a partir e PBMC obtido de sangue periférico, nos protocolos descritos
nestas duas referéncias. O tempo de diferenciacdo/matura¢do dos mondcitos em macrofagos é
de 7 dias, de acordo com ambas referéncias, no entanto, problemas de reprodutibilidade foram
observados, principalmente no que concerne sobre a aderéncia dos macrofagos diferenciados,
apos o quinto dia de incubacdo. As células anteriormente aderidas, se soltavam da superficie das
placas de cultivo e apresentavam caracteristicas morfolégicas de células em apoptose, restando
poucas células viaveis para os estudos de infec¢do viral (Tabela 1).

Tabela 1 — Média = Desvio Padrdo da porcentagem de células viaveis em cultivo de macrofagos a partir
de PBMC obtidos a partir de trés experimentos independentes

Dia0 Dia 6 Dia 7

% células viaveis 90,9+3,5 458 £5,8 75+16

Dessa forma, apés extensa pesquisa bibliografica sobre o cultivo de macréfagos a partir
da diferenciacdo de mondcitos obtidos de sangue periférico (Tabela 2), foi proposto um novo
protocolo utilizando frascos de teflon, com o intuito de aumentar a aderéncia dos mondcitos, nas
primeiras horas de incubacdo do cultivo de PBMC. Também foi proposto realizar as infecgdes
com EIAV ap6s 48-60 h de cultivo das células aderentes, pois estudo demonstraram que esta
populacdo de células, apds esse tempo de incubacdo, nas condi¢des adequadas de cultivo, é
predominantemente de macréfagos diferenciados (Young Go et al., 2010; Ma et al., 2014).
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Tabela 2 - Reviséo bibliografica de protocolos/condi¢des para cultivo de macréfagos a partir de mondécitos

Solucéo . Soro S Avaliagdo . Tempo
_ . de Meio sFB | Soro Am|n0~aC|- das Plastico para
Opgdo | Referéncia | Espécie PBMC de 9 | autélo- P/S Gluta. | HEPES do ndo MCSF popula- .
lavagem cultura (%) go (%) essenciais ¢Oes aderéncia/
PBMC (%) cultivo
celulares
Lymphocyte Frascos e 40 min/
1 l\/lle;g?/ Equino Separation DMEM 15 15 - - - - - - Esrtgoase placas_ com cultivq por
Medium especifica gelatina e 40 mina
fibronectina 2h
sim, Placa c/ 75
PBS 100Ul mas Avaliada | cm?tratada
2 Railgggal., Equino Ficoll Ca?*/Mg* | MEMa - 10 - e 100 _ nao - - - ci t?)(s);r)in cof;g;;no 2‘(11 h7
free HY informa corado ¢/ 2% nas fas
aconc. Giemsa primeiras
24h
MEMa
Limetal., . icoll * imM Looul Acetato 2407
3 2005 Equino Fico PBS (4x) | piruvato - 10 - e 100 2mM 25mM 0.1 mM - esterase Garrafas |
de ug assay dias
sodio
PBS . Garrafas
Avaliada
Ca?* /Mg x x x A25¢e
4 :II;T)S; Equino Ficoll free +5% | MEMa - 10 - ianoar%a in:‘\lo?'(r)na in:‘\lo?'(r)na - - ci t?)cs’;in Placas de 24 h'7
" de soro de corado ¢/ 12 pogos ¢/ dias
eq. +1% Giemsa Poly D
S/P (4x) lisina
MHCI,
CD86;
Fidalgo- Hanks CD68,
5 Carvalho Equino Ficoll Sol. (4x) DMEM 10 10 - - - - - - MHCI; Placa 18h/2a7
etal., 2010 ' ELR-1; 10cm dias
NSE; NO;
Ativ. De

fagécitos




Tabela 2 (continuacdo) — Resumo de revisdo bibliografica de protocolos/condicdes para cultivo de macrofagos a partir de

monocitos
s Avaliagéo Tempo
Solugéo de Meio de SEB é)ro Soro Aminoaci- das Pléastico arg
Opcdo | Referéncia | Espécie | PBMC lavagem 4| autélo- P/S Gluta. | HEPES do néo MCSF | popula- para
cultura (%) L. - aderéncia/
PBMC o go (%) essenciais coes .
(%) cultivo
celulares
PBS? (3x) e
Moore et cor?eelzalglusa - Sim cb3; Placa de
6 Equino Ficoll go RPMI 1640 10 - - 2mM - Sim [?] - CD21, 2h /4 dias
al., 2003 80°Cc/ [?] MHCII 6 pogos
90%SFB e
10% DMSO
4h /4 dias
-
RPMI 1640 cD14 () 100 mm (cultivou
100 CDs3; -
7 Goetal., Equino Ficoll PBSpH 7.4 10 ) ) Ulde | 2mMm ) ) ) cD21: tissue as cels
2010 4 (2x) 55uMde2- | inativ. cada CD4" dishes aderentes
mercaptoetanol ' (Corning) e as ndo
CD8
aderentes)
N&o Placa de
separa 12 pogos
PBMC
com
gradiente CD14
. de RPMI 1640 100Ul (clone big 4h/
8 eotiilem;giz Equino Ficoll. - - - 20 e 100 - - - - 10); overnight
v Selecdo ug CD163; culture
com CD206
beads a
partir de
sangue
total
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(continuacdo) — Resumo de revisao bibliografica de protocolos/condi¢des para cultivo de macréfagos a partir de mondcitos

Opcao

Referéncia

Espécie

PBMC

Solugéo
de
lavagem
PBMC

Meio de
cultura

SFB
(%)

Soro
Eq.

(%)

Soro
autélo-
go (%)

PIS

Gluta.

HEPES

AminoAci-
do nédo
essenciais

MCSF

Avaliacao
das
popula-
cOes
celulares

Pléastico

Tempo
para
aderéncia/
cultivo

Buckner,
2011

Humano

Ficoll e
beads para
separar 0s
mondcitos

CD14*

RPMI
(Ix) e
PBS
(1¥)

RPMI
1640

5

Inativ.

10

1%

10 ng/mL

Cdi14;

CD19;

CD56;
CD3

Teflon

Cultivo de 3
a 6 dias.
Mantiveram
0S
monocitos
CD14* que
nao se
aderiram
bem em
cultivo
paralelo

10

Duran,
2013

Equino

Ficoll e
beads
magnético

PBS
(23

AIM V
Medium
até separar
as céls
CD14*.
Depois
RPMI1640

10

inativ.

100U1
e 100
Mg

292
mg/mL

GM-CSF
humano e
I1L-4 eq.
para
diferenciar
em DCs

CD14
(clone big
10)

Né&o
informa

2 h para
aderir e
depois
selecéo das
cels CD14*
a partir das
cels eluidas.
Cultivo por
4 dias para
gerar DCs

11

Maetal.,
2014

Equino

Obtido por
sedimen-
tacdo
espontanea
do sangue

PBS

(29

RPMI
1640

40

10

100
ul
peni-
cilina

2mM

Placas
24 e 96
poGos
(Costar.
Corning)

24 h para
aderéncia/
48 hde
cultivo em
meio com
10 % de
SOro equino
inativado
para
diferenciar
em MJ
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ANEXO 4 - Citometria de fluxo para avaliagcdo das populacgdes celulares do cultivo de
macrofagos

Para a caracterizagdo das populagdes celulares do cultivo de macrofagos a partir de
PBMC, realizou-se a técnica de citometria de fluxo. No entanto, foram encontradas
dificuldades para adquisicdo de anticorpos com reatividade para marcadores especificos de
macrofagos e linfocitos no Brasil. Extensas buscas na literatura foram realizadas (lbrahim et al.
2007; Steinbach et al., 2007; Fidalgo-Carvalho et al., 2009; Kabithe et al, 2010; Young Go et
al., 2010; Burke et al., 2013, Durén et al., 2014), como também testes com anticorpos cedidos
por professores do DMVP-EV, e anticorpos adquiridos com recursos do projeto. Sucesso foi
conseguido apenas com marcadores para linfécitos (CD3 e CD86). O anticorpo especifico para
CD14 de equinos (marcador de linhagem monocitica), clone 105, desenvolvido na Universidade
de Cornell, EUA, é de acesso restrito, ndo disponivel comercialmente via empresas, ndo sendo
possivel coloca-lo em nossos testes (Kabithe et al, 2010). Uma alternativa para a marcacdo de
células na linhagem mondcito/macréfago, é utilizar o anticorpo anti CD14 humano (clone Big
10) (Young Go et al., 2010, Duran et al., 2014). Em testes preliminares, a marcacdo de células
de equinos e aisininos com o clone Big 10 foi bem-sucedida, no entanto, foi observada algumas
interferéncias nos controles celulares sem marcacdo do tipo background. Dessa forma, foi
necessario adquirir reagentes do Citdmetro Guava (Merck Millipore) para repetir os testes,
reagentes dos quais ainda ndo foram entregues pelo fornecedor antes da defesa da presente tese,
uma vez que 0S mesmos sdo importados e possuem um extenso prazo de entrega. A Tabela 1
demonstra todos os anticorpos que foram utilizados na avaliacdo das populacgdes celulares do
cultivo de macro6fagos por citometria de fluxo no presente projeto.



Tabela 1 — Anticorpos utilizados para avaliacdo das populagdes celulares do cultivo de macréfagos por
citometria de fluxo

Reatividade com

Epitopo Fornecedor Clone Especificidade células de
equideos
CD3 Serotec MCA 1477F Anti-humano SIM
CD86 Abcam Ab42813-500 Anti-humano SIM
Serotec MCA2678F Anti-bovino NAO
Becton RMC5-3 Anti-mouse NAO
Dickinson
CD14 Becton M5E-2 Anti-humano NAO
Dickinson
E-Bioscience 61D3 Anti-humano NAO
ENZO biG 10 Anti-humano SIM
Anticorpo BD Pharmingen ~ A85-1 Anti-mouse 1gG1 N&o se aplica
secundario
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ANEXO 5 - Protocolo de lavagem e desinfeccdo dos frascos de Teflon para cultivo de
macréfagos com E-TOXA CLEAN (Sigma)

Primeiramente, os frascos de Teflon eram colocados em solugéo de detergente alcalino
E-TOXA CLEAN (cddigo E9029, Sigma), preparada na concentracdo de 1%, por 18 a 24 h.
Apds esse tempo, os frascos eram enxaguados 10 vezes em agua destilada e deixados para secar
ao ar. Os tubos eram entdo autoclavados por 15 min a 120°C e pressdo de 1 atm.
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ANEXO 6 — Obtencgéo de controles positivos para One Step qRT-PCR EIAV

Foram produzidos plasmidio e RNA sintético que foram utilizados como controles na
OneStep qRT-PCR para quantificacdo do EIAV desse estudo. Foram desenhados iniciadores
para amplificacdo de um fragmento da regido conservada de gag do virus, utilizando o
programa Primer3Plus, baseado na sequéncia de nucleotideos da estirpe EIAVpy (Tabela 4.1).
Os iniciadores desenhados para amplificar 520 pb da regido génica conservada gag, foram
testados em PCR de gradiente de temperatura (56, 58 e 60°C) e duas concentracfes de primer
(0,4 e 0,8 uM). A melhor temperatura de anelamento encontrada foi de 56°C e concentra¢do de
primer de 0,4 uM. As condicBes da PCR para amplificar 520 pb da regido gag ficaram definidas
como: 95°C, 2’; 30 ciclos de 95°C, 30°’; 56°C, 30°’; 72°C, 1°; 72°C, 7°.

Uma aliquota do amplicom purificado foi enviado para sequenciamento no Laboratério
de Genética do Departamento de Zootecnia da UFMG. A outra aliquota foi utilizada para fazer
ligacdo em pGEM-T- easy vector (Promega), de acordo com procedimentos do fabricante. Em
seguida, foi realizada a transformag&o de bactérias eletrocompetentes DH5-o (Invitrogen) com o
plasmidio pGEM-T easy vector ligado ao amplicon de 520 pb. Tanto o preparo das bactérias
DH5-a, quanto o procedimento de transformagao, foram realizados de acordo com o protocolo
recomendado pela Bio-Rad (Electroprotocols manual- www.bio-rad.com).

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas nos programas Bioedit 7.2.0 e
MEGA 5.2, e comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank através do programa
BLAST. O resultado do sequenciamento demonstrou que o amplicom correspondia a regido de
interesse.

Tabela 1 — Sequéncia dos inciadores desenhados para gerar o plasmidio e RNA de EIAV controles para a
OneStep gRT-PCR

GENE '”('Scfa_d;’,r)es Amplicon  REFERENCIA
s F TTC AGA ACG CAA ATG AGG AA Retrolab & LBM
520 (dados ndo
R TGT TAC TCC CAC AAACTGTCCA publicados)

Retrolab: Laboratério de Retroviroses, EV-UFMG; LBM: Laboratdrio de Biologia Molecular, LANAGRO/MG

Para confirmar se os clones que cresceram no LB agar com ampicilina continham o
plasmidio pGEM-gag 520, realizou-se miniprep (Promega) seguida de PCR (Tabela 1). A
Figura 1 demonstra o gel de agarose com as bandas correspondentes aos clones positivos na
PCR.
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520 pb =

Figura 1: PCR para regido gag 520 para confirmacéao de clones positivos apds miniprep de coldnias que
cresceram em meio LB com ampicilina. Colunas 1 e 6: padrdo molecular de 1 kb; Coluna 2: Controle
positivo - DNA plasmidial EIAVyks; Coluna 3: controle negativo &gua ultrapura. Colunas 4 e 5: clones
positivos para gag denominados de pGEM-gag 520 A2A e pGEM-gag 520 A2B.

Os clones positivos pPGEM-gag 520 foram cultivados em meio LB liquido contendo 10
Mg/uL de ampicilina (Sigma), com subsequente realizacdo de midiprep, utilizando o Kit Qiagen
Midi Kit (Qiagen, EUA), de acordo com o protocolo para high copy plasmidis. Os DNAs
plasmidiais obtidos na midiprep foram ressuspendi em 100 yL de tampdo TE pH 8,0 e suas
quantificagdes foram estimadas em 10 ng/uL em gel de agarose 2% (10 pL de cada amostra de
DNA), utilizando como marcador comparativo, 4uL de Low Mass (Invitrogen). Apds
quantificagdo dos produtos das midipreps em gel de agarose 2%, aliquotas de 50 ng do DNA
pGEM-gag 520 plasmidial foi submetido a linearizagdo com a enzima PSTI (Invitrogen), de
acordo com as recomendac6es do fabricante (Figura 2). DNAs plasmidiais linearizados foram
submetidos ao protocolo de remogdo de restos de enzima e tamp&o com o kit Wizard Clean up
System (Promega) e eluidos em 50 uL de &gua ultrapura. O processo da linearizagdo foi
verificado em gel de agarose 1% com uma pequena aliquota do DNA obtido, para posterior
procedimento de sintese do RNA.
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3535 pb

Figura 2 - Gel de agarose 1% para verificagdo do processo da linearizacdo (4 uL de amostra). Colunas 1
e 6: Padrdo molecular 1 kb plus; Coluna 2: pGEM-gag 520 ndo linearizado; Coluna 3: pGEM-gag 520
linearizado com PSTI; Coluna 4: pGEM-gag 520 linearizado e purificado em Clean up; Coluna 5:
pGEM-gag 520 digerido com ECORI

O RNA foi sintetizado a partir de 100 ng do produto da linearizagéo, duas sinteses em
paralelo, utilizando o kit T7 Ribomax Express Large Scale RNA Production System (Promega),
de acordo com as recomendacBes do fabricante. Os RNAs recém-sintetizados foram tratados
com DNase (Ambiom), também de acordo com as recomendages do fabricante. Os
sobrenadantes contendo os RNAs sintéticos foram purificados em coluna do kit RNeasy mini kit
(Qiagen), seguido de quantificacdo realizada no equipamento Qubit (Thermo Fischer Scientific)
— Tabela 2.

Tabela 2 — Quantificagdo RNA EIAV sintéticos recém obtido no equipamento Qubit

ID RNA recém-sintetizados Dosagem em ng/uL
RNA EIAV sintético 1 164,10
RNA EIAV sintético 2 63,10

Apos a sintese dos RNAs sintéticos para a regido gag do EIAV, foi realizada uma RT-
PCR convencional com Qiagen OneStep RT-PCR kit (Qiagen) e os iniciadores desenhados para
0 alvo de 520 pb, com a finalidade de verificar se ndo haveria falha na transcrigdo reversa dos
RNAs obtidos de acordo com as recomendacGes do fabricante. Na Figura , pode-se observar a
imagem gerada pelo equipamento QIAxel (Qiagen), com a corrida eletroforética, por
capilaridade, dos produtos da RT-PCR.
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Overall Result Table 15—
2015-11-26 Femanda UFMG
Al A2 A3 Ad

Size Conc. Size Conc. Size Conc. Size Conc.

15 n/a 15 n'a 15 n'a 135 n'a

509 4.03 527 11.87 521 426 3000 na

517 6.12 3000 na 538 394
3000 na 3000 na

Figura 3: Imagem gerada pelo equipamento Qiaxcel ap6s corrida eletroforética por capilaridade dos
produtos da RT-PCR com alvo de 520 pb para teste dos RNA sintéticos para EIAV recém-sintetizados.
Al corresponde a RNA EIAV sintético amostra 1, A2 corresponde a RNA EIAV sintético amostra 2, A3
corresponde ao controle positivo que foi o plasmidio pGEM-gag 520 e A4 é controle negativo da reacéo
com &gua ultrapura.

A One Step qRT-PCR em tempo real para o EIAV foi padronizada com o kit Real Time
ready RNA virus Master mix (Roche), segundo as recomendagdes do fabricante, porém com
uma modificag&o, que foi o acréscimo de 0,6 mM de MgCl. na reacéo e os inciciadores e sonda
da (Anexo 2). O equipamento utilizado foi 0 Rotor Gene (Qiagen), com as seguintes condi¢bes
de reagdo: 50°C 8 minutos e 95°C 30s seguido de 40 ciclos de 95°C por 30s e 1 minutos a 60°C.
Primeiramente, preparou-se a curva padrédo a partir da diluicdo seriada (logio), 10* até 10°, do
DNA plasmidial pPGEM-gag 520, em triplicata, que estava na concentracdo incial de 10 ng/uL,
estimada no equipamento Qubit (Thermo Fischer Scientific). Em paralelo, foi realizado o teste
de amplificacdo das amostras de RNA EIAV sintéticos obtidos. A eficiéncia da reagdo, com a
curva padrdo utilizando o DNA plasmidial pGEM-gag520 foi de 95% e r? igual a 0,997. A
Figura 4.5A representa as curvas de amplificagdo da curva padrdo do DNA plasmidial e 4.5B a
representacdo esquematica da curva padrdo contendo os pontos das diluicGes em log 10 do DNA
plasmidial (azul).

96



o8 ————
== _,_—v—e—rif"::;
= — if/x’fi)/ e |
£04 = e
2 ,/’ g 3
e P =
£ = e
202 /// » ;,;;//
P = ~
0,0 Threshold| = — = = e : — —
s 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle
B
EEN """""""" R REEEEEEEREREED ‘ ””” Cycling A.Green (Page 1):
' : : R=0,99667
e s s BRI T s s i s m s s o IS R*2=0,99336
a M=-3,444
= | . } B=43,591
Dl L T o SICE PP PEPRES Efficiency=0,95
20 e e e e e e S e e o e o e b e e e e e ol e e 4 A i g ) o e o e oo
1 ) 1 f T
10 1 10 16 10
Concentration

Figura 4: A Curvas de amplificacdo da curva padrdo do DNA plasmidial pGEM-gag520. B
Representacdo esquemdtica da curva padrdo contendo os pontos das diluicdes em log 10 do DNA
plasmidial (azul)

Também foi realizada a avaliacdo da eficiéncia da reacdo da OneStep qRT-PCR em
tempo real, utilizando para a construcdo da curva padrdo, 0 RNA EIAV sintético amostra 2
(Tabela 2), a partir da diluicéo seriada (logio), 10 até 10”7, em triplicata. A eficiéncia da reacdo
alcancada foi de 106%, com r? de 0,981. Em conjunto com o teste anterior, esse resultado
demonstra que a One-Step gRT-PCR em tempo real apresentou boa eficiéncia, transcrevendo e
amplificando tanto os RNAs de EIAV sintéticos obtidos quanto dos DNAs plasmidiais pGEM-
gag520.

97



ANEXO 7 - Fotos de géis de agarose 1,5% correspondestes aos resultados que estdo resumidos
na Tabela 5 do item 3.4.2.1

PM CP CN

Figura 1: Avaliagdo da infectividade de PBMCs de cavalos e jumentos apés infec¢do com EIAVwyo por
Nested PCR para regido gag do EIAV (Oaks et al., 1998) PM: padrdo molecular de 1kb.CP: Controle
positivo — DNA plasmidial EIAVuks CN: controle negativo - 4gua ultrapura. Colunas 2 e 4: cultivo de
PBMC dos jumentos 1 e 2 (J1 e J2) positivos 24 hpi com EIAVwyo. Coluna 3: cultivo de PBMC do
jumento 3 (J3) positivo 96 hpi com EIAVwyo. Colunas 1 e 5: cultivos de PBMC de cavalos 1 e 3(Cl e

C3) 24 hpi com EIAVwyo.

427 pb

Figura 2: Avaliagdo da infectividade de PBMCs de cavalos e jumentos apés infec¢do com EIAVwyo por
Nested PCR para regido gag do EIAV (Oaks et al., 1998) PM: padrdo molecular de 1kb.CP: Controle
positivo — DNA plasmidial EIAVyks CN: controle negativo agua ultrapura. Coluna 1: cultivo de PBMC
de jumento 3 (J3) negativo 24 hpi com EIAVwyo € positivo 96 hpi (Coluna 3). Colunas 2, 4 e 5: cultivo
de PBMC de cavalo 2 (C2) negativo 24 hpi e 96 hpi, respectivamente, com EIAVwyo.
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ANEXO 8 - Eficiéncia qRT-PCR para citocinas

Tabela 1 - Médias dos coeficientes de correlacdo e eficiéncias de amplificacdo das qPCR SYBR para
citocinas

Citocina R2 Eficiéncia
IL-6 0,998 93,4 %
IL-1a 0,988 103,2 %
TNF-a 0,991 97,3 %
IL-10 0,987 925 %
IFN-B 0,998 98,7 %
GAPDH 0,993 96,6 %

Os resultados apresentados séo derivados da dilui¢do dos produtos de amplificagdo de cada alvo que foram utilizados
como template para obtencéo das curvas padrdes
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ANEXO 9 — Nested PCR para pesquisa de EIAV em macréfagos de jumentos
experimentalmente infectados

Figura 1: Gel de agarose 1,5% de produtos de Nested PCR para pesquisa de DNA proviral de EIAV em
macrofagos de jumentos experimentalmente infetados com EIAV 441 € EIAVyuks. Jumento A: colunas 1, 2
e 3, infeccdo com EIAV 4.1 nos tempos 0, 1 e 2 dpi; colunas 4, 5 e 6 infccdo com EIAV yks hos tempos 0,

1e2dpi.

PM CN CP

Figura 2: Gel de agarose 1,5% de produtos de Nested PCR para pesquisa de DNA proviral de EIAV em
macrofagos de jumentos experimentalmente infetados com EIAV 4.1 € EIAV yks.
Jumento B: coluna 1, controle células; colunas 2, 3, 4 e 5 infeccdo com EIAV 441 nos tempos 0, 1, 2 e 3

dpi; colunas 4, 5 e 6 infeccdo com EIAVyks hos tempos 0, 1 e 2 dpi
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ANEXO 9 (continuacdo) — Nested PCR para pesquisa de EIAV em macrdfagos de
jumentos experimentalmente infectados

3 4 5 PMCN CP

Figura 3: Gel de agarose 1,5% de produtos de Nested PCR para pesquisa de DNA proviral de EIAV em
macro6fagos de jumentos experimentalmente infetados com EIAV 4.1 € EIAV yks.
Jumento C: coluna 1, controle células; colunas 2 e 3: infeccdo com EIAV4s.1 nos tempos 1 e 2 dpi;

colunas 4 e 5: infeccdo com EIAVyks nos tempos 1 e 2 dpi.

PM CN CP

Figura 4: Gel de agarose 1,5% de produtos de Nested PCR para pesquisa de DNA proviral de EIAV em
macrdfagos de jumentos experimentalmente infetados com EIAV 4.1 € EIAV yka.
Jumento D: coluna 1, controle células; colunas 2, 3 e 4: infecgdo com EIAV44.1 nos tempos 0, 1 e 2 dpi;

colunas 4 e 5: infeccdo com EIAVyks nos tempos 0 e 2 dpi.
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