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RESUMO

A anemia infecciosa equina (AIE), doenca causada pelo virus da anemia infecciosa equina
(Equine infectious anemia virus - EIAV), é considerada um obstaculo para o desenvolvimento da
equideocultura. O EIAV ¢ transmitido por insetos hematéfagos, principalmente da familia Tabanidae e
também pela forma iatrogénica. A AIE ndo tem tratamento, nem vacina e a patogénese, assim como a
resposta imune do hospedeiro contra o virus ndo sao totalmente compreendidas. Além disso, o desempenho
do diagnostico laboratorial por testes soroldgicos é questionado. Nesse sentido, o método imuno-
histoquimico tem sido utilizado para aumentar o conhecimento sobre o tropismo e a patogenicidade de
varios agentes infecciosos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um ensaio imuno-
histoquimico para detec¢do de antigenos virais em tecidos e 6rgdos de equideos naturalmente infectados
pelo EIAV. Fragmentos de 6rgdos de equideos (n = 6) de Apodi - RN, Brasil, diagnosticados como positivos
para AIE em testes sorolégicos foram fixados em formalina tamponada a 10% e embebidos em parafina
histoldgica. Cortes histolégicos foram aderidos em laminas de vidro polarizadas e a antigenicidade
recuperada pelo calor, utilizando tamp&o citrato (pH = 6). Estas sec¢Bes foram incubadas com anticorpo
policlonal anti-EIAV overnight e, mais tarde, com anticorpo secundario anti-lgG equino conjugado com
peroxidase (Sigma - Aldrich) durante 50 minutos. A reacdo antigeno/anticorpo foi revelada com o kit
IMmPACT™ DAB Peroxidase Substrate (Vector Laboratories), contrastado com hematoxilina de Mayer
(Sigma-Aldrich). Antigenos do EIAV foram observados na regido intracitoplasmatica do bago, figado, rins
e células pulmonares. Marcagdes imuno-histoquimicas estavam presentes principalmente na polpa
vermelha do baco, uma regido com abundancia de macr6fagos, e nos sinusdides hepéticos, onde as células
de Kupffer (macrofagos hepaticos) se encontram. As imunomarcacGes também estavam presentes no
epitélio bronquiolar e no septo alveolar, assim como no epitélio dos tabulos distal e proximal dos rins. A
maior quantidade de EIAV foi observada no baco e no figado, locais normalmente repletos de macrofagos,
confirmando o tropismo viral pelos fagdcitos mononucleares. No entanto, a presenca de EIAV em células
epiteliais do pulmao e rim indica que o virus também pode infectar outros tipos de células além dos
macrdfagos, possibilitando a eliminagdo do mesmo na urina e nas secre¢des oronasais, propiciando novos
mecanismos de transmissdo que devem ser investigados.

Palavras-Chave: Anemia Infecciosa Equina, EIAV, tecido, tropismo, patogenia, imuno-
histoquimica.
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ABSTRACT

Equine infectious anemia (EIA), a disease caused by Equine infectious anemia virus (EIAV), is
considered an obstacle to the development of horse industry. EIAV is transmitted by hematophagous insects
mainly of the Tabanidae family and also iatrogenicaly. EIA has no treatment or vaccine and pathogenesis,
as well as immune response against the virus are not fully understood. Also, the performance of laboratorial
diagnosis by serological tests can be poor or limited. In this sense, the immunohistochemistry method has
been used to enhance the knowledge about tropism and pathogenicity of several infectious agentes, such as
viruses. Therefore, the objective of this work was the development of an immunohistochemical assay for
detection of viral antigens in tissues and organs of naturally EIAV infected equids. Fragments of organs of
equids (n=6) from Apodi — RN, Brazil, diagnosed as positive for EIA by serological tests were fixed in
10% buffered formalin and paraffin-embedded. Histological sections were collected on polarized slides and
antigenicity recovered by heat, using citrate buffer (pH=6). These sections were incubated with polyclonal
antibody overnight, and later, with peroxidase-conjugated secondary antibody (Sigma — Aldrich) for 50
minutes. Antigen/antibody reaction was revealed with the ImmPACT™ DAB Peroxidase Substrate (\VVector
Laboratories) kit counterstained with hematoxylin (Sigma-Aldrich). EIAV antigens were observed in
intracytoplasmic region of spleen, liver, kidneys and lungs cells. Immunohistochemical marks were present
mainly in red pulp of the spleen, a region with plenty of macrophages, and in hepatic sinusoids, where
Kupffer cells (liver macrophages) lies. In addition, marks were found in bronchiolar epithelium and alveolar
septum, as well as in epithelium of distal and proximal tubule of kidneys. The highest amount of EIAV was
observed in spleen and liver, sites normally full of macrophages, confirming viral tropism to the
mononuclear phagocytes. However, presence of EIAV in epithelial cells of lungs and kidneys indicates that
the virus may also infect other types of cells besides macrophages, making possible elimination of virus in
urine and in oronasal secretions, and facilitating new transmission mechanisms that must be investigated.

Keywords: Equine Infectious Disease, EIAV, tissue, tropism, pathogenesis,
immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

A equideocultura vem sendo nos dltimos anos, uma atividade de grande importancia no
crescimento econdémico ndo s6 no Brasil, como em varios paises do mundo. Devido a isso essa atividade
tem estado em constante ascendéncia. No entanto, um grande entrave que pode limitar seu crescimento sdo
as enfermidades que acometem os equideos e trazem grandes prejuizos para os criadores (Almeida et al,
2006).

Uma das principais enfermidades que atua como obstaculos ao desenvolvimento e amplificacdo
da equideocultura no mundo é a Anemia Infecciosa Equina (AIE). A AIE é uma doenca, de distribuicdo
cosmopolita, transmissivel, incurdvel e de dificil controle, que acomete os equinos (cavalos), asininos
(jumentos) e muares (burros e mulas), considerada de notificacdo obrigatoria pela Organizagdo Mundial de
Saude Animal (OIE) (OIE, 2019).

A AIE é causada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV), um retrovirus classificado dentro
do género Lentivirus. Sua transmissdo ocorre através da inoculagdo do sangue de um animal infectado para
um animal sadio, que pode ocorrer de duas formas: através de repastos realizados por vetores mecanicos
ou iatrogénica sendo, neste caso, 0 homem atuando como principal vetor.

O EIAV tem tropismo, in vivo, por mondcito/macrofago. Nessa linhagem celular foi descrito a
presenca do Equine lentivirus receptor (ELR-1), que esta diretamente associado a entrada do virus na célula
do hospedeiro (Lin et al., 2013). Entretanto, estudos recentes demonstraram a presenca de material genético
e expressdo de proteinas virais em células endoteliais do baco, figado, intestino, pulmdes e rins e em células
epiteliais bronquiolares e alveolares de cavalos soropositivos para AIE (Oaks et al., 1999; Bolfa et al.,
2013), sugerindo que o EIAV possa infectar outras linhagens celulares além dos macréfagos.

No entanto, estudos sobre a patogénese do virus ainda sdo restritos devido a falta de sistemas
confidveis de propagacéo viral in vitro, pois o cultivo primario a partir de mondcitos e macrofagos, séo
dificilmente mantidos e estirpes adaptadas em fibroblastos imortalizados ndo desenvolvem quaisquer
efeitos citopéaticos (Malquist et al., 1993).

Sabendo que a AIE apresenta elevada importancia econdmica para a equideocultura, por se tratar
de uma doenca incuravel e que comumente obriga a eutanésia dos equideos diagnosticados como positivos
ou exige estratégias de segregacdo e monitoramento desses animais (Issel et al., 2014), a compreenséao da
patogenia do EIAV ¢é essencial para o desenvolvimento de métodos de diagnosticos, vacinas e
medicamentos que possam ser utilizados no controle e prevencdo da doenca.

Neste sentido, os ensaios imuno-histoquimicos vém sendo amplamente utilizados para esclarecer
os tropismos teciduais de agentes infecciosos, durante a progressao da doenca. Recentemente, essa técnica
foi utilizada para elucidar a patogénese de bactérias como Clostridium novyi em poneis (Davies et al., 2017)
e do Bovine herpesvirus type 5 em bovinos experimentalmente infectados (Cagnini et al., 2015). As
principais vantagens do método séo o custo baixo, a rapidez em gerar resultados e a alta sensibilidade. Além
disso, a deteccdo de antigenos nos tecidos pode ser associada a alteracGes histopatoldgicas, o que permite
uma analise espacial com maior precisdo (Capper et al., 2011; Guirado et al., 2018).

2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram:

" Caracterizar a estirpe do EIAV circulante nos equideos naturalmente infectados, com base
na regido de env.
] Padronizar um ensaio imuno-histoquimico para detec¢do do EIAV nos tecidos dos

equideos diagnosticados como positivos por testes sorologicos.
= Identificar os tecidos-alvo do EIAV em equideos naturalmente infectados pelo virus.
] Definir utilizando o método imuno-histoquimico o tropismo celular do EIAV nos 6rgaos

dos animais infectados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Origem dos equideos

A familia Equidae, assim como as familias Rhinocerotidae e Tapiridae, representados
respectivamente pelos rinocerontes e antas, formam um grande grupo de mamiferos terrestres ungulados,
classificados na ordem Perissodactyla (Rose et al., 2014)

Os equideos sdo ricamente representados no registro fossil e sua origem foi datada em
aproximadamente 55 milh&es de anos atras (MacFadden, 1986; Vilstrup et al, 2013).

Entretanto, durante o Pleistoceno (5 milhdes de anos a 10 mil anos atras), os equideos
experimentaram sucessivos episddios de radiacBes e extingdes, tornando- se adaptado a uma ampla
variedade de ambientes com variagdes notaveis no tamanho corporal (MacFadden, 2005). Nos primeiros
35 milhbes de anos atrés, os equideos eram relativamente pequenos, mas nos ultimos 20 mil anos, como
resultado da variacdo climéatica e domesticagdo do animal para uso no transporte, foi introduzido uma
alimentacdo variada, que induziu a uma grande diversificacdo no tamanho do corpo (MacFadden, 1986).

Atualmente, todas as espécies de equideos existentes sdo classificadas no género Equus (Figura
1). Com base nas diferencas morfolégicas (MacFadden 2005) e mapeamento completo do DNA
mitocondrial de todas as espécies existentes, o género Equus é separado em trés clados distintos, o Equus
ferus que inclue os cavalos domésticos (Eqqus f. caballus), Equus quagga representado pelas zebras (Equus
g. burchellii) e 0 Equus asinus contendo os jumentos (Equus a. asinus) e outras espécies puras relacionadas
(Vilstrup et al, 2013).

Estima-se que a origem dos muares seja concomitante ao encontro dos Equus a. asinus selvagens
com os Equus f. caballus selvagens, uma vez que ha facilidade de acasalamento devido principalmente a
libido e alta fecundidade do jumento, além da passividade da égua para recebé-lo (Miranda et al, 2017).
Até hoje, ndo se sabe qual o tempo exato da origem dos muares, entretanto, 0 mais antigo fossil de hibridos
equideos foi datado em 2800 a.C. (Araujo, 2010).
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Figura 1: Arvore filogenética do género Equus, com inferéncia filogenética baseado em maxima
verossimilhanca (GTR + G + I) e analise bayesiana (GTR + G + 1) com 500 bootstraps. * Corresponde a
bootstraps superiores a 1/100. (Fonte: Vilstrup et al, 2013).

16



3.2. Importancia dos equideos

A populacdo mundial de equideos é de aproximadamente 103 bilhdes de animais, onde, 112
milhdes estdo concentrados em paises em desenvolvimento (FAO, 2014). Estima-se que cerca de 600
milhdes de pessoas em todo o mundo, utilizam estes animais como meios de subsisténcia, para fins
domésticos e comerciais em uma ampla gama de setores, incluindo agricultura, construcdo, turismo,
mineracdo e transporte publico (Valette, 2015).

No entanto, a importancia primaria desses animais, esta diretamente relacionada a movimentagéo
econdmica gerada pela indUstria equidea, que envolve desde setores ligados a nutricio e ao
desenvolvimento de farmacos, até ao comércio e utilizagdo dos animais para trabalho, cultura, esporte,
turismo, entre outros (Lima e Cintra, 2015), tornado a equideocultura um importante componente do
agronegocio mundial.

Nos Estados Unidos, o pais com a maior populagdo de cavalos do mundo, a industria de equideos
produz um valor agregado de 34,5 bilhdes de dolares por ano, sendo responsavel por aproximadamente 445
mil empregos diretos (AHCF, 2017). Na Australia, a movimentagdo econdmica gerada por essa area
corresponde a mais de 6 bilhdes de délares do produto interno bruto (PIB) do pais (RIRDC, 2004). A
indUstria equidea canadense contribui para a economia nacional com mais de 19 bilhGes de délares anuais
e suporta mais de 154 mil empregos (Equine Canada, 2011). No continente Europeu, a indistria equidea
movimenta mais de 100 bilhGes de euros por ano (Orlando, 2015). J& no Brasil, a equideocultura estd em
fase de crescimento, com um rebanho de aproximadamente 7,5 milhdes de animais (IBGE, 2012), o pais
vem movimentando cerca de R$ 16,15 bilhGes de reais por ano (Lima e Cintra, 2015).

Apesar da importancia econémica gerada pelos equideos no mundo todo, as enfermidades que
acometem os animais, atuam como um grande entrave na expansdo da equideocultura por trazerem
prejuizos aos proprietarios e aos criadores interessados na melhoria das ragas e impedir 0 acesso ao mercado
internacional (Almeida et al, 2006). Uma das principais enfermidades que atua como obstaculos ao
desenvolvimento e amplificacdo da equideocultura no mundo é a Anemia Infecciosa Equina (AIE). A AIE
é uma doenca, de distribuicdo cosmopolita, transmissivel, incurdvel e de dificil controle, que acomete os
equinos, asininos (jumentos) e muares (burros e mulas), considerada de notificagdo obrigatoria pela
Organizacdao Mundial de Satde Animal (OIE) (OIE, 2019).

3.3. Etiologia da AIE

Os sinais clinicos da AIE foram relatados pela primeira vez em 1843, sendo a primeira doenca
descrita em equinos, associada a etiologia viral (Vallee & Carré, 1904; Montelaro et al., 1993). A AIE é
causada pelo Equine infectious anemia virus (EIAV), um retrovirus, classificado dentro da subfamilia
Orthoretrovirinae e do género Lentivirus.

Os equideos séo os Gnicos membros da ordem Perissodactlya susceptiveis ao EIAV, sugerindo
que a primeira infeccdo ocorreu apés a sua divergéncia dos rinocerontes e das antas entre 40 a 55 milhdes
de anos atras (Cook et al, 2013).

O EIAV apresenta uma particula viral cilindrica com aproximadamente 115nm de diametro e
um capsideo icosaedro envolvendo duas copias ndo complementares do genoma de RNA (Figura 2A). Apds
a entrada do virus na célula do hospedeiro, 0 genoma viral na forma de RNA sentido positivo, sofre
transcricdo reversa, mediante a acdo da enzima transcriptase reversa, codificada pelo proprio virus,
produzindo DNA de cadeia dupla que se integra ao genoma da célula do hospedeiro, formando provirus
(Poltronieri et al., 2015).

O DNA proviral do EIAV possui 8,2 kpb (Dong et al., 2012; Cook et al, 2013), sendo
responsavel por codificar trés proteinas estruturais: gag, pol e env. Os genes gag e pol sdo sintetizados a
partir de um Unico quadro de leitura aberto (ORF), gerando uma poliproteina, posteriormente clivada em
proteinas individuais. O gene gag é responsavel por codificar as proteinas do core viral p26, p15, p11 e p9;
0 gene pol codifica a transcriptase reversa que atua na sintese de DNA a partir de RNA; a integrasse,
necessaria para a integragcdo do provirus ao genoma do hospedeiro e a protease que é responsavel pela
clivagem da poliproteina gag e gag-pol. O gene env, codifica as glicoproteinas transmembrana (gp45) e de
superficie (gp90), requeridas para a ligagao e penetragdo do virus na célula hospedeira e que atuam também
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como potentes imuno-estimulantes (Li et al., 2005). Inicialmente, o gene env é traduzido em uma Unica
poliproteina e subsequentemente é clivado por endoproteinases celulares (Cook et al, 2013).

Além dos genes estruturais, 0 genoma do virus codifica trés proteinas acessorias: Tat, Rev e S2
que desempenham respectivamente funcBes reguladoras, de protecdo do virus contra as defesas do
hospedeiro e aumento da patogenicidade. (Covaleda, et al., 2009). O genoma viral é ainda flanqueado nas
extremidades por regides de repeticdo (LTRs) contendo sequéncias regulatérias (Cook et al., 2009) (Figura
2B).
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Figura 2: Representacdo esquemdtica (A) da particula do EIAV e (B) das proteinas ndo
estruturais e estruturais, produzidas a partir de poliproteinas precursoras que sdo clivadas por protease (Gag
/ Pol) ou por endoproteinases (SU / TM), assim como a regido de repeticdo terminal longa (LTR). (Fonte:
Cook et al., 2013)

Embora o EIAV seja endémico em todo o mundo, a diversidade e distribuicdo dos isolados
globais sdo mal caracterizados, e relativamente pouco se sabe sobre a origem e disseminagdo pandémica
do virus (Cook et al., 2001; Capomaccio et al., 2012).

Apesar de alguns genomas completos de estirpes do EIAV estarem disponiveis nos bancos de
dados de sequéncias genéticas (GenBank), apenas quatro deles sdo provenientes de isolados de campo. O
EIAV Liaoning, isolado na China (n° de acesso no GenBank AF327877) (Tu etal., 2007), 0 EIAV irelang, isolados
na Irlanda (n° de acesso no GenBank JX480631) (Quinlivan et al., 2013), 0 EIAV miyazaki-20114, is0lado no
Japdo (n° de acesso no GenBank JX003263) (Dong et al., 2012) e 0 EIAVwyoming, iSolado nos Estados
Unidos (n° de acesso no GenBank AF033820) (Petropoulos, 1997).

Os estudos envolvendo a caracterizagdo molecular das estirpes do EIAV disponiveis, apontam
um grau de identidade entre as sequéncias de nucleotideos de >80%. Porém, mesmo com um grau de
similaridade elevado, as analises filogenéticas agrupam as estirpes em quatro clados monofiléticos distintos,
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sugerindo que elas evoluiram independentemente a partir de um ancestral em comum (Liang et al., 2006;
Dong et al., 2013; Quinlivan et al., 2013). Entretanto, a maioria dos estudos de caracterizacdo molecular e
filogenia s&o baseados em clones do EIAVwy, adaptados in vitro ou in vivo e variantes vacinais (Kono et
al., 1970; ; Cook et al., 1998; Leib et al., 2000; Leroux et al., 2001; Wang et al., 2016), sugerindo que a
epidemiologia molecular do EIAV é provavelmente muito mais complexa do que se pensava.

3.4. Replicagéo viral

A infeccdo retroviral, inicia-se quando as glicoproteinas de superficie do virus (SU) séo
reconhecidas e se ligam aos receptores ELR-1 na superficie das células-alvo (Figura 3, n°® 1) (Leroux et al.,
2004). Apos a ligagao, ocorrem mudancgas conformacionais tanto no receptor celular como na superficie
viral, permitindo a fusdo, seguindo do desnudamento do material genético do virus no citoplasma da célula
hospedeira, onde ocorre a sintese de DNA a partir do RNA viral, sob a acdo da enzima transcriptase reversa,
que vem acoplada ao virion (Figura 3, n°® 2, 3 e 4) (Kuritzkes, 2004). Cerca de 24 horas po6s-infec¢do, o
DNA viral é encaminhado para o nucleo celular, onde se integra ao genoma da célula do hospedeiro,
formando provirus (Figura 3, n°5 e 6) (Liu et al., 2016).

Em seguida, o DNA proviral é transcrito pela RNA polimerase Il da célula hospedeira,
produzindo mRNAs virais de diferentes tamanhos (Figura 3, n°® 7). Os mRNAs destinado a sintese das
proteinas Tat, Rev e S2 s&o exportados para o citoplasma (Figura 3, n° 8 e 9), onde sdo traduzidas, a proteina
Tat retorna ao nucleo celular para regular a transcricdo dos demais genes. Enquanto isso, 0s mRNAs
destinados a sintese das poliproteinas estruturais env e gag-pol por serem moléculas muito grandes, ficam
retidas no ndcleo celular, sua migracéo para o citoplasma so6 é permitida via receptor CRM1, que envolve
gasto de energia (Desrosiers, 2007; Musumeci et al., 2015). Para isso, a proteina Rev recém-sintetizada,
retorna ao nucleo e através do seu dominio rico em arginina se liga ao receptor CRM1, permitindo a
liberagdo dos mMRNAs maiores para o citoplasma, onde sdo traduzidos em proteinas estruturais e atuam na
montagem de novas particulas infecciosas (Pollard e Malin, 1998). O RNA gendmico é incorporado ao
complexo nucleoproteina, produto da transcri¢do dos genes gag-pol e ap6s o fechamento da nucleoproteina,
0 EIAV é envelopado passando pelo processo de brotamento e maturagdo, seguido de liberagdo de novas
particulas virais que, ap6s maturacdo, podem infectar novas células-alvo (Figura 3, n° 10, 11, 12 e 13)
(Desrosiers, 2007).
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Figura 3: Representagdo esquematica do ciclo de replicacdo do EIAV na célula hospedeira.
Adaptado de Musumeci e colaboradores, (2015).
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3.5. Epidemiologia

A AIE é considerada uma doenca de varidvel morbidade e mortalidade, uma vez que fatores
como: a presenca de insetos vetores, a densidade populacional de equideos, as praticas de manejo e as
condicOes ecoldgicas ambientais, atuam diretamente na epidemiologia da doenca (Richeter, 1999).

O EIAV possui distribuicdo mundial, mas a sua prevaléncia é bem variada em diversas regides
do mundo. Como o indice de prevaléncia da doenca é baseado nos resultados dos testes de diagndstico, que
na maioria das vezes é aplicado em animais destinados a comercializagdo, participacdo em eventos
agropecuarios e exposic¢des (Oliveira, 2016), acredita-se que os dados que refletem a presenca da AIE no
mundo estejam subestimados.

Estudos demonstram que a prevaléncia média da AIE na América do Sul varia de 2 a 3%. Em
algumas fazendas na Argentina e nos haras brasileiros que abrigam equideos de alto valor zootécnico, esses
valores sdo ainda menores (Reis e Cook, 2014; Almeida et al., 2017).

No entanto, em regides do Brasil, como o Pantanal Mato-grossense, a Ilha de Marajd, no Para e
o norte do Estado de Minas Gerais, a AIE é considerada endémica. O Gltimo levantamento epidemioldgico
apontou uma soroprevaléncia de 38,6% no Pantanal (Nogueira et al., 2017), 24,06% na llha de Marajo
(Freitas et al., 2015) e 7,4% no norte de Minas Gerais (Almeida et al., 2006). A elevada prevaléncia da
doenga nessas regides é reflexo das condi¢des geoclimaticas dos locais que sdo favoraveis a sobrevivéncia
dos insetos vetores que propagam o virus entre os equideos (Franco e Paes, 2011).

Ao considerar que a AIE é uma doenca infecciosa entre os equideos, Scott (1919), citado por
Knowles (1984) sugeriu que os animais diagnosticados como soropositivos fossem imediatamente
eutanasiados. Entretanto, em areas endémicas como o Pantanal sul mato-grossense, dos animais infectados,
cuja maior parte do efetivo sdo de servico, inviabilizaria a pecudria extensiva que é a principal atividade
econdmica da regido. Essa realidade levou ao surgimento de um programa de prevencéo e controle da AlE,
que se baseia na identificacdo através dos testes de diagnostico, segregacdo dos animais positivos dos
negativos e monitoramento peridédico desses animais por meio de exames soroldgicos (Issel e Foil, 1984;
Silva et al., 2001).

A transmissdo do EIAV ocorre pela inoculagdo do sangue de um animal infectado em um animal
sadio (OIE, 2013). Na natureza, a disseminacédo do virus ocorre através dos repastos sanguineos realizados
por vetores mecanicos, especialmente do género Tabanus (Hamkins, 1976). Para que a transmissao ocorra,
a alimentacdo inicial deve ser interrompida, e a mosca deve encontrar um segundo hospedeiro a menos de
50 metros de distancia (Issel e Foil, 1984). Entretanto, o volume de sangue retido no aparelho bucal dos
insetos, 0 tempo necessario para encontrar um segundo hospedeiro e as cargas virais associadas ao sangue
do animal infectado sdo fatores limitantes dessa via de transmissao (Reis e Cook, 2014). Portanto, para que
a disseminacdo do EIAV realizada por vetores mecénicos seja eficiente, é necesséario a presenca de um
hospedeiro inicial com altos titulos virais e um local que possui tanto uma alta densidade de insetos vetores
como de equideos susceptiveis (Cook et al., 2013; Issel et al., 2014).

Contudo, uma outra forma de disseminacdo viral muito importante ocorre pelo
compartilhamento de agulhas, instrumentos cirirgicos ou acessorios equinos contaminados sendo, nestes
casos, 0 homem atuando como vetor principal. (Mealey, 2007). Esse mecanismo de transmisséo, vem sendo
associado aos recentes surtos da doenga em paises onde a ocorréncia da AIE era baixa, devido a habitos
deficientes em biosseguranga no manejo dos animais (Oliveira et al., 2017).

Enguanto no volume de sangue retido no aparelho bucal de insetos hematdfagos que corresponde
a aproximadamente 1x10° mL, a viabilidade do EIAV é de até 4 horas, o volume de sangue mantido em
uma agulha hipodérmica pos-coleta, pode variar de 0,05 a 0,1 mL e a viabilidade do virus dura em média
96 horas (Reis e Cook, 2014). Logo, a transmissdo via iatrogénica é cerca de 1 a 10 mil vezes mais eficiente
guando comparada a forma natural de transmissdo da doenca.

No ano de 2006, em um hospital veterinario da Irlanda, 13 cavalos e 2 potros inicialmente
diagnosticados como negativos para AIE, se soroconverteram apds entrarem em contato com uma égua
infectada pelo EIAV, que apresentava um quadro de hemorragia intensa (Cullinane et al., 2007). Além
disso, um estudo realizado com 77 cavalos romenos diagnosticados como positivos para AlE, identificou a
presenca de lesdes pulmonares, condizentes com uma pneumonia intersticial linfoide associada a expressdo
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de protéinas do EIAV em macrofagos, células endoteliais e em células epiteliais no pulméo dos animais
infectados (Bolfa et al., 2013). A partir desses dados, levantou-se a possibilidade da transmissdo do EIAV
ocorrer por outras vias que vao além da inocula¢do do sangue de um animal infectado em um animal sadio,
como pela inalacdo de particulas virais aerossolizadas, entretanto tais suspeitas ainda se encontram sobre
investigacao.

3.6. Sinais clinicos

O curso clinico da infeccdo pelo EIAV é bem elucidado em equinos (Equus caballus), e a
intensidade dos sinais clinicos podem variar de acordo com a quantidade de virus que é transmitida de
animal para animal e a viruléncia da estirpe infectante (Cook et al., 2003).

Em geral, uma vez, que o animal € infectado pelo EIAV, o curso clinico da doenca se desenvolve
em trés fases: fase aguda, fase cronica e fase inaparente (Figura 4).

A fase aguda inicial, pode ocorrer de 7 a 30 dias pds-infec¢do, onde ocorre um pico de viremia
associado ao plasma, desenvolvendo no animal um quadro clinico de febre, trombocitopenia, letargia e
inapeténcia (Issel e Coggins, 1979; Sellon, 1993). No entanto, estes sinais podem estar completamente
ausentes ou limitados apenas a sintomas febris leves. Em casos mais graves, o animal pode desenvolver
petéquias, anemia hemolitica e epistaxe (Issel et al., 2014).

A fase cronica da doenca pode acorrer até 12 meses pds-infeccdo, e desenvolve no hospedeiro
uma viremia recorrente e ciclos de anemia com perda de peso, edema, trombocitopenia e, eventual
desenvolvimento de sinais clinicos neuroldgicos como ataxias ou encefalites (Issel e Coggins, 1979;
Montelaro et al., 1993; Leroux et al., 2014).

Com o passar do tempo, os episddios de viremia referente a fase cronica, diminuem
progressivamente e 0s animais evoluem para um estagio inaparente da doenca, onde a viremia é dificilmente
detectavel e a replicagdo viral ocorre somente em macrofagos associados a tecidos, com auséncia de sinais
clinicos. (Oaks et al., 1998; Harrold et al., 2000; Dong et al., 2012). Mais de 95% dos animais infectados
com EIAV se tornam portadores inaparentes e constituem as principais fontes de infec¢do para animais
sadios (Montelaro et al., 1993).
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Figura 4: Cinética do curso clinico da AIE correlacionando a temperatura corporal (vermelho),
contagem de plaquetas (azul) e a carga de RNA viral no plasma durante as fases da doenca. *Episodio
febril: temperatura retal maior que 39°C; trombocitopenia: valores abaixo de 105.000 plaquetas/uL de
sangue e viremia: quantidades maiores que 10° copias de RNA/mL de plasma. (Fonte: Issel et al., 2014).
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3.7. Resposta imune do hospedeiro

O primeiro controle da carga viral plasmatica é exercido por linfdcitos T citotoxicos (CTL) e
anticorpos nao neutralizantes contra as glicoproteinas de superficie (gp90), transmembrana (gp45) e
proteina do core viral (p26) (Hammond et al., 1999), que conseguem controlar a replicacdo inicial do virus
e tornar ausente os sinais clinicos.

Com o controle da viremia inicial, o sistema imune adaptativo do hospedeiro exerce uma pressdo
seletiva sobre o virus induzindo a mutagdes na regido SU do gene env, que corresponde ao grupo
imunodominante responsaveis por ativar a resposta imune do hospedeiro (Cervantes et al., 2016). Nesse
caso, passa a surgir novas variantes do EIAV antigenicamente distintas que ndo sdo mais reconhecidas pela
resposta imune gerada no episddio anterior, obrigando o animal a entrar em um constante ciclo de
‘atualizagdo’, para que o Seu sistema imunoldgico responda ao surgimento de cada nova variante
(Hammond et al., 1999; Mealey et al., 2007).

Entretanto, este ciclo é rompido pela maturagdo e amplificagdo da resposta imune. Os linfécitos
CTL passam a reconhecer uma maior quantidade de epitopos, os anticorpos neutralizantes adquirem uma
especificidade mais genérica e 0s anticorpos ndo neutralizantes desenvolvem interagdes com alta avidez
frente a epitopos predominantemente conformacionais (Hammond et al., 1999; Reis e Cook, 2014). Com
isso torna-se extremamente dificil escapar da vigilancia imunoldgica do hospedeiro (Cook et al., 2013).
Nesse caso, 0 animal ndo consegue eliminar o virus por completo, mas restringe sua replicacao aos tecidos,
abaixo do limiar de provocar doenga clinica.

3.8. Patogénese da doenga

Os sinais clinicos da AIE sdo mediados por citocinas pré-inflamatdrias, como o fator de necrose
tumoral - a (TNF-a), interleucina - 6 (IL-6) e o fator de transformac&o de crescimento - § (TGF-B), quando
as cargas virais associadas ao tecido atingem o limiar critico de 5x107 a 1x108 copias/mL (Cook et al.,
2003).

Uma vez liberadas, a IL-6 e 0 TNF-o ativam a cascata do &cido araquidénico promovendo o0
aumento da Prostaglandina E2, além disso 0 TNF-o regula negativamente o processo de eritropoiese, esse
conjunto de fatores induz um quadro febril e anémico no hospedeiro (Dufour et al., 2003; Felli et al., 2005).
Ja 0 TGF-B é capaz de suprimir o crescimento de megacaridcitos equinos, gerando uma queda na quantidade
de plaquetas circulantes (Tornquist e Crawford, 1997).

Embora as citocinas pro-inflamatdrias ocupem um papel de destaque no desenvolvimento de
sinais clinicos da AIE em equideos infectados, a presenca de imunoglobulinas também esta diretamente
envolvida na patogénese da doenca, isso porque a trombocitopenia induzida pela expresséo de TGF-f, causa
0 aumento dos IgGs e IgMs associado as plaquetas, causando a deposi¢do de imunocomplexos e
subsequente destruicdo das plaquetas por fagécitos mononucleares, principalmente no bago e no figado
induzindo a esplenomegalia e hepatomegalia (Clabough et al., 1991). Além disso, proteinas do
complemento C3 se ligam a subunidades de hemaglutinina viral depositadas na superficie dos eritrdcitos,
induzindo a fagocitose celular, causando o agravando do quadro de anemia gerado pela expressdo de TNF-
a.e o deposito de hemossiderina em macréfagos dos ganglios linfaticos, figado e bago (Cheevers e McGuire,
2016).

A longo prazo, equideos persistentemente infectados podem desenvolver glomerulopatias
ocasionadas pela deposicdo de imunoglobulinas e proteinas do complemento C3 nas membranas basais e
areas mesangiais dos rins (Henson e McGuire, 1971; Cook et al., 2013).

3.9. Diagnostico da AIE

O diagndstico laboratorial assume um papel decisivo no controle e prevencéo da doenga, uma
vez que a AIE ndo tem nem tratamento e nem vacina eficaz, portanto, seu controle ocorre basicamente pela
identificacdo, segregacdo e/ou eutanasia dos animais diagnosticados como positivos (OIE, 2013).
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O método oficial para o diagndstico da AIE é o teste de Coggins ou Imunodifusdo em Gel de
Agar (IDGA) que detecta anticorpos anti-p26 (Brasil, 2004; OIE, 2013). Um teste altamente especifico e 0
Unico que ja provou estar correlacionado com a presenca do virus no animal (Coggins et al., 1972). Porém,
apesar de altamente especifico o IDGA é pouco sensivel, o que eleva o nimero de diagnésticos com
resultados falso-negativos.

Visto isso, para melhorar a acuracia do diagnoéstico, desde 1980, o USDA (United States
Departament of Agriculture) aprovou o uso dos Ensaios de Imunoabsor¢do Enzimaticas (ELISASs) (Suzuki
et al., 1982), como teste de triagem, devido a sua alta sensibilidade. Estudos demonstraram que o ndimero
de animais positivos para a AIE aumentou em 17% quando as amostras de soro foram inicialmente testadas
por ELISA ao invés do IDGA (Scicluna et al., 2013).

Nesse sentido, no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
aprovou em 2014 a portaria n® 378, revogada em 2018 pela instru¢do normativa 52, que autoriza o0 uso do
ELISA para o diagnostico de AIE (Brasil, 2018). Alguns testes de ELISA descritos ja mostraram maior
sensibilidade do que o IDGA para o controle eficiente da AIE no Brasil (Reis et al., 2012; Naves et al.,
2018). No entanto, o mesmo deve ser utilizado apenas como método de triagem e todas as amostras com
resultados positivos devem ser novamente testadas pelo IDGA. Em caso de desacordo entre ambos 0s testes,
o resultado obtido no IDGA prevalece (Cursino et al., 2018).

Paises como os Estados Unidos, a Irlanda e a Italia, adotaram para AIE o diagnostico em trés
niveis, onde todas as amostras sdo inicialmente rastreadas por testes de ELISA e aquelas com resultados
positivos sdo confirmados por IDGA, em casos de desacordo entre os resultados do ELISA e do IDGA ¢
utilizado o ensaio de immunoblot, como um teste suplementar, para fechar o diagnostico final (Issel et al.,
2014). O teste de immunoblot provou ser altamente sensivel e capaz de detectar anticorpos dirigidos contra
os trés principais antigenos do EIAV (p26, gp90, gp45) (Issel et al., 2013).

Mesmo com a alta acuracia gerado pelo emprego do diagndstico em trés niveis, a utilizacdo de
técnicas soroldgicas ainda possui a desvantagem do atraso entre a exposi¢do a um patdgeno e o
desenvolvimento de respostas humorais detectaveis. Como as taxas iniciais de replicacdo do EIAV sé&o
frequentemente altas, os equideos infectados podem representar um eminente risco de transmissao muito
antes de se tornarem soropositivos (Cook et al., 2013).

Na tentativa de solucionar esse problema, varios métodos moleculares baseados na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do RNA viral ou DNA proviral no sangue total dos equideos,
foram descritos e avaliados como um possivel método de diagndstico promissor (Quinlivan et al., 2007;
Cappelli et al., 2011; Dong et al., 2012), entretanto 0 uso destas técnicas foi restringido pela necessidade
de iniciadores e sondas destinados a regifes altamente conservadas do genoma viral. Contudo, ndo se
conhece ainda toda a extensdo da variacdo genética entre 0s isolados de campo do EIAV (Craigo e
Montelaro, 2013). Além disso, alguns portadores inaparentes mantém as cargas virais abaixo do limite de
deteccdo dos ensaios baseados em PCR atualmente descritos (Cook et al., 2013), devido a isso, 0 uso dos
métodos moleculares para o diagnostico de animais positivos para a AIE é inviavel até o presente momento.

3.10. Normas para transito de animais

O transporte dos animais muitas vezes é responsavel pela incidéncia ou reincidéncia de doencas
em um rebanho. Devido a isso, para trénsito de aves, animais aquéaticos, bovinos, bubalinos, caprinos,
ovinos, suinos e equideos, o condutor deve, obrigatoriamente, estar de posse da Guia de Transito Animal
(GTA).

A GTA é um documento oficial e de emissdo obrigatéria exigido para circulacdo de animais
intradistrital e/ou interestadual para qualquer finalidade, seja reproducdo, exposicdo, feira, leildes, esporte
entre outros e deve ser emitida por médicos veterinarios oficiais responsaveis pela assisténcia aos rebanhos
de onde se originam os animais, registros do estabelecimento de procedéncia e cumprimento das exigéncias
de ordem sanitéaria estabelecidas para os equideos (Facin, 2011).

A emissdo da GTA para transito de equideos é condicionada a apresentagdo do resultado do teste
sorolégico de IDGA com o resultado negativo para AIE, emitido por laboratérios oficiais ou credenciados.
Se o trénsito dos animais for de forma permanente, o teste diagnéstico deve ser realizado 30 dias antes do
embarque, caso a importacdo seja de forma temporéria, o prazo para realizagdo dos exames é de 90 dias
antes do transporte dos mesmo, além disso, os animais ndo devem apresentar nenhum sinal clinico
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caracteristico da AIE, nas 48 horas que antecedem o embarque. Ademais, todos os equideos importados
devem ter um Certificado Oficial de Inspecdo Veterinaria, constanto a auséncia de casos de AlE, associado
a quaisquer instalaces onde os animais foram mantidos durante os trés meses anteriores ao embarque (OIE,
2018).

No Brasil, a validade do resultado negativo do exame para AIE em equideo originados de uma
propriedade controlada é em média 180 (cento e oitenta) dias, entretanto, em caso de transito ou
permanéncia do animal em propriedades ndo controladas, a validade do teste diagndstico podera ser
reduzida para 60 (sessenta) dias, a contar da data de coleta da amostra. Inicialmente a coleta de sangue é
realizada por médicos veterinarios requisitantes, responsaveis pelo animal e encaminhado a laboratérios
oficiais ou credenciados. O resultado negativo é encaminhado aoc médico veterinario requisitante ou ao
proprietario do animal. Todavia, caso o equideo apresente resultado positivo no teste sorologico de IDGA,
o0 laudo é imediatamente encaminhado ao Servico de Sanidade Animal (SSA) da Delegacia Federal de
Agricultura (DFA) da Unidade Federativa (UF), que se torna responsavel pelo reteste do animal, realizado
em laboratério oficial, com amostra coletada pelo servico oficial. O proprietario também pode exigir um
contraprova no mesmo laboratorio responséavel pelo primeiro exame (Figura 5). Até a classificagdo final o
animal permane isolado. Com o diagndstico positivo na contraprova, a eutanasia do equideo infectado é
comumente adotada (Brasil, 2004).

Animais destinados ao abate estdo isentos da apresentacdo de exame negativo para AIE, devendo
ser transportados em veiculo lacrado, com lacre numerado afixado pelo veterinario emitente ou pelo servigo
veterinario oficial do estado de origem e conferido pelo servico veterinario no abatedouro de destino (Migon
et al, 2017).
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médico veterinirio requisitante

|
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VAN

RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
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Figura 5: Fluxograma do protocolo estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), para controle e prevencdo da AIE em animais destinados a transito interestadual.
*SSAJ/UF: Servico de Sanidade Animal da Unidade Federativa.

3.11. Tropismo viral

Uma vez no hospedeiro, o EIAV infecta a linhagem tecidual mondécito/macréfago, que séo
células permissiveis e susceptiveis ao virus. Até 0 momento, essa é a Unica linhagem celular dos equideos
descrita que possui 0 Receptor de Lentivirus Equino - 1 (ELR-1), diretamente associado a entrada do EIAV
nas células-alvo do hospedeiro (Leroux, et al., 2004).

Uma vez no animal, o alvo primario do EIAV sdo os mondcitos disponiveis na corrente
sanguinea, medula 6ssea e baco. Apesar de permitir a entrada do virus, 0s monécitos ndo possuem todos 0s
fatores de transcricdo que sdo necessarios para a replicagdo viral (Desrosiers, 2007). Entdo, induzido por
um processo inflamatdrio, que causa expressdo de citocinas especificas e de receptor de fator de
crescimento hematopoiético (Csfrll), os mondcitos migram para os tecidos onde se diferenciam em
macrofagos ou em células dendriticas, células capazes de sintetizar as proteinas virais e gerar novas
particulas infecciosas (Sellon, 1993; Maury, 1994; Geissmann et al., 2010).

A maior quantidade de antigenos virais e de material gendmico do EIAV foi encontrado em
6rgédos com quantidades consideraveis de macréfagos teciduais, como: baco, medula éssea, figado, pulmdes
e linfonodos (Montelaro et al., 1993; Sellon, 1993; Oaks et al., 1999; Harrold et al., 2000). Entretanto, um
estudo realizando por Bolfa e colaboradores (2013) identificou uma grande expressdo de proteinas virais
em células epiteliais bronquiolares, alveolares e em células endoteliais dos pulmdes de cavalos infectados
com o EIAV, na Roménia. Um outro estudo, detectou a presenca de material genético e de proteinas
estruturais do EIAV em célula endoteliais do figado, bago, rins e intestino de cavalos infectados
experimentalmente, sugerindo que ocorre replicagéo produtiva do virus em outras linhagens celulares além
dos mondcitos/macrofagos (Maury et al., 1998; Oaks et al., 1999), mas, a importancia da infeccdo das
células endoteliais para a patogenia ou persisténcia do EIAV no hospedeiro ainda nao foi esclarecida.

Apesar da AIE ser a primeira doenga viral descrita, associada a familia Equidae, a patogénese
do virus ainda é mal elucidada, pois o cultivo primario a partir de mondcitos e macréfagos é dificilmente
mantido in vitro e as estirpes do EIAV que foram adaptadas em linhagens continuas como de Derme Equina
- ED (Malquist et al., 1973), de Rim de Feto Equino - FEK (Kono e Yoshino, 1974), de Derme de Feto de
Jumento - FDD (Shen e Whang, 1985) e de células fibroblasticas caninas e felinas transformadas (Benton
et al., 1981; Bouillant et al., 1986; Hines e Maury, 2001) ndo desenvolvem quaisquer efeitos citopaticos
(Malmquist, 1973). Além disso, a utilizacdo de métodos moleculares como os ensaios de PCRs e de
hibridizacbes in-situ, para estudos acerca da patogenia da doenga tornam-se invidveis pela falta de
conhecimento acerca da variabilidade genética do virus que aparentemente sofrem variagdes significativas
de acordo com sua distribui¢do geografica (Capomaccio, et al., 2012).

Contudo, sabendo dos impactos econdmicos que a AIE gera na equideocultura, por se tratar de
uma doenga incuravel e que comumente obriga a eutanasia dos equideos diagnosticados como positivos ou
exige estratégias de segregacdo e monitoramento desses animais (Issel et al.,2014), a compreensdo do
mecanismo de interacdo virus-hospedeiro € essencial para o desenvolvimento de métodos de diagndsticos,
vacinas e medicamentos que possam ser utilizados no controle e prevencao da doenca.

Neste sentido, 0s ensaios imuno-histoquimicos vém sendo amplamente utilizados para esclarecer
os tropismos teciduais de agentes infecciosos, durante a progressao da doenca. Recentemente, essa técnica
foi utilizada para elucidar a patogénese de bactérias como Clostridium novyi em pdneis (Davies et al., 2017)
e de virus como o Bovine herpesvirus type 5 em bovinos experimentalmente infectados (Cagnini et al.,
2015).

3.12. Defini¢do da técnica imuno-histoquimica
O conceito de usar anticorpos marcados com enzimas, capazes de liberar uma colorag¢do quando

submetidas a uma reacdo insolUvel, para localizar antigenos teciduais, foi primeiramente descrito por Coons
e colaboradores (1941) e marcou o nascimento da técnica de imuno-histoquimica (IHQ).
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Embora a IHQ, tenha sido inicialmente utilizada apenas para a caracterizacdo de neoplasias, 0
desenvolvimento de reagentes sensiveis, juntamente com a introducdo da recuperacdo de antigenos
induzida pelo calor (Leong e Leong, 2006), rapidamente estendeu a utilizacdo da IHQ para diagnéstico
(Njaa et al., 2000; Ruiz et al., 2005), prognostico (Hagenbeek et al., 2009; Hans et al., 2004), tomada de
decisdes terapéuticas (Gown et al., 2008) e na compreensdo da patogénese de diversas doencas (Cagnini et
al., 2015; Davies et al., 2017), preenchendo a lacuna entre a histopatologia classica e a patologia molecular.

As principais vantagens do método sdo o custo baixo, a rapidez em gerar resultados e a alta
sensibilidade (Capper et al, 2011). Além disso, a detecgdo de antigenos nos tecidos pode ser associada a
alterac@es histopatoldgicas, 0 que permite uma analise espacial com maior precisdo (Guirado et al, 2018).

Ao contrario da medicina humana, a aplicacdo da técnica de IHQ na medicina veterinaria ainda
é restrita devido a disponibilidade reduzida de marcadores celulares e de anticorpos especificos contra
agentes infecciosos. Especialmente no diagndstico de tumores, a maioria dos laboratérios utilizam de
anticorpos desenvolvidos para tecidos humanos que sao insuficientemente validados para espécies animais
de pequeno e grande porte (Ramos-Vara et al., 2008). Com isso, 0s protocolos e 0s anticorpos utilizados na
execucdo da técnica ndo sdo uniformes entre os laboratorios.

3.13. Caracterizacdo da técnica imuno-histoquimica

A técnica de IHQ é dividida em trés fases: a primeira fase é chamada de pré-analitica, seguindo
da fase analitica e finalizando com a fase pds-analitica.

Na fase pré-analitica, as amostras sdo coletadas, por biopsias, necropsias ou puncdes e
imediatamente colocadas em solucgdes contendo fixadores quimicos, desidratadas em xilol, seguindo de
banhos em crescentes concentrac@es de alcool e emblocadas em parafina histologica.

Os fixadores quimicos, interrompem a degeneracao, a autélise e o deslocamento de constituintes
celulares causados pela remocéo do tecido de sua fonte original.

(Ramos-Vara e Miller, 2014). A formalina ¢ o fixador quimico mais utilizado e os tecidos sédo
na maioria das vezes armazenados em blocos de parafina, que apesar de manter os antigenos estaveis
durante anos, afetam negativamente a detec¢do de nucleotideos por técnicas moleculares (Seidu et al.,
2013).

Os tecidos emblocados sdo subsequentemente seccionados e colocados sobre laminas
polarizadas, garantindo a sua aderéncia (Sanchez-Cordon et al., 2010).

Posteriormente, se inicia a fase analitica que envolve todos os procedimentos realizados até a
etapa de contra coloracdo das sec¢fes. Primeiramente todo o resquicio de parafina é retirado dos tecidos
pela acdo do calor, submetendo as sec¢des a temperaturas de 90°C, seguindo de banhos de xileno e
hidratacdo dos tecidos, apds diversos banhos em concentragdes decrescentes de alcool.

Apesar de conservar a estrutura tecidual, os fixadores quimicos reagem com o0s antigenos
teciduais e induzem modificagdes fisico-quimicas, “camuflando” os epitopos que passam a ndo ser
identificados pelos anticorpos (Scalia et al., 2017) (Figura 6). Sendo assim, deve ser realizado a recuperagédo
antigénica que atua no desmascaramento dos antigenos de interesse. Essa etapa pode ser realizada por
clivagem proteolitica mediante a adicdo de proteases (Battifora e Kopinski, 1986) ou por aquecimento das
seccOes mergulhadas em tampdes salinos, capazes de reverter as modificagBes tridimensionais sofrida pelas
proteinas e inibir a acdo de ions de célcio ligados aos tecidos que podem esconder algum outro antigeno
durante a fixacdo (Morgan et al., 1994).

Apos a recuperacao antigénica, segue-se com a etapa de bloqueio das ligagdes inespecificas e de
enzimas enddgenas, evitando as imunocoloragcfes de segundo plano que podem ocorrer por interacGes
ibnicas e hidrofébicas dos anticorpos secundarios a sitios anidnicos teciduais ou pela presenca de enzimas
endogenas, principalmente peroxidases, que reagem com anticorpos conjugados com a enzima horseradish
peroxidase (HRP). A utilizagdo de detergentes ndo idnicos (Triton X-100 a 0,5%) ou de proteinas inertes
tais como soro fetal bovino, albumina bovina e caseina competem com os sitios de ligagdo e reduzem as
absorcoes inespecificas. Da mesma forma, a adi¢do de peroxido de hidrogénio (H2O,) sobre as seccdes,
resulta na inativagao irreversivel da peroxidase enddgena (Vieira et al., 1998; Boenisch, 2001; Kim et al.,
2003; Renshaw, 2006).

A etapa subsequente, envolve a adi¢do de anticorpo primario, que se liga especificamente ao
antigeno na amostra de interesse. Os anticorpos utilizados podem ser monoclonais (mAc), derivados de um
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Unico clone de células B, produzidos pela técnica de hibridoma (Kohler e Milstein, 1976) ou policlonais
(pAc), produzidos mediante a imunizacdo de coelhos, ratos, cavalos, burros, entre outros, com o antigeno
purificado ou com o préprio agente infeccioso (Hanly et al., 1995).

Os mAcs possuem maior especificidade quando comparado aos pAcs, no entanto, a sua producao
é extremamente dispendiosa e cara, por isso, é comum utilizar pAcs, que além de serem mais baratos, sdo
capazes de amplificar a deteccdo de antigenos por reconhecer multiplos epitopos (Ramos-Vara e Miller,
2014).

Altered secondary has no effect on linear epitope

Figura 6: Desenho esquemético demonstrando a recuperacdo antigénica realizada em (A)
proteinas nativas e em (B) peptideos in vitro sob a¢do de fixadores quimicos que causam mascaramento
dos epitopos. (Fonte: Sompuram et al., 2006)

Em seguida, adiciona-se o conjugado (anticorpos secundarios marcados com uma enzima), com
especificidade para os anticorpos primarios. Os marcadores enzimaticos mais utilizados séo a fosfatase
alcalina (AP) e horseradish peroxidase (HRP), que pode estar ligado aos anticorpos secundarios de uma
forma simples (uma enzima conjugada a um anticorpo), na forma de polimeros (grande quantidade de
enzimas e anticorpos ligados a uma macromolécula central) ou acoplado a um complexo avidina-biotina.

27



As enzimas oxidam diretamente 0s cromdgenos que sdo adicionados posteriormente, causando alteracGes
na coloragdo do sistema. O cromégeno mais utilizado é o 3,3 - diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB)
gue combinado ao perdxido de hidrogénio (H202), gera um precipitado castanho/bronze insoltvel em alcool
e em outros solventes organicos (Ferro, 2013) (Figura 7). Apos a coloracdo do antigeno alvo, as seccdes,
sdo submetidas a uma coloracdo secundaria com hematoxilina, para fornecer contraste que ajuda na
identificacdo da coloracdo primaria mais distinta (Ramos-Vara e Miller, 2014).

A realizagdo de lavagens completas entre todas as etapas da IHQ é fundamental para garantir a
qualidade do teste, pois nesse processo ocorre a remog¢ao do excesso de reagentes ndo ligados, reduzindo o
background. As lavagens devem ser realizadas com tampé&o fosfato-salino (PBS) em pH entre 7,2 e 7,4, por
serem solucgdes isotdnicas, onde sua concentracdo de ions e sua osmolaridade se iguala a dos fluidos dentro
das células, evitando 0s processos osmoticos que causaria destrui¢do celular e inviabilizaria a utilizagéo
dos tecidos.

A fase pos-analitica inclui a analise dos resultados e avaliacdo dos controles positivos e
negativos (Ramos-Vara e Miller, 2014).
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Figura 7: llustracdo do sistema de deteccdo por imuno-histoquimica indireta (A) simples e
utilizando (B) polimeros. *DAB: 3,3 - diaminobenzidina tetrahidrocloreto; HRP: horseradish peroxidase.
(Fonte: Kim et al., 2016)

4, MATERIAL E METODOS
4.1. Implicagdes Eticas

Conforme o oficio circular 001/17, emitido pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), ndo existe necessidade de obter a autorizacdo da
CEUA para a manipulagéo de animais ndo vivos (Anexo 1). Os espécimes teciduais assim como as amostras
de sangue utilizadas nos experimentos seguintes, pertenciam ao banco de amostras do Departamento de
Ciéncia Animal da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossor6 — RN, sob
responsabilidade do Professor Dr. Sidnei Miyoshi Sakamoto, que assinou um termo de doacdo das
amostras, tornando-se ciente de sua participacao no estudo (Anexo 2).

4.2. Obtencao das amostras

Amostras teciduais do baco, figado, linfonodo, medula 6ssea, pulmdes, rins e testiculos, assim
como amostras de sangue total, de seis equideos, provenientes da fazenda de recolhimento do municipio de
Apodi, Rio Grande do Norte, Brasil, foram cedidos pelo Professor Dr. Sidney Miyoshi Sakamoto da
Universidade Federal Rural do Semidrido (UFERSA) para o desenvolvimento do ensaio imuno-
histoquimico.
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Dos 6 animais, 5 (1 cavalo e 4 mulas) foram diagnosticados como positivos para AIE pelos testes
soroldgicos ELISA rgp45 (Naves et al., 2018) e IDGA (Laboratérios Bruch) e 1 égua foi diagnosticada
como negativa (Tabela 1). Conforme informado pelos pesquisadores responsaveis pelo diagnéstico dos
animais, apenas 0 cavalo se encontrava com manifestaces clinicas da doenca, parte dos fragmentos
teciduais do mesmo, foram armazenados em RNA later para futura analise molecular e o restante foi fixado
em formalina 10% para analises histolégicas futuras.

Todos os tecidos coletados dos demais animais positivos para AIE, mas sem sinais clinicos,
assim como do animal negativo, foram imediatamente fixados em formalina a 10% por 72 horas. Apds este
intervalo, os tecidos foram transferidos para tubos falcon de 50 mL contendo alcool 70% para garantir a
melhor preservacdo dos fragmentos.

Tabela 1: Identificacdo dos animais quanto a raca, sexo e resultado dos testes diagndsticos.
Informagdes cedida pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Professor Dr. Sidnei Miyoshi Sakamoto
(UFERSA).

Diagndstico para AIE

1d. \ Espécie Sexo ELISA rgp45 IDGA p26
FAZ \ Equino Macho Positivo Positivo
PO \ Equino Fémea Negativo Negativo
03 \ Muar Macho Positivo Positivo
07 \ Muar Fémea Positivo Positivo
12 \ Muar Fémea Positivo Positivo
13 \ Muar Fémea Positivo Positivo

4.3. Diagnostico molecular dos tecidos

As amostras teciduais que estavam armazenadas em RNA later, foram submetidas a extra¢do do
RNA total, utilizando o reagente trizol, seguindo de PCR, para detec¢éo do virus nos tecidos.

Os fragmentos coletados, foram excisados e macerados na propor¢do de 1:9 em solugdo
salina/tampéo fosfato (PBS), e posteriormente foi adicionado 600 pL de Trizol (Invitrogen) e 300uL de
cloroférmio (Merck-Milipore), intercalados por centrifugagdo. Apos o processo, a fase liquida transparente
foi retirada e 500 pL de isopropanol (Merck-Milipore) foi acrescentado, o produto foi armazenado a -20°C,
overnight, apos centrifugado, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de etanol
75% (Sigma-Aldrich), apds uma nova centrifugacdo, o liquido foi descartado e o RNA total resultante, foi
diluido em 50 L de agua ultrapura (Sigma-Aldrich).

O produto da extragdo dos tecidos, apds sintese de cDNA, foi submetido a PCR convencional
para o gene normalizador gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), a fim de comprovar a eficiéncia
da extracdo, utilizando os iniciadores e o protocolo descrito por Harrold e colaboradores (2000).

Para verificar a presenca do genoma do EIAV no produto da extragdo, as amostras foram
submetidas a uma nested PCR (nPCR) para a regido gag, conforme descrito por Cappelli e colaboradores
(2011) (Tabela 2).

Tabela 2: Iniciadores utilizados na nPCR para regido gag do EIAV.

Iniciadores

Gene 5-3) Amplicon Referéncia
Gag F GACATGGAGCAAAGCGCTCA 5470b
1% reacdo R CTGCCCAGGCACCACATCTA P )
Cappelli et al., 2011
Gag F GTGGGCGCTAAGTTTGGTG 3130
23 reaéo R TTTCTGTTTCCAGCCCCATC P

Na primeira reacéo, utilizou-se 5 pL de cDNA em um volume final de 25 pL, contendo 1,25 Ul
de Go Taqg Flexi DNA polimerase (Promega), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada primer € 0,2 mM de cada
dNTP. Para a segunda reacdo utilizou-se o volume de 3 pL da primeira reagdo, seguindo com as mesmas
concentragdes de reagentes utilizados na etapa anterior. As condicGes de temperatura e tempo, tanto do
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primeiro estagio da PCR, quanto na nested foram idénticas, sendo: 94°C; 3’; 30 ciclos de 94°C, 20°’; 62°C,
30°’; 72°C, 30” e 72°C, 7°. Os amplicons da primeira e da segunda reacdo foram submetidos a corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,0 %. As bandas foram recortadas e purificadas, utilizado o kit
GenElute™ Extraction Kit (Sigma Aldrich), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante e encaminhadas
para sequenciamento. O resultado do sequenciamento foi analisado no programa BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.2.1.

4.4.  Caracterizag8o molecular da estirpe do EIAV circulante nos animais infectados

Para detectar a presenca de material genético viral no sangue dos animais e compreender a
diversidade molecular da estirpe circulante no hospedeiro, o sangue total coletado foi submetido a extracéo
de DNA proviral utilizando o “DNeasy Blood e tissue kit” (Qiagen), seguindo o protocolo estabelecido
pelo fabricante.

Uma nested PCR (nPCR) foi padronizada para a regido env. Os iniciadores foram desenhados
utilizando o software Primer3plus (Untergasser et al., 2007) (Tabela 2), tendo como referéncias as
sequéncias gendmicas EIAV Liaoning (N° de acesso no GenBank AF327877) (Tu et al., 2007), EIAV ireland (N°
de acesso no GenBank JX480631) (Quinlivan et al., 2013), EIAV wmiyazaki-2011a (N° de acesso no GenBank
JX003263) (Dong et al., 2012) e 0 EIAVwyoming, (N° de acesso no GenBank AF033820) (Petropoulos, 1997).

Tabela 3: Iniciadores utilizados na nPCR para regido env do EIAV.

Iniciadores

Gene (5°-3") Amplicon
Env F CACAATGGGATGACTGGGTA
1% reagdo R AGGCATTGATACATGAGATGT 917pb
Env_ F TACTAACCTCTTCGCCTAAG 3025
2% reagdo R YCTTCTTGGCGTTTAATRCA

Para a primeira reacao, foi utilizado 4 pL do DNA total extraido e um volume final de 50 pL,
contendo 2 Ul de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1,5 mM de MgCly, 0,4 uM de cada primer
(Tabela 5) e 0,2 mM de cada dNTP. Para a segunda reacéo utilizou-se 2 uL do produto da primeira reagdo
e 0s demais reagentes nas mesmas concentracdes da etapa anterior. As condi¢des de temperatura e tempo
no primeiro estagio da PCR, foram: 94°C; 2’; 35 ciclos de 94°C, 30°’; 56°C, 30°’; 72°C, 1’ ¢ 72°C, 3’. Para
a segunda reagdo, a temperatura de anelamento ideal foi de 52°C por 30>’ com uma rampa de anelamento
de 70%. Apos a PCR, 10 pL do produto da segunda reacdo foi submetido a corrida eletroforética em gel de
agarose a 1,0%.

O restante do produto da PCR com resultado positivo, foi submetido a um processo de
purificacdo e concentracdo do material genético, utilizando o kit DNA Clean & Concentrator™ (Zymo
Research), conforme o protocolo estabelecido pelo fabricante. Subsequentemente, as amostras foram
encaminhadas para sequenciamento. O resultado do sequenciamento foi analisado no software BioEdit
Sequence Alignment Editor 7.2.1. As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas pelo método de ClustalW
e 0 melhor modelo de substituicdo de nucleotideos, assim como a arvore filogenética foram respectivamente
analisados e construidos no software MEGA X 10.0.5., empregando o método estatistico de maxima
verossimilhanca com 1000 repeticdes.

Em paralelo, na tentativa de detectar particulas virais livres no sangue do hospedeiro, foi
realizada a extracdo de RNA viral das amostras utilizando o “Quiamp Viral RNA kit” (Quiagen), conforme
0 protocolo estabelecido pelo fabricante, seguindo de transcrigdo reversa utilizando o kit M-MLV
(Promega) e nPCR para o gene env.

4.5. Histopatologia
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Os tecidos foram armazenados em cassetes e mantidos em formalina a 10% na proporc¢do de 1
cm de espessura para cada 9 mL de solucdo por 72h. Posteriormente, os mesmos foram desidratados em
concentragdes crescentes de etanol 70%, 80% e 90% por 5 minutos, sequindo de duas passagens em alcool
absoluto por 10 minutos e duas passagens em xilol por 15 minutos cada. Parafina granulada (Synth) foi
derretida sob altas temperaturas e colocadas sobre os cassetes, apés a sua solidificacdo, os blocos foram
seccionados em micrétomos a uma espessura de 5 um, colocados sobre ldminas de microscopia polarizadas
e corados com hematoxilina e eosina (HE), para analise histopatoldgica dos tecidos.

O protocolo utilizado, foi pré-estabelecido na rotina do Laboratério de Patologia da Escola de
Veterinaria da UFMG, que consiste em desparafinizacdo das sec¢des em estufa a 90°C por 30 minutos,
seguindo de dois banhos de xilol por 15 minutos e hidratacdo dos tecidos em concentracdes decrescentes
de alcool etilico 100%, 90% e 80% por 5 minutos cada e agua destilada por 3 minutos. As laminas foram
entdo coradas com hematoxilina, deixadas em agua corrente por 15 minutos e posteriormente contra coradas
com eosina.

As laminas foram submetidas a rapidos mergulhos em agua corrente e em alcoois nas
concentragdes decrescentes de 80% e 90%. Subsequentemente, as laminas foram deixadas em alcool
absoluto, seguindo de xilol por 5 minutos cada. As laminas foram montadas com Balsamo do Canada
(Synth) e laminulas 24x50 mm (Kasvi). A analise foi feita 24 horas apds todo o processo descrito, em
microscopio optico.

4.6. Producdo do anticorpo policlonal

Os anticorpos primérios utilizados na execucdo da técnica de imuno-histoquimica, foram
produzidos a partir de um pool de soros de equideos positivos para AIE, provenientes do banco de soros do
Laboratdrio de Retroviroses (RetroLab) da UFMG.

O pool de soros positivos foi submetido ao método de precipitacdo e purificacdo com acido
caprilico e sulfato de aménio a 50% (McKinney e Parkinson, 1987), conforme descrito a seguir.

Inicialmente o pool de soros foi submetido a um aquecimento inicial de 56°C por 20 minutos,
seguindo de centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e misturado em tampédo acetato (60 mM), na
proporcdo de 1:5. Posteriormente, a cada 1 mL da solugéo final foi adicionado 25 pL de &cido caprilico,
mantido sob agitacéo por 30 minutos, seguindo de centrifugacéo. O sobrenadante foi coletado e filtrado,
para a remogdo das particulas ndo sedimentadas durante a centrifugacdo. A cada 1 mL do sobrenadante, foi
acrescentado 9 mL de PBS. Em seguida, foi adicionado uma solugdo se sulfato de aménio a 50%, em
ambiente refrigerado, na propor¢do volume/volume, onde foi deixado sob agitacdo por 30 minutos e depois
centrifugado.

O sobrenadante foi descartado, o pellet foi coletado, ressuspendido com PBS em 10% do volume
inicial e submetido a dialise por 24h a 4°C.

O produto da didlise foi coletado e o titulo de anticorpos anti-p26 do EIAV foi estimado por
IDGA (Laboratérios Bruch) utilizando diluigdes na base 2.

4.7. Padronizacdo da Imuno-citoquimica

Considerando a pouca quantidade de tecidos disponiveis, 0s testes de viabilidade e padronizacdo
da melhor diluicdo dos anticorpos primario e secundario, foram estabelecidos em cultivo de células ED
(Equine Dermal Cells — ATCC CCL-57) persistentemente infectadas com a estirpe altamente patogénica
EIAVwyo (Oaks et al., 1999; Oliveira, 2016), utilizando como controle negativo, células ED livres de
infeccdo. Ambos os cultivos foram realizados sob laminulas distribuidas em placas de petri contendo 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, incubadas a 37 °C em atmosfera com 5 % de CO,. Quando
a confluéncia de 70% foi atingida o sobrenadante foi retirado, as placas foram lavadas com PBS estéril e
as células foram fixadas com acetona pura durante 30 minutos. As laminulas foram montadas sobre laminas
utilizando o meio de montagem aquoso CC/Mount™ (Sigma-Aldrich) e armazenados a -20°C.

Para o bloqueio da peroxidase enddgena e das ligacOes inespecificas, foram utilizados agua
oxigenada (H:202) a 3% a temperatura ambiente em local com auséncia de luz e 0,30% de leite em pé
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desnatado em estufa a 37°C, ambas as etapas por intervalos de 30 minutos, intercaladas por duas lavagens
com PBS.

Os anticorpos primarios foram testados nas diluicdes de 1:100, 1:200, 1:300 e 1:500, mantidos
a 4°C, overnight, sequindo de duas lavagens com PBS e aplicacdo do segundo anticorpo, anti 1gG de cavalo,
conjugado com HRP, produzido em coelhos (Sigma Aldrich) nas dilui¢cdes de 1:300, 1:500, 1:700 e 1:900.

O substrato utilizado foi o DAB (ImMmPACT™ DAB Peroxidase Substrate Kit - Vector
Laboratories), deixado sob as [aminas nos intervalos de 2, 4, 6 e 8 minutos, nas concentra¢fes de 1,5% e
3%. Posteriormente as laminas foram lavadas em agua destilada corrente por 10 minutos.

As laminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer, respeitando o tempo pré-
determinado pela rotina do Laboratério de Patologia Clinica da Escola de Veterindria da UFMG, e
novamente lavadas em agua destilada corrente por 10 minutos.

As montagens das laminas foram feitas, com cola permanente aquosa CC/Mount™ (Sigma-
Aldrich) e laminulas 24x24mm (Kasvi). Apds o intervalo de 24 horas, as laminas foram observadas em
microscopia Optica para analise da qualidade, melhor dilui¢do e tempo ideal dos reagentes.

4.8. Padronizacdo da Imuno-histoquimica

Os tecidos emblocados em parafina, foram seccionados em micrétomo a uma espessura de 3 um
e transferidos para Iaminas de microscopia polarizadas (EasyPath) (Sanchez-Cordén et al., 2010).

Posteriormente, as secgdes dos tecidos foram desparafinizados por 20 minutos em estufa a 90°C
e duas passagens pelo xilol durante 15 minutos e hidratados em concentragdes decrescentes de etanol a
100%, 90%, 80% e 70% durante 5 minutos cada, seguindo de lavagem em agua destilada corrente por 10
minutos.

Para a etapa de recuperacdo antigénica, foram testados os métodos: enzimatico e pelo calor. A
recuperacdo enzimatica, foi realizada, mediante a adicdo de 1 pg de proteinase K (Sigma-Aldrich) em 1
mL de cloreto de calcio (20 mM) e tris-HCL (20 mM) nas secg¢des dos tecidos, por 8 minutos (Sellon et al.,
1992). Na recuperagdo antigénica pelo calor, as laminas foram mergulhadas em tampéo citrato 0,05M e pH
6, pré-aquecido a 96°C em panela de vapor, onde foram mantidos por 40 minutos. O tampéo citrato
contendo as laminas foi deixado esfriando por aproximadamente 25 minutos em temperatura ambiente
(Jackson e Blythe, 2013).

Posterior a recuperagdo antigénica as laminas foram lavadas trés vezes com PBS filtrado pH 7,4,
em seguida, foi feito o bloqueio da peroxidase endogena e de ligacBes inespecificas, adicionando H,O; a
3% nas sec¢des dos tecidos, deixados a temperatura ambiente em local com auséncia de luz por 40 minutos,
e ap6s duas lavagens com PBS foi adicionado 0,30% de leite em p6 deshatado, deixados por 60 minutos
sobre as laminas em estufa a 37°C (Singh et al., 2011).

Sobre as secgdes foi adicionado, o anticorpo primario policlonal produzido conforme descrito
acima, na diluicdo de 1:200 em PBS. As laminas foram incubadas a 4°C, overnight. Apos duas lavagens
com PBS, foi adicionado o anticorpo secundario anti IgG de cavalo, conjugado com HRP, produzido em
coelhos (Sigma Aldrich), na concentracdo de 1:400, deixados sobre as sec¢des por 50 minutos em local
com auséncia de luz e a temperatura ambiente (Bolfa et al., 2013).

Apos a retirada do segundo anticorpo e duas lavagens com PBS, foi acrescentado o substrato
DAB (ImmPACT™ DAB Peroxidase Substrate Kit - Vector Laboratories), , na concentragdo de 1,5% por
2 minutos e apds uma lavagem com é&gua destilada corrente por 10 minutos, a obtencdo de contraste foi
realizada por imersdo das laminas em hematoxilina de Mayer conforme o tempo determinado pela rotina
da patologia do Hospital Veterinario da UFMG.

As laminas foram lavadas em agua destilada corrente por 10 minutos e submetidas a desidratagédo
em concentracOes crescentes de alcool 70%, 80%, 90% e 100% por 5 minutos e duas passagens pelo xilol
por 10 minutos.

Foi utilizado para montagem das laminas o meio sintético a base de polimeros Erv-Mount
(EasyPath) e laminulas 24x50 mm (Kasvi). Apoés o intervalo de 24 horas, as laminas foram observadas em
microscopia Optica para analise da presenca de antigenos do EIAV nos tecidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Diagnéstico molecular dos tecidos

Dos 5 animais positivos para AIE, sendo 1 cavalo e 4 mulas, apenas o cavalo (FAS) apresentava
os sinais clinicos caracteristicos da doenga, e parte dos fragmentos teciduais recolhidos foram armazenados
em RNA later. Esse animal foi tratado como controle positivo para os demais experimentos e os fragmentos
recebidos, foram submetidos a extracdo de RNA viral com uma posterior nPCR para o gene gag (Cappelli
etal., 2011), objetivando esclarecer quais eram os érgaos-alvo do virus (Anexo 3). O animal diagnosticado
como negativo para AlE foi utilizado como controle negativo nos experimentos subsequentes.

O produto da extracdo dos tecidos, submetido a PCR convencional para o gene GAPDH,
comprovou a eficiéncia da extracdo. Todos os tecidos geraram uma banda na altura de 452pb, (dado nédo
demonstrado), garantindo que a extracdo do RNA total foi eficiente (Harrold et al., 2000).

O RNA do EIAV foi detectado no bago, figado, rins, pulmdes e testiculos (Figura 8). Entretanto,
apenas a primeira reacdo do gene gag descrito por Cappelli (2011) foi eficiente para as amostras de campo.
Quando os amplicons da primeira reacdo eram submetidos a nested, a banda tornava-se indetectavel, esse
mesmo dado ja foi observado anteriormente em outras amostras de campo brasileiras, processadas no
Laboratério de Retroviroses da Escola de Veterinaria da UFMG (dados ndo publicados). Visto isso, foi
encaminhado para sequenciamento apenas o produto da PCR proveniente da primeira reagdo, que
comprovou a presenca do genoma do EIAV, disponivel no tecido.

A deteccdo de RNA viral em tecidos de cavalos infectados indica replicagéo viral ativa. Durante
periodos febris, o virus replica predominantemente em macréfagos de tecidos maduros do baco, figado,
ganglios linfaticos, pulmao, rim e glandula adrenal (Sellon et al., 1992).

Entretanto é possivel que a expressdo do genoma viral nos linfonodos tenha sido restringida por
fatores especificos do tecido durante o processo de diferenciacdo dos macréfagos, uma vez que a expressao
é dependente de imunoglobulinas, resultando na eliminag&o do virus (Gillies et al., 1984; Gendelman et al.,
1985) e consequentemente a ndo deteccdo no ensaio de PCR.

CB Bago M.O. Pulmio Rim Figado Linf. Testiculo CB

Figura 8: Confirmacdo da presenca do EIAV nos tecidos do animal FAS. Apenas o baco,
pulmdo, figado, testiculo e rim gerou bandas na altura esperada de 547pb. Na medula 6ssea (M.O) e no
linfonodo (Linf.) ndo foi detectado material genético viral. (CP) Controle positivo — Cultivo de células ED
persistente infectadas. (CB) Controle branco contendo agua ultrapura. (PM) padrdo de tamanho molecular
DNA Ladder 100pb (Invitrogen).

A auséncia de RNA viral na medula 0ssea, ja foi observada em outras infecgdes por retrovirus
como Maedi-visna virus (MVV), Simian immunodeficiency virus (SIV) e Human immunodeficiecy virus
type 1 (HIV-1) (Clerici e Shearer, 1996; Langemeier et al., 1996). Apesar de ndo haver replicacdo ativa do
virus, as células menos diferenciadas da medula dssea podem servir como reservatério viral na forma
latente. (Gendelman et al., 1985; Embretson et al., 1993; Pantaleo et al., 1993; Clements e Zink, 1996;
Harrold et al., 2000).
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Os tecidos dos animais diagnosticados como positivos para AIE, mas assintomaticos, foram
recebidos, apos fixacdo em formalina 10%. Na tentativa de recuperar algum material genético viavel e
detectar o virus nos tecidos desses animais, alguns fragmentos foram seccionados a partir do tecido
emblocado e submetidos a extracdo de DNA utilizando o kit Quick-DNA FFPE kit (Zymo Research),
seguindo o protocolo determinado pelo fabricante.

Entretanto, nenhum resultado foi obtido dessa extracdo, isso porque o formaldeido induz
processos de reticulagdes no DNA, RNA e em proteinas, gerando acidos nucléicos altamente fragmentadas
com amplicons em torno de 100 pares de bases (Seiler et al., 2016), além disso, os acidos nucléicos tendem
a se fragmentar ainda mais em situacdes em que a solucdo fixadora ndo é tamponada, ja que o pH da solugédo
é extremamente baixo (Gilbert et al., 2007). E isso justifica, a ineficiéncia da extracdo e consequentemente
da detec¢do do EIAV nos tecidos dos animais que se encontravam na fase inaparente da infeccéo.

5.2. Caracterizacdo molecular da estirpe circulante do EIAV nos animais infectados

Para detectar o DNA proviral do EIAV e caracterizar a estirpe circulante no sangue dos animais
positivos, foi padronizada uma nested PCR para a regido de env.

Apos extracdo do material genético e PCR, todas as amostras amplificaram uma banda na altura
de aproximadamente 390 pares de bases (Figura 9). As amostras foram encaminhadas para o
sequenciamento dos nucleotideos e a presenca do DNA proviral do EIAV foi comprovada.

Com o resultado do sequenciamento, as amostras foram alinhadas juntamente com todos 0s
genomas completos do EIAV disponiveis no GenBank pelo método de ClustalW. O melhor modelo de
substituicdo de nucleotideos determinado pelo programa MEGAX 10.0.5. foi 0 HKY85, com distribui¢do
gamma, onde as mutagdes de transi¢do e transversdo ocorrem em proporcdes diferentes, assim como a
frequéncia com que elas acontecem (Hasegawa, Kishino e Yano, 1985), levando em consideraco as regifes
que estdo mais e menos dispostas a sofrerem variacoes.

A arvore filogenética foi construida, utilizando o método probabilistico de Maxima
Verossimilhanga (ML), com 1000 repeti¢des (Figura 10). As estirpes do EIAV circulantes no sangue dos 5
equideos foram agrupadas em dois clados distintos. Enquanto as amostras provenientes dos equideos
assintomaticos se alinharam em um mesmo clado, com um boostrap variando de 83 a 100, a amostra FAS
(controle positivo) foi agrupada, com um bootstrap de 56, no clado corresponde aos isolados americanos.
Ao que tudo indica, a estirpe circulante nos equideos assintomaticos foi originada de um ancestral comum
a estirpe EIAVwyo, isolado nos Estados Unidos.

Figura 9: Confirmagdo da presenca do EIAV no sangue dos animais positivos para AIE. Todos
os animais (03, 07, 12 FAZ e 13) gerou uma banda na altura de 392pb. (CP) Controle positivo — Cultivo de
células ED persistente infectadas. (CB) Controle branco contendo &gua ultrapura. (CN) Controle negativo,
potro diagnosticado como negativo para AIE nos testes sorolégicos. (PM) padrdo de tamanho molecular
DNA Ladder 100pb RTU (Kasvi).

34


https://dx.doi.org/10.1007%2FBF02101694

As proteinas sintetizadas a partir do gene env, sdo extensivamente glicosiladas, acumulando ao
longo do tempo, inimeras mutag8es que atuam como um mecanismo de protecédo do virus, frente ao sistema
imune do hospedeiro (Leroux et al., 2001; Reis et al., 2012). Entretanto, mesmo com a alta variabilidade
da regido env, a caracterizacdo molecular e as andlises filogenéticas desse gene podem contribuir para o
conhecimento da estirpe do EIAV circulante no Brasil, além de fornecer novas informacdes acerca da
diversidade genética e epidemiologia da doenca. I1sso porque, apesar de ser a primeira doenca de etiologia
viral descrita em equideos, no Brasil, ainda ndo existe nenhuma sequéncia completa disponivel em bancos
de dados publicos, e até o presente momento, os conhecimentos acerca da variedade molecular do EIAV
circulante no pais sdo baseadas no sequenciamento parcial da regido gag e LTR (Tigre et al., 2017; Cursino

et al., 2018). Sendo assim, essa é a primeira caracterizacdo parcial da regido env do EIAV circulante em
amostras de campo brasileiras.
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Figura 10: Relac0es filogenéticas entre sequéncias env do EIAV. (vermelho) Isolados da China
- Liaoning (AF327877.1), Vaccine (AF327878), e demais clones DVs e DLVs (HM141923.1 a
HM141909.1), LNs e FDDVs (GU385364.1 a GU385357.1), (verde) isolados da Europa - F2 a H3
(JX480631.1 a JX480634.1), (amarelo) isolados dos Estados Unidos — Wyoming (AF033820.1), UK
(AF016316.1), p19/wenv16 e wenv17 (AF028231.1 e AF028232.1 ), CL22 (M87581.1), PR (AF247394.1),
(azul) isolados dos Japdo — estirpe de campo Myiazaki 2011A (JX003263.1) e clones derivados da estirpe
WYO, utilizado para infeccdo experimental em cavalos japoneses: V26 (AB008197.1) e V70:
(AB008196.1), (tridngulo roxo) amostras de estudos.
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Cervantes e colaboradores (2016), realizaram um estudo de caracterizacdo molecular do EIAV,
proveniente de 55 cavalos diagnosticados como positivo no Texas, EUA. Os resultados filogenéticos
demonstraram que para 0s genes env e LTR, as estirpes do EIAV circulante foram agrupadas em dois clados
distintos, em contraste com os resultados obtidos para a regido de pol, que alinhou todas as amostras em
um Unico clado. Isso sugere que os cavalos de uma regido em comum, sdo infectados pela mesma estirpe
do EIAV, e devido a fatores que envolvem a susceptibilidade da espécie e a pressdo seletiva gerada pela
resposta imune do hospedeiro, as regides mais variaveis do genoma viral acumulam mutagdes ao longo do
tempo, e acabam se divergindo da estirpe infectante inicial.

Além disso, o fato das amostras 03, 07, 12 e 13 serem provenientes de animais na fase inaparente
da doenca, também justificaria o agrupamento em clados distintos. No periodo assintomatico, o sistema
imune do hospedeiro consegue controlar a infecgdo restringindo a replicagdo do virus a niveis teciduais,
por consequéncia, as taxas de mutagdes também diminuem consideravelmente (Spyrou et al., 2003). J4 0
animal FAS, aparentemente estava na fase cronica da doenga, mantendo a replicacdo viral ativa em altos
titulos, devido a reincidéncia de viremia, em resposta ao surgimento de novas variantes antigenicamente
distintas que surgem devido a pressao seletiva gerada pelo sistema imune do hospedeiro (Cook et al., 2013).

Como resultado da extracdo do RNA viral no sangue dos animais, apenas em duas amostras
(FAS e 07) foi possivel a deteccio de material genético. Um estudo quantitativo, realizado com animais
experimentalmente infectados demonstrou que, equideos na fase inaparente da doenca mantém uma media
de 0 a 100 cdpias de RNA por mL de plasma, em contraste animais na fase aguda, a viremia girava em
torno de 107 a 108 copias de RNA por mL de plasma (Harrold et al., 2000). Issel e Adams (1982),
comprovaram que a quantidade de particulas virais que circulam no sangue de animais assintomaticos é
muito pequena, apos realizar seis testes de inoculacdo do sangue de um animal sem sinais clinicos para AIE
em um animal sadio e obter apenas uma transmissdo bem-sucedida.

5.3. Histopatologia

Foram observadas discretas alteracdes histopatolégicas nos tecidos dos animais (Anexo 4).

Uma leve deposicdo de hemossiderina, um complexo heterogéneo, composto principalmente de
ferro, apoferritina, glicidios e lipidios que sdo depositadas sobre o citoplasma dos macroéfagos, foi a
principal observacdo encontrada no baco dos animais (Figura 11B-F), além de uma discreta hiperemia
associada a polpa vermelha. A polpa branca, possuia um padrao celular normal. No muar 07 (Figura 11D),
ainda foi observado uma deposi¢do minima de amiloides nos foliculos linfoides. Em contrapartida, o cavalo
FAS (Figura 11B) apresentou um quadro de hemossiderose intensa, uma hiperplasia discreta com leve
diferenciacdo linfoplasmadcitaria e um acumulo de amiloides nos foliculos linfoides, podendo estar
associados a casos de esplenomegalias uniformes.

Discretas lesdes hepaticas, foram encontradas apenas no cavalo FAS, que apresentou uma
marginacéo leucocitaria discreta e uma leve presenca de células inflamatdrias via portal (Figura 12B). Nos
demais animais houve auséncia de qualquer tipo de anomalia histopatoldgica associada ao figado.

Nos animais assintomaticos, as estruturas brénquicas e alveolares se encontravam normais. No
tecido pulmonar dos muares 03 e 07 (Figura 13 C e D), foi encontrado uma hiperemia e um minimo aumento
do tecido linfoide associado aos bronquiolos (BALT). Ja, o cavalo FAS, apresentou lesdes leves associadas
a uma pneumonia intersticial, com infiltracdo branda de linfocitos e células mononucleares, causando um
espessamento dos septos alveolares (Figura 13B).

Foi encontrado a presenca de uma discreta nefrite tubulointersticial linfo-histiocitica multifocal,
nos rins dos equideos 03 e 07, além de uma hiperemia cortical branda, associada aos glomérulos e tibulos
(Figura 14 C e D). No cavalo FAS, além das lesbes supracitadas, foi observado a presen¢a de uma
hemorragia focal na regido adjacente aos grandes vasos cortico-medulares (Figura 14B).

A gravidade das lesfes histopatoldgicas depende da cronicidade da doenca, mas geralmente o
local com maior significancia é o bago, predominantemente influenciadas pelo elevado ndmero e pelas
atividades dos macrofagos, em reflexo a duracdo da doenca e da frequéncia dos episodios hemoliticos.
Macrdfagos com hemossiderina persistem por muito tempo, portanto um grande ndmero dessas células é
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consistente com a cronicidade da doenca. Os granul6citos sdo menos numerosos e a quantidade de
plasmacitos é elevada (Zachari e McGavin, 2016).

Apesar de estar diretamente associada a perda de peso cronica que é um dos sinais clinicos
caracteristicos da AIE, o depdsito de amiloidose nunca havia sido descrito para equideos infectados com o
EIAV. Entretanto, ap6s uma infeccdo experimental com uma estirpe altamente virulenta do SIV em sete
macacos Rhesus e trés macacos fasciculares, foi observado que apenas um dos animais infectados
desenvolveu o acimulo de amiloide esplénico (Baskerville et al., 1990), sugerindo que, assim como o SIV
nos primatas, as variagcOes histopatoldgicas estdo diretamente relacionadas a susceptibilidade do
hospedeiro. Cada equideo quando acometido pelo EIAV desenvolve uma resposta individual frente a
infeccdo lentiviral que pode estar associada a patologias mais brandas ou mais graves (Hammond et al.,
2000).

No figado, a discreta presenca de células inflamatdrias portais assim como uma leve migragéo
leucocitaria foi encontrada apenas no animal sintomatico. Os demais equideos positivos para AlE,
obtiveram a disposicao celular normal e completa auséncia de patologias. 1sso pode ser explicado pela falta
de replicacdo ativa do virus no tecido que ndo induz o processo inflamatoério no érgdo. Um estudo realizado
com pacientes diagnosticados com a Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), demonstrou que as
células de Kupffer eram infectadas pelo HIV-1 de forma latente e ndo produziam virus (Hufert et al., 1993).
Alternativamente, as vias de degradacdo do figado podem n&o permitir a integracao viral e / ou replicagdo
em células de Kupffer, resultando em uma infec¢éo ndo produtiva (Ahsan et al., 2013).

LesBes pulmonares associada a pneumonia intersticial linfoide, ja havia sido descrito em cavalos
naturalmente e experimentalmente infectados com EIAV (Bolfa et al., 2013; Liu et al., 2016), assim como
em criancas infectadas por HIV-1 (Travis et al., 1992), gatos infectados por FIV (Cadoré et al., 1997) e
ovinos infectados pelo Small ruminant lentiviruses (SRLV) (Lairmore et al., 1996). Entretanto, a gravidade
e a presenca das lesdes estdo diretamente associadas a carga viral e a viruléncia da estirpe infectante (Brodie
et al., 1992; Liu et al., 2016). De acordo com os resultados descritos para camundongos infectados
experimentalmente com Mycoplasma pulmonis, a quantidade de sangue aumentada nos vasos, em reflexo
a um processo de inflamacédo, induz a linfangiogénese nos pulmdes, em resposta a uma estimulagdo
antigénica por células dendriticas nos foliculos linfoides, causando a diferenciacdo celular no centro
germinativo e um leve aumento do BALT (Baluk et al., 2014), que pode desempenhar um papel protetor
durante a lesdo pulmonar (Jordan et al., 2013).

O deposito de imunocomplexos na membrana basal tubular pode ser responsavel pelo inicio de
uma lesdo tubulointersticial. Em animais infectados com o EIAV, a deposi¢do de imunoglobulinas e
proteinas do complemento C3 ligados aos eritrocitos e plaquetas podem resultar no desenvolvimento de
nefrite tubulointersticial (Cook et al., 2013). Esse tipo de leséo ja foi encontrado em pacientes infectados
com o HIV-1, entretanto 80% das infeccBes sdo induzidas pela toxicidade das drogas antivirais
administradas nos pacientes e 20% estdo associadas a coinfec¢cbes com Mycobacterium avium e M.
tuberculose (Zaidan et al., 2013). Curiosamente, glomerulosclerose, lesdes tubulointersticiais e / ou
alargamento mesangial devido ao depdsito de IgM, 1gG e C3 foram observados em gatos naturalmente
e experimentalmente infectados com FIV, sugerindo uma relagdo causativa entre a infeccao pelo lentivirus
e o desenvolvimento de anormalidades renais (Poli et al., 2012; Asproni et al., 2013). Em equideos,
infecgdes pelo Equine arteritis virus (EAV), desenvolvem quadros cronicos de nefrite tubulointersticial
linfo-histiocitaria multifocal com edemas intersticiais, devido a infeccdo das células epiteliais tubulares
(Del Piero, 2000).
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Figura 11: Histopatologia do bago. Deposi¢do de hemossiderina de leve a moderada nos
equideos assintomaticos para AIE (C - F). Muar 07 (D) com presenca leve de amiloides (¥) nos foliculos
linfoides. Equino FAS (B) com intensa deposicdo de hemossiderina, amiloidose (") e diferenciacdo
linfoplasmocitéria (%). Equino negativo para AIE (A). Amplificacio de 20x. Coloragio HE.
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Figura 12: Histopatologia do figado. (A) Equino negativo para AIE. Cavalo FAS, em
destaque, a presenca de uma marginacédo leucocitaria discreta (B) em menor aumento, (C) em maior
aumento. Amplificacdo de 20x e 40x. Coloragéo HE.
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Figura 13: Histopatologia do pulm&o. Hiperemia (A) encontrada nos equideos 03 e 07 (C e D).
Cavalo FAS (B), com infiltragdo branda de linfocitos e células mononucleares (%), causando um
espessamento dos septos alveolares, presenca de hiperemia (A). (A) Equino negativo para AlE.
Amplificacdo de 20x. Coloragdo HE.
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Figura 14: Histopatologia do rim. Presenca de nefrite tubulointersticial linfo-histiocitaria
multifocal discreta (R). Hiperemia (A) encontrada nos equideos 03 e 07 (C e D). Cavalo FAS (B), com
hemorragia focal (k). (A) Equino negativo para AIE. Amplificagdo de 20x. Coloragio HE.
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5.4. Padronizacdo da diluicdo dos reagentes na imuno-citoquimica

A fim de testar a viabilidade dos reagentes e elucidar as melhores diluicbes dos anticorpos
primario e secundario, foi padronizada uma imuno-citoquimica, utilizando cultivo de células ED
persistentemente infectadas com a estirpe altamente patogénica EIAVwyo (Oaks et al., 1999; Oliveira,
2016) como controle positivo e células ED livres de infeccdo, como controle negativo.

A dosagem de anticorpos primarios pelo método de IDGA, obteve reatividade até a diluigdo de
1:128, entretanto para gerar precipitagces visiveis pelo teste de IDGA é necessario concentracdes
relativamente elevadas de anticorpos (Oliveira, 2016), sendo assim, acreditamos que o titulo real de
anticorpos era superior a do resultado obtido.

Com o resultado do IDGA, a padronizagdo da imuno-citoquimica, partiu de uma diluicdo dos
anticorpos primarios de 1:100 até 1:500 em PBS. Os anticorpos secundarios, partiram de uma diluicdo de
1:300 até 1:900. A diluicdo ideal do mesmo, foi descrita como sendo de 1:500, para marcagdes imuno-
histoquimicas dos pulmdes e bago (Liu et al., 2016).

O substrato utilizado foi 0 DAB (ImMmPACT™ DAB Peroxidase Substrate Kit - Vector
Laboratories), e conforme descrito pelo fabricante, o seu tempo de incubagéo sobre os tecidos pode variar
de 2 a 10 minutos, considerando esse dado, foi testado os intervalos de 2, 4, 6 e 8 minutos, sob as
concentragdes de 1,5% e 3%.

Conforme demonstrado na Tabela 4, quando utilizdvamos a dilui¢do do anticorpo priméario em
1:500, sob quaisquer diluicBes dos anticorpos secundarios, as imunomarcacfes eram ausentes, em
contrapartida, quando era aplicado os anticorpos primarios a uma dilui¢do de 1:100, sob quaisquer dilui¢des
de anticorpos secundarios, inimeras marcacfes de fundo apareciam. Consideramos que as dilui¢fes de
anticorpos primarios de 1:200 e 1:300 eram as ideais, sendo que um background menor foi encontrado nos
experimentos que utilizou a diluigdo de 1:300 dos anticorpos primarios, seguindo de anticorpos secundarios
em 1:500.

Tabela 4: Analise das imunomarcagdes geradas ao se utilizar diluigdes variadas do anticorpo
primario, secundario e as concentracdes de DAB 1,5% e 3%, por 2, 4, 6 e 8 minutos.

Concentragdes de DAB

Diluicbes do o S Diluicbes do
AC1° 3% 1.5% AC2°
2min 4min 6min 8min 2min 4min 6min 8min

Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg 1:300
11100 Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg 1:500
' Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg 1:700
Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg 1:900
Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg Bg 1:300
+ + Bg Bg + ++ Bg Bg 1:500

1:200
+ + ++ ++ - + + ++ 1:700
- - + + - - - + 1:900
++ ++ Bg Bg + + ++ ++ 1:300
++ ++ +++ ++ ++ ++ 1:500
1:300 ++ - - + + 1:700
- + + + - - - + 1:900
- - - - - - - - 1:300
- - - - - - - - 1:500

1:500
- - - + - - - - 1:700
- - + + - - - + 1:900

A intensidade da marcacdo imunoldgica foi classificada como: (-), nenhuma; (+) pouca reacao
positiva com marcacéo de fundo leve; (++) muita reacdo positiva com marcacao de fundo mediano; (+++)
muita reacdo positiva com marcagdo de fundo leve; (Bg), muita inespecificidade com marcagéo intensa do
fundo.
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Com relacdo ao tempo e a concentracdo ideal de DAB, foi observado, que quanto maior a
diluicdo e o tempo do substrato sobre as laminas maior eram as marcacgdes de fundo, nesse caso, concluimos
que o tempo de 2 minutos para 0 DAB na concentracdo de 1,5% era suficiente para gerar uma coloracdo
marrom especifica sob os locais onde estavam presentes os antigeno do EIAV.

As imunomarcagdes foram encontradas na regido intracitoplasmatica celular (Figura 15), onde
ocorre a sintese de proteinas virais. Semelhante ao HIV-1, que apds a entrada do virus na célula-alvo,
transcrigdo reversa do material genético e integracéo, o DNA proviral é transcrito pela RNA polimerase Il
do hospedeiro gerando um produto de transcricdo que é encaminhado para o citoplasma, onde ocorre a
traducdo de proteinas e montagem de novas particulas virais (Ohlmann et al., 2014).
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Figura 15: Presenga de marcacdes intracitoplasméticas (A) nas células ED infectadas com o
EIAV, apds a imuno-citoquimica. A auséncia de marcacdo nas (B) células ED ndo infectadas, demonstra
que os anticorpos produzidos sdo eficientes em detectar antigenos do EIAV. Em ambos os cultivos de
celulas, foram utilizadas as mesmas concentragdes dos reagentes: anticorpos primarios (1:300); anticorpo
secundario (1:500) e DAB 1,5% por 2 minutos. Ampliacdo de 20x.

5.5.  Imuno-histoquimica dos animais infectados pelo EIAV

Depois que a viabilidade dos reagentes assim como a melhor dilui¢do dos anticorpos e substrato
foi padronizada na imuno-citoquimica, o proximo passo foi a detecgdo do EIAV nos tecidos dos equideos
diagnosticados como positivo para a AlE.

A recuperacdo antigénica, foi realizada por dois métodos distintos, 0 método enzimatico (Sellon
et al., 1992) e pelo calor utilizando tampéo citrato (Hussaini et al., 2013). Pelo método enzimatico, a
recuperacdo antigénica ndo obteve uma resposta satisfatria em nenhum dos tecidos, visto que, nenhuma
marcacao especifica foi encontrada. J& quando foi utilizado a recuperacédo antigénica pelo calor, ao final do
processo as marcacOes antigénicas foram observadas nos tecidos, entretanto, houve muita perda de
fragmento ao utilizar esse método. Sabendo que a temperatura de ebulicdo do tampdo citrato é de
aproximadamente 100°C (Hussaini et al., 2013), ao atingir a temperatura de 96°C, ideal para uma eficiente
recuperacdo antigénica, o liquido passa a sofrer mudangas no seu estado fisico, formando bolhas, que por
serem menos densas, tendem a se movimentar do fundo do recipiente para a superficie (Jabardo, 2008).
Essa movimentacdo, por consequéncia, agitavam as laminas que se encontram dentro do mesmo, esse fato
pode ter colaborado para o descolamento de alguns fragmentos teciduais.

Inicialmente, foi utilizado a diluigdo 1:300 de anticorpos primarios, conforme pré-estabelecidas
na imuno-citoquimica. Entretanto, para deteccdo do virus nos tecidos, essa diluicdo ndo obteve bons
resultados, pois as marcagdes antigénicas em determinados tecidos eram indetectaveis. Nesse caso, a
diluicdo de 1:200, demonstrou uma maior quantidade de imunomarcagdes, mantendo o padrdo baixo de
background. O controle negativo da coloragdo imuno-histoquimica foi obtido com a omissao dos anticorpos
primérios e adicdo de PBS.
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A pigmentacdo das marcacdes teciduais foi muito sutil quando comparadas aos trabalhos
descritos na literatura que utilizam a mesma técnica. Menores dilui¢bes de anticorpos secundarios (1:300 e
1:400) e concentracdes variadas do substrato (1% e 2%) foram testadas. No entanto, as variacdes na
concentra¢do dos anticorpos secundarios, ndo alterou o padrdo das imunomarcacgdes. Ja o substrato, quanto
maior a concentracao do reagente utilizada, mais marcacfes de fundo apareciam. Nesse caso optamos pela
concentracdo de 2%, com um tempo de incubacdo de 3 minutos, pois com intervalos maiores, muitas
marcacdes inespecificas apareciam (Tabela 5).

Ainda assim, mesmo ap0s 0s ajustes nas concentracGes dos reagentes, as imunomarcagdes
ficaram discretas. Hipotetizamos, que esse resultado seja em reflexo a baixa especificidade e afinidade dos
anticorpos anti-EIAV produzidos a partir da precipitacdo por acido caprilico e sulfato de amdnio 50% de
um pool de soros proveniente de diversos equideos positivos para AIE. Até o presente momento, nao existe
nenhum registro na literatura de anticorpos primarios sintetizados por esse método, sendo empregados em
ensaios imuno-histoquimicos. As marcacfes imuno-histoquimicas foram intracitoplasmaticas de leve
intensidade e apresentaram um aspecto granular.

Tabela 5: Anélise das imunomarcagdes geradas na imuno-histoquimica ao se utilizar diluigdes
variadas do anticorpo primario, secundario e as concentracdes de DAB 1%, 1.5% e 2%, por 2, 3 e 4 minutos.

Diluigoes Concentragdes de DAB Diluicoes
do AC1° 1% 1,5% 2% do AC2°
2min 3min 4min 2min 3min 4min 2min 3min 4min
1:100 Bg Bg Bg + + Bg + + + 1:300

Bg Bg Bg + + Bg + + + 1:400
Bg Bg Bg + Bg Bg + + + 1:500
1:200 Bg Bg Bg + ++ -[+ ++ ++ + 1:300
Bg Bg Bg + ++ -1+ ++ +++ + 1:400
Bg Bg Bg + + -/+ + ++ + 1:500
1:300 Bg Bg Bg - + -/+ - + + 1:300
Bg Bg Bg - + -I+ - + + 1:400
Bg Bg Bg - + -I+ - - + 1:500

A intensidade da marcacdo imunoldgica foi classificada como: (-) nenhuma; (-/+) pouca reagéo
positiva com marcacdo de fundo intensa; (+) pouca reacdo positiva com marcagdo de fundo leve; (++)
reacdo positiva com marcagéo de fundo mediano; (+++) reacdo positiva com marcacéo de fundo leve; (Bg),
muita inespecificidade com marcagao intensa do fundo.

No baco (Figura 16), a maioria das marcagdes estavam disponiveis na polpa vermelha, formada
por cord@es esplénicos que constituem uma rede de leucdcitos, granuldcitos, linfécitos B e T, macréfagos,
plasmdcitos, eritrocitos e plaquetas, mas também foi possivel identificar imunomarca¢fes nas zonas
marginais da polpa branca, principalmente no cavalo FAS, uma regido com abundancia de linfdcitos,
macrofagos e células dendriticas, capazes de reter e processar 0s antigenos trazidos pelo sangue.

No figado (Figura 17), além do cavalo, apenas uma mula (07), apresentou imunomarcagdes,
cerca de 3 a 5 focos foram detectados na regido dos sinuséides hepaticos, capilares que conectam 0s vasos
interloburares, arteriolas e vénulas com a veia central. Os sinosoOides sdo revestidos por células endoteliais,
com a presenga de macréfagos na superficie luminal do endotélio, conhecidos como células de Kupffer.
Suas principais fungdes sdo metabolizar hemacias velhas, digerir hemoglobinas, secretar proteinas
relacionadas com processos imunobioldgicos e destruir eventualmente bactérias disponiveis no sangue
(Junqueira e Carneiro, 2017).

Nos pulmdes (Figura 18), alguns macrdfagos situados entre os alvéolos obtiveram coloragéo,
entretanto, marcacgdes expressivas foram encontradas nas células epiteliais dos bronquiolos terminais, assim
como nas células endoteliais dos septos alveolares. Semelhante as imunomarcagBes encontras nos rins
(figura 19), que ocorreram na regido cortical do drgéo, onde se encontram as células epiteliais dos tibulos
contorcidos proximal e distal, as marcagfes foram melhor visualizadas nos tlbulos proximais, por serem
mais longos e suas células serem mais largas, no entanto a redugdo do Iimen é reflexo da orla em escova
que frequentemente é mal conservada, os capilares colabados e a presenca de artefatos provenientes da
técnica histoldgica.
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Figura 16: MarcagOes imuno-histoquimicas encontradas no bago. Nos animais positivos para
AIE, as marcac¢des foram encontradas na polpa vermelha (¥ e na zona marginal da polpa branca (4). (A)
Equino negativo para AIE. (B) Cavalo FAS, animal com sinais clinicos da doenca, (C - F) animais
diagnosticados como positivos para AIE, mas sem qualquer manifestacéo clinica. (C - 03; D - 07; E - 12;
F-13). Ampliacdo 20x e 60x.
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Figura 17: Figado: marcac6es imuno-histoquimicas nos sinuséides hepéaticos (%) .
Dos animais positivos para AIE, apenas em 2 foram encontradas imunomarcagdes. (B) Cavalo FAS,
animal com sinais clinicos da doenca. (C) Mula 07, diagnosticados como positivos para AIE, mas sem
qualquer manifestacdo clinica. Em destaque para a marcagao intracitoplasmaética celular. (A) Equino
negativo para AIE. Ampliag¢do de 20x e 60x.
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Figura 18: Marcagdes imuno-histoquimicas encontradas nos pulmdes. As marcacdes foram
encontradas nas células epiteliais dos bronquiolos terminais (A), com excecédo do animal 13 (F) e nas células
endoteliais que revestem os septos alveolares (A). (A) Equino diagnosticado como negativo para AIE. (B)
Cavalo FAS, animal com sinais clinicos da doenca, (C - F) animais sem qualquer manifestacgdo clinica. (C
-03; D-07; E - 12; F - 13). Macrdéfagos alveolares (). Ampliacdo 20xe 60x.
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Figura 19: Marcagbes imuno-histoquimicas encontradas nos rins. As marcagdes foram
encontradas nas células epiteliais dos ttbulos proximal e distal. (A) Controle negativo, potro diagnosticado
como negativo para AlE; (B) Controle positivo, Cavalo FAS, animal com sinais clinicos da doenca, (C - F)
animais sem qualquer manifestacao clinica. (C - 03; D - 07; E - 12). No animal 13 (F), foi encontrado
apenas 2 pontos de marcacao em tibulos proximais. Ampliagéo 20x.
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Aproximadamente 95% dos equideos infectados pelo EIAV, apds um periodo inicial de
manifestacdes clinicas, desenvolvem um quadro subclinico da doenga por um prolongado tempo
(Montelaro et al., 1993). O sistema imunoldgico do hospedeiro, apesar de ndo conseguir eliminar o virus
por completo, consegue limitar a sua replicacdo em macrdfagos teciduais, gerando uma reducdo
significativa da carga viral.

Os macrdéfagos sdo células envolvidas na deteccdo, fagocitose e destruicdo de patdgenos. Sua
sintese se inicia apés um processo de diferenciacdo das células tronco, que ocorre na medula dssea,
produzindo mondcitos que sdo transferidos para a corrente sanguinea e se diferenciam posteriormente em
macrofagos, principalmente no bago e nos ganglios linfaticos, que estdo diretamente associados a defesa
do organismo (Junqueira e Carneiro, 2017).

Considerando que a linhagem tecidual mondcito/macréfago séo as Unicas células descritas até o
momento que possuem o0 ELR-1, o Unico receptor associado a entrada do EIAV nas células alvo (Leroux,
et al., 2004). O bago parece ser um local predominante de replicacdo viral e persisténcia, e isso justificaria
a detecgdo do virus neste tecido.

A polpa vermelha, foi a regido de maior deteccdo de antigenos virais, isso pode ser explicado
pela composicdo celular dessa regido que é principalmente de linfécitos B e T, macrdéfagos e eritrocitos.
Uma zona mal delimitada entre a polpa vermelha e branca, onde se encontram os chamados seios marginais,
é uma regido onde ocorre com abundancia a apresentacdo de antigenos (Junqueira e Carneiro, 2017), e
devido a isso, é também uma regido rica em macrofagos e células dendriticas, entretanto, apenas 2 dos 5
animais apresentaram imunomarca¢des nessa regido, a auséncia de marcacdo nos seios marginais dos
demais animais esta diretamente associada a diminuicao da carga viral, mediante a restricdo transcricional
que ocorre nas celulas-alvo do virus (Oaks et al.,1998).

Os animais que apresentaram marcac@es nos seios marginais do baco foram também os Unicos
animais que desenvolveram imunomarcacdes no figado, se trata do equino FAS e do muar 07. Cerca de
15% da sua populacédo celular do figado é constituida de macréfagos, denominados de células de Kupffer
(Junqueira e Carneiro, 2017). Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que existem duas isoformas do
receptor ELR-1 na superficie dos macréfagos de equideos, uma isoforma predominante e funcional e a
outra com mutagdes no intron 6 (ELR1-IN), que impede a sintese de ciclina T1 (eCT1), a principal proteina
gue permite a fusdo do virus na célula alvo. (Lin et al, 2013). Nesse sentido, Du e colaboradores (2015)
apos criarem camundongos transgénicos que expressavam o receptor ELR1/eCT1, observaram que 0s
macrdfagos hepéticos apresentavam um nivel reduzido de transcri¢do do receptor funcional, quando
comparado aos macrdfagos esplénicos. Esse fato, associado a carga viral reduzida de um animal na fase
assintomatica da doenca, pode justificar a auséncia de imunomarcacdes.

Quanto ao muar 07, apesar de aparentemente ndo apresentar manifesta¢fes clinicas, além das
marcacges que o difere do restante dos animais assintomaticos, segundo informacdes cedidas pelos
pesquisadores responsaveis pelo diagnoéstico dos animais, o0 muar 07 apresentou uma leitura de densidade
oOptica (DO) bem alta no ELISA rgp45 e uma linha bem aparente no IDGA, indicando que a quantidade de
anticorpos circulantes no hospedeiro frente ao EIAV, era elevada. A reatividade diferenciada desse animal
pode ser explicada por fatores individuais do hospedeiro, como a variagdo da susceptibilidade deste animal
e o tempo de infecg¢do, visto que a alta quantidade de anticorpos circulantes e a auséncia de sinais clinicos
podem ser em reposta ao fim da fase crénica da doenca, ao invés da fase inaparente, onde se encontravam
0s demais equideos e por fatores relacionados ao virus, como a diversidade genética e a carga viral.
Resultados semelhantes foram encontrados em uma populacdo de leGes infectados com FIV, onde, apenas
2 dos animais analisados desenvolveram uma deplecdo progressiva de linfocitos, enquanto os demais
felinos ndo apresentavam nenhuma alteragdo evidente, o fato foi associado a diversidade genética viral que
circulava dentre os animais, que eleva a possibilidade de diferencas potenciais na patogenicidade (Roelke
et al., 2009).

O cavalo FAS, se encontrava com manifestagdes clinicas, possivelmente associadas a fase
crénica da doenca, caracterizada por ciclos recorrentes de viremia, que desencadeia anemia, hemorragia,
perda de peso e edemas. O desenvolvimento de sinais clinicos esta diretamente associado a replicacao viral
ativa, que proporciona elevados niveis de virus no sangue, podendo infectar uma maior quantidade de
células-alvo (Harrold et al., 2000).

Foi observada a expressdo de proteinas do EIAV em células mononucleares, bem como em
células epiteliais dos bronquiolos terminais e endoteliais dos septos alveolares, em todos os animais, mas
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em maiores proporcdes no equino FAS e no muar 07. E provavel que a infecgdo cronica de células
alveolares e / ou bronquiolares desempenhe um papel na manutencdo de uma inflamacéo crénica, como
tem sido sugerido para outras infecgdes causadas por lentivirus como o HIV-1 (Deeks et al., 2013). Com a
imuno-histoquimica foi possivel detectar também a presenca de proteinas do EIAV nas células epiteliais
dos tubulos renais dos equideos persistentemente infectados. Marcac6es intracitoplasmaticas semelhantes,
foram encontradas nos tabulos renais de ovinos naturalmente infectados pelo Caprine arthritis encephalitis
virus (CAEV) (Angelopoulou et al., 2006), assim como transcritos de RNA viral foram encontrados nos
glomérulos e tabulos renais de cabras infectadas pelo mesmo virus (Zink et al., 1990).

Contudo, ja foi demonstrado in vitro, a capacidade do HIV-1 em infectar células epiteliais
pulmonares, € in vivo, a presenca da glicoprotéina de superficie gp120, foi detectada em células endoteliais
dos pulmdes de pacientes diagnosticados com AIDS (Kanmogne et al., 2001; Brune et al., 2016). Da mesma
forma, protéinas estruturais, assim como o material genético do FIV e do SIV foram localizados nas células
epiteliais dos tdbulos renais de gatos domésticos e macacos Rhesus, respectivamente (Newman et al., 1998;
Poli et al., 1993). Isso sugere, que as células endoteliais e epiteliais dos pulmdes, bem como as células
epiteliais dos rins sdo provaveis alvos dos lentivirus em diferentes espécies alvos.

O EIAYV possui tropismo pela linhagem celular monécitos/macréfagos, devido a isso, o baco, o
figado, assim como o linfonodo sdo regiGes onde normalmente sdo encontrados a maior quantidade de
material genético e protéinas virais, visto que, sdo 6rgaos que possuem quantidades abundantes desses
leucéceitos mononucleares. Entretanto, assim como demostrando por McGuire e colaboradores (1971),
protéinas virais foram visualizadas no citoplasma de células endoteliais e epiteliais dos pulmdes e nas
células epiteliais tubulares dos rins de equideos infectados com o EIAV.

Em estudos in-vitro, algumas estirpes do EIAV se replicaram em fibroblastos equinos em altos
titulos (Klevjer-Anderson et al., 1979). Também foi observado que apds o contato inicial do clone
molecular EIAVma-1 com um cultivo de células endoteliais equinas, a infeccdo se espalhou rapidamente e
produziu sobrenadantes com elevada carga viral. Isso sugere que o EIAV possui a capacidade de infectar e
se replicar em outras linhagens celulares além dos macréfagos (Maury et al., 1998).

Aparentemente, os monoécitos/macréfagos sdo os alvos primarios do EIAV, no entanto, em
infecgdes de longo prazo, devido a pressédo seletiva do sistema imune do hospedeiro, o genoma viral passa
a acumular mutagdes principalmente nas regides env e LTR, que contém respectivamente o dominio de
ligacdo do receptor viral e a sequéncia responsavel por iniciar a transcri¢do do genoma, sendo assim, é
possivel que o tropismo celular seja afetado pela variagéo das sequéncias de nucleotideos, que desenvolvem
polimorfismos nos receptores, permitindo ao virus reconhecer maior quantidade de variantes do ELR-1
(Liu et al., 2016), assim como ocorre com o HIV-1 e com o SIV, cujo tropismo inicial é por linfécitos
TCD4, mas a longo prazo, sdo capazes de infectar as células endoteliais capilares do cérebro, causando
neuropatias, independente dos linfécitos TCD4. (Connor et al., 1997; Edinger et al., 1997).

A presenca de proteinas do EIAV no interior das células que revestem os bronquiolos, septos
alveolares, tlbulos proximais e distais de equideos persistentemente infectados, indicam que novas
particulas virais estdo sendo sintetizadas no local, com isso, surgem novas possibilidades de eliminagao do
virus no ambiente, como pela urina ou por aerossoéis oriundos das vias aéreas.

Em 2007, 13 cavalos e 2 potros, abrigados em um hospital veterinario da Irlanda, se soro
converteram, apds uma égua AIE positiva, com sinais clinicos agudos e um intenso quadro de hemorragia
ser alojada por 24 horas no local. Apesar de todos os animais estarem acomodados em baias individuais,
30 a 157 dias ap6s o contato prévio com o equino infectado, todos os animais foram diagnosticados como
positivos nos testes de ELISA e IDGA (Cullinane et al., 2007). Além desse fato, entre 2010 e 2011, durante
um surto de AIE na Roménia, foi identificado lesbes pulmonares associadas a uma doenca pulmonar
intersticial em 79 equinos infectados pelo EIAV, com posterior deteccdo das protéinas do capsideo viral
em células mononucleares, bem como em células endoteliais do pulméo desses animais (Bolfa et al., 2013).

Considerando a capacidade do virus em se replicar em células epiteliais e endoteliais dos
pulmdes dos equideos, a inalagdo de particulas virais aerossolizadas vem sendo cogitada como um possivel
mecanismo de disseminacdo do EIAV, assim como ocorre com o0 MVV e o CAEV, lentiviroses que
possuem tropismo por mondcitos, macrofagos e células dendriticas de pequenos ruminantes, transmitidos
via ingestdo de colostro e leite, mas também por aerossoéis, apdés induzir uma pneumonia intersticial
linfocitica crénica em seus hospedeiros (Pépin et al., 1998; Pérez et al., 2015; Pinczowski et al., 2017).
Alguns estudos, descreveram a presenca do genoma do MVV e do CAEV nas células epiteliais
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bronquiolares de ovelhas e cabras infectadas (Zink et al., 1990; Staskus et al., 1991), confirmando que o
tropismo celular dos lentivirus pode se estender além dos limites estreitos de linfécitos e macréfagos,
ampliando consequentemente as vias de transmissao desses virus.

A eliminacdo de virus pela urina foi recentemente relatada em pacientes infectados com o HIV-
1 que ndo eram adeptos as terapias antiretrovirais, 0s pesquisadores observaram que a dinamica de liberagdo
do virus € independente da producdo do mesmo nas células sanguineas, ou seja, o HIV-1 é sintetizado
independente dos linfécitos em alguma célula do proprio trato genitourinario (Blasi et al., 2015). Um outro
estudo, observou que a presenca do virus na urina estava associada a células epiteliais renais (Qiao et al.,
2017), isso sugere que o local prévio de replicacdo do HIV-1 possa ser as células epiteliais associadas aos
tlbulos proximais e distais. Dessa forma, a presenga de protéinas do EIAV nestas células, pode indicar uma
possivel eliminacdo do virus na urina de equideos infectados.

A deteccdo do virus in-situ, € um importante passo para a compreensdo de aspectos relevantes
acerca da patogenicidade viral, como o tropismo tecidual e a identificacdo das células-alvo.

Com a padronizacao da técnica de imuno-histoquimica, foi possivel detectar células epiteliais e
endoteliais pulmonares infectadas com o EIAV, assim como a presenca de protéinas virais no epitélio dos
tlbulos distais e proximais dos rins, indicando novas células que possivelmente atuam como fonte de
replicacdo do virus. Embora altamente especulativo, surge uma hipétese de novas formas de eliminacéo e
transmissdo do EIAV, que vao além dos vetores mecénicos ou do compartilhamento de agulhas, materiais
cirtrgicos e materiais equinos infectados com o sangue de um animal soropositivo.

A técnica de imuno-histoquimica descrita no trabalho, podera ser Gtil ndo s6 para a compreensao
da patogénese como para a expansdo do conhecimento acerca do tropismo celular de outros retrovirus,
sendo capaz de fornecer informacges sobre possiveis vias alternativas de infec¢éo e outros mecanismos de
disseminacdo viral, semelhante ao que foi observado para o EIAV.

6. CONCLUSAO

Nesse estudo foi padronizado um ensaio imuno-histoquimico capaz de detectar antigenos do
EIAV em células do baco, figado, rins e pulmdes de equideos naturalmente infectados pelo EIAV. A maior
quantidade de imunomarcacdes foi observada no baco, local normalmente repleto de macréfagos,
confirmando o tropismo viral por fagdcitos mononucleares. No entanto, a presenga do EIAV em células
epiteliais do pulmdo e do rim indica que o virus consegue infectar outros tipos de células além dos
macro6fagos, podendo sua eliminacdo ocorrer pela urina e/ou por secre¢des oronasais, abrindo uma hipotese
sobre novos mecanismos de transmissao que precisam ser melhores investigados.
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nao Vivos.

8. ANEXOS

Universidade Federal de Minas Gerais
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA

OF. CIRC. CEUA-001/17 Belo Honizente, 20 de setembro de 2017.

Sr(a)

Prof (a).
Chefe do
Diretor dola)

Prezados Diretores e Chefes de Departamentos,

A Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG vem informar os
pareceres do CONCEA sobre pesquisa sem mampulagio de ammais vivos.

INa 37 reumiio ordinana do CONCEA, parecer sobre:

A) A ufilizagdo de métodos alternativos em ensino e pesguisa € um esforeo gue
vem sendo aplicado pele implantagdo da Lei Arouca (nf 11.794 de 8 de outubro de
2008). para se obter a redugdo, refinamento e substituigdo de animais vivos em
diferentes situagies e treinamentos. De acordo com essa Lei, em seu artigo 32
entende-se por experimentos - procedimentos efetuados em animais vivos, visando @
elucidagdo de fendmenos fisiolagicos ou patolagicos, mediante técnicas especificas e
preestabelecidas.

Assim, para todos o5 questionamentos que envolvem caddveres ou as suas
partes, a resposta €: Ndo ha necessidade de obter a autorizacdo da CEUA para os
procedimentos listados. No entanto, recomenda-se que o pesquisador tenha todos
os documentos que indiguem e autentiguem a origem e regularidade da coleta do
material, guer seja os termos de consentimento ou de doagdo do proprietdrio do
animal, ou aqueles gque comprovem a sua aquisicdo dos caddveres em Centros de
Controle de Zoonoses ou aqueles derivados da coleta de animais silvestres (copia da
licenga emitida pelo SISBIO) ou proveniente de abafe humanitdrio ou outras
situapdes aqui ndo descritas, Em todos o casas, o obito deve ter ocorride por causa
natural ou eutandsin devido a oufros propdsitos que ndo o de pesquisa cientifica e
ensino.

Salienta-se a necessidnde de uma prdtica ékica com respeito, nas aulas com
animais, tanto nos vivos, como em caddveres, para estimular um aprendizado com
competéncia técnica e humanistica.

INa 36 reumidio ordinana do CONCEA, parecer sobre:

Todos os guestionamentos gque envolvem exemplares jd depositados em
colepdes cientificas. sem manipulagdo de animal vivo, a resposta é: Ndo hd
necessidade de obter a autorizagdo da CEUA

A) A ufilizagdo de métodos alternativos em ensino e pesguisa € um esforgo gue
vem sendo aplicado pele implantagdo da Lei Arouca (nf 11.794 de 8 de outubro de
2008), para se obter a redugdo, refinamento e substituipdo de animais vivas em
diferentes situagdes e treinamentos. De acordo com essa Lei, em seu artigo 32
entende-se por experimentos — procedimentos efetuados em animais vivos, visando @
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elucidagdo de fendmenos fisiologicos ou patologicos. mediante técnicas especificas e
preestabelecidas.

Assim, para todos os questionamentos que envolvem pecas de abatedouro,
dentes, entre outros, sem manipulagdo de animal vivo, a resposta é: Ndo hd
necessidade de obter a autorizacdo da CEUA para os procedimentos listados.
No entanto, recomendo-se que o pesquisador tenhao todos os documentos
gueindiguem e autentiqguem a origem e regularidade da coleta do material, quer seja
o5 termos de consentimento ou de doagdo do proprietdrio do animal, ou aqueles que
COMProvem a sud aquisipdo.

A CEUA esclarece que nesses cases nio emifira certificados ou declaragdes.
Caso os pesqusadores desejem obter certificados deverdio submeter seus protocolos
para anilise, antes de iniciar a pesquisa.

Sendo o que nos apresenta no momente, ficamoes 4 sua inteira disposicio para
outres esclarecimentos que se fizerem necessarios.

Atenciosaments

M
Profa. Cletiza Fana Fezende
Coordenadora da CEUATUFMG

A CEUA tem novo site: hitp:fwww ufmg . bribicetica/cetealceual.
E-mail : cetea@prpg.ufmg.br
Enderego: Unidade Administrativa Il 2°. andar, sala 2005.
Tel. 34094516, Fax: 3408-4592
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Anexo 2 — Documento de doacdo das amostras.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMIARIDO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

DECLARAGAO

Declarante: Sidnei Miyoshi Sakamoto, brasileiro, casado, portador do
RG 18.303.520-3 (SSP-SP), CPF 112037808/77, professor Titular Livre
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SIAPE 24497204)

Declara, para os devidos fins, que serdio disponibilizadas amostras de soro ¢ tecidos para
a execugdo do projeto intitulado “Presenga e caracterizagdo da anemia infecciosa equina,
arterite viral equina, herpesvirus equino e mormo em asininos do nordeste brasileiro”,
coordenado pelo Professor Jenner Karlisson Pimenta dos Reis. As amostras pertencem ao
banco de amostras do projeto “Caracterizagdo da infecgdo do Virus da Anemia Infecciosa
Equina (EIAV) em Asininos do Municipio de Mossor6/RN”, aprovado na CEUA-
UFERSA sob o numero 23091.004349/2014-58. provenientes de diversas regides do
Estado do Rio Grande do Norte.

Adicionalmente, serdo cedidas amostras provenientes do projeto Boas Préticas e
Capacitagio em Bem-estar de asininos do Nordeste em convénio formalizado entre o
MAPA ¢ a UFERSA que tem como parceiros a USP, Donkey Sanctuary ¢ a Universidade
Positivo, processo n® 21000.030968/2016-14, com o objetivo de identificar alternativas
de manejo humanitério da espécie e capacitagdo de multiplicadores e manejadores, bem
como Orgdos publicos envolvidos nas politcas publicas voltadas para os asininos na regido
Nordeste além do diagnostica da situagdio sanitaria desses animais. O valor total do
projeto é: R$ 399.826,68 com finalizagdo prevista para 2020 e prevé a coleta de amostras
em propriedades do Ceard, Rio Grande do Norte e demais estados do Nordeste (ainda em

fase de planejamento).
Por ser verdade, firmo.

Mossor6-RN, 14 de Agosto de 2017

I,
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Anexo 3: Fluxograma demontrando o destino dos fragmentos coletados.
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Anexo 4: Resumo das lesdes histopatélogicas em cada animal positivo para AIE.

Lesdo histopatélogica

Orgéo
Animal FAS Animal 03 Animal 07 Animal 12 Animal 13
Hemossiderose
intensa. Hemossiderose
Acumulo de branda.
amiloides nos ) Minimo ) ]
i L Hemossiderose ; Hemossiderose | Hemossiderose
Baco | foliculos linfoides. acumulo de
) ) branda. o branda. branda.
Hiperplasia amiloides nos
discreta com leve foliculos
diferenciagao linfoides.
linfoplasmdcitaria.
Marginagdo
leucocitaria
discreta. o o o o
i Auséncia de Auséncia de Auséncia de Auséncia de
Figado Presenca de B B B B
] lesBes. lesBes. lesBes. lesdes.
celulas
inflamatorias via
portal.
Infiltracdo branda
de linfécitos e Hiperemia. Hiperemia.
. células Minimo Minimo Auséncia de Auséncia de
Pulmdes ~ ~
mononucleares aumento do aumento do lesdes. lesBes.
nos septos BALT. BALT.
alveolares
Hemorragia fical
na regido ) ) ) )
) Hiperemia Hiperemia
adjacente aos ) )
cortical branda. | cortical branda.
grandes vasos ] ] ] ] o o
) o Discreta nefrite | Discreta nefrite Auséncia de Auséncia de
Rins cortico-medulares. | ) o ] ) o B B
tbulointertiscial | tGbulointertiscial lesdes. lesBes.

Discreta nefrite
tubulointertiscial
linfo-histiocitica

multifocal.

linfo-histiocitica

multifocal

linfo-histiocitica

multifocal
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