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SOROPREVALE'NCIA E CARACTERIZACAO GENETICA DE ESTIRPES DE
CAMPO DO VIRUS DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA EM EQUIDEOS
ERRANTES DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE

CAMARA, Rebeca Jéssica Falcdo. SOROPREVALENCIA E CARACTERIZACAO
GENETICA DE ESTIRPES DE CAMPO DO VIRUS DA ANEMIA
INFECCIOSA EQUINA EM EQUIDEOS ERRANTES DO ESTADO DO RIO
GRANDE DO NORTE. 2017. 48f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal:
Sanidade Animal) — Universidade Federal Rural do SemiArido (UFERSA), Mossor6 —
RN, 2017.

RESUMO: A anemia infecciosa equina (AIE) é a doenca infecciosa de etiologia viral
mais importante entre os equinos. E uma doenca endémica em populagbes de equideos
por todo o mundo. Considera-se que todos 0s equideos sdo susceptiveis embora os
trabalhos publicados se concentrem em equinos, sendo escassas as informacdes sobre
AIE em asininos. No Rio Grande do Norte (RN) milhares de asininos vivem livres,
constituindo um problema para o controle de enfermidades como a AlE, pois podem ser
provaveis reservatorios e fontes de transmisséo delas. Neste trabalho, amostras de 409
animais (asininos e equinos) foram submetidas aos testes de IDGA, ELISA pgp45 e
nested-PCR, utilizando iniciadores para o gene gag e LTR. Quatro amostras (0,98%)
foram positivas em pelo menos um teste soroldgico, e dessas, trés amostras (0,73%)
foram positivas na nested-PCR. Nao obtivemos material suficiente para sequenciamento
das amostras de LTR dos asininos sendo sequenciado apenas o amplificado de LTR
referente @ amostra do equino positivo. O alinhamento (BLAST) permitiu a
identificacdo da sequéncia como virus da AIE (EIAV) com 95% de similaridade de
nucleotideos com estirpes europeias. Os trés produtos obtidos da nested-PCR para o
gene gag foram sequenciados e submetidos a analise filogenética. O resultado da analise
sugeriu que a sequéncia obtida do cavalo confirmaram a identificacdo como EIAV, com
a mesma origem de isolados da América do Norte, e que as sequencias de asininos ndo
possuem identidade com nenhuma outra deo EIAV até o0 momento publicada. Desta
forma, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar se, com estes resultados, foram
identificados um lentivirus ainda nédo descrito que infecta Equus asinus (e qual papel
ele teria para outros equideos) ou se trata de retrovirus endégenos que expressa
proteinas usadas como marcadores de diagnostico da AIE. Embora os dados
apresentados sejam incipientes, revelam um cenario interessante para o estudo das
lentiviroses em asininos.

Palavras — chaves: EIAV, Equus asinus, genes gag, LTR.



GENETIC CHARACTERIZATION OF EQUINE INFECTIOUS ANEMIA
VIRUS DETECTED IN FREE RANGING EQUIDS FROM
R10 GRANDE DO NORTE, BRAZIL

CAMARA, Rebeca Jéssica Falcio. GENETIC CHARACTERIZATION OF
EQUINE INFECTIOUS ANEMIA VIRUS DETECTED IN FREE RANGING
EQUIDS FROM RIO GRANDE DO NORTE, BRAZIL. 2017. 48f. Dissertation
(Master Degree in Animal Science: Animal Health) — Universidade Federal Rural do
SemiArido (UFERSA), Mossoré — RN, 2017.

ABSTRACT: Equine infectious anemia (EIA) is the most important viral disease
among horses. It is an endemic disease in populations of Equidae throughout the world.
All equids are considered to be susceptible although most of the published work are
focused in horses, with a lack of information on EIA in donkeys. In the State of Rio
Grande do Norte, Brazil thousands of donkeys live free, establishing a problem for the
control of diseases like the EIA, since they may play a role as reservoirs. In this work,
blood samples taken from 409 animals (asinine and equine) were submitted to IDGA,
ELISA pgp45 and nested-PCR tests, using gag and LTR gene as molecular markers.
Four samples (0.98%) were positive in at least one serological test, and of these, three
(0.73%) were positive to nested-PCR. We did not get enough material for sequencing of
LTR samples from asinine, then only the amplified referring to the positive equine
sample was sequenced. The alignment (BLAST) allowed the identification of the
sequence as EIAV with 95% of similarity with european strains. Three product from
nested-PCR products for the gag gene were sequenced and submitted to phylogenetic
analysis. The result of this analysis suggested that the samples obtained from the horse
had the same origin as strains from North America, and that the sequences from donkey
samples had no homology with any other already published available EIAV sequence.
In the light of the results from this work, additional studies are required. So we could
confirm that we found a new strain of EIAV or endogenous retrovirus that are capable
of expressing genes that are homologous to EIAV or even a new species of lentivirus
Although the presented data are incomplete, they reveal an interesting scenario for the
study of EIAV  infection in  equids ther than the  horses.

Keywords: EIAV, Equus asinus, genes gag, LTR.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

A equideocultura — que envolve a criacdo de equinos (cavalos), muares (burros
e mulas) e asininos (jumentos, asnos) - € uma atividade que vem ganhando cada vez
mais destaque na economia brasileira, gerando cerca de 4 milhdes de empregos diretos e
indiretos, alem de movimentar cerca de R$13 bilhGes por ano no pais (SNA, 2014).
Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (2015) o
Brasil possui um rebanho de mais de 7 milhGes de equideos, sendo o nordeste brasileiro
responsavel por albergar 35,74% desse rebanho. O rebanho nordestino é composto por,
aproximadamente, 1.279.148 equinos, 584.962 muares e 812.467 asininos,
representando, respectivamente 24%, 48% e 90% do rebanho nacional (MAPA, 2015).

Por muitos anos, os asininos foram considerados simbolo da regido Nordeste
do Brasil, sendo essenciais para economia local, como forca de tracdo no trabalho da
lavoura e meio de transporte de produtos e pessoas, mas em sua maioria, devido a
mecanizacdo da agricultura e do transporte, tém sido abandonados por seus
proprietéarios, gerando um aumento do numero de asininos errantes que vivem proximos
as rodovias federais e estaduais (BITTENCOURT, 2016).

Doencas transmissiveis como a Anemia Infecciosa Equina (AIE), representam
um grande obstaculo para o crescimento da equideocultura. A AIE é a doenca infecciosa
mais importante entre 0s equinos e considera-se que todos os outros equideos sdao também
susceptiveis (COOK et al, 2001) embora os estudos se concentrem em cavalos e pbneis. A
doenca é incuravel, acarretando prejuizos aos proprietarios que necessitam do trabalho desses
animais e aos criadores interessados na melhoria das racas, além de impedir o acesso ao
mercado internacional. Uma vez que um animal € infectado pelo EIAV, assume-se que ele
se tornara positivo em uma prova soroldgica para a deteccdo de anticorpos contra
antigenos do agente e esta condicdo permanecera por toda a sua vida. Esta premissa é o
alicerce da vigilancia desta doenca, segundo as normas do Programa Nacional de
Sanidade dos Equideos (BRASIL, 2008).

O primeiro registro ndo experimental da AIE no Brasil foi feito no Rio de
Janeiro no ano de 1967 (SILVA et al., 2001). Depois desse registro, até a presente data,
varios outros casos foram diagnosticados por todo o pais. No Rio Grande do Norte,
durante o ano de 2015, 24 equideos foram abatidos, como medida de controle da doenga
(World Animal Health Information Database - WAHID, 2016).

A falta de um sistema de vigilancia ativo faz com que ndo haja informac6es

precisas sobre a epidemiologia descritiva da AIE no Brasil, uma vez que séo notificados
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apenas informacbes de animais submetidos a exames laboratoriais, na maioria das
vezes, solicitados para o transito interestadual e participacdo em eventos agropecuarios
fiscalizados pelos servicos oficiais de defesa sanitaria animal (ALMEIDA et al., 2006).
A maior parte dos animais testados séo de alto valor zootécnico, pertencendo a rebanhos
em que, na maioria das vezes, a doenga esta controlada.

Em todo o Brasil, principalmente no Nordeste, o controle da AIE se tornou um
desafio devido ao grande nimero de animais errantes pelas rodovias e municipios da
regido e ao desconhecimento do estado sanitario desses animais. Neste cenario, eles sao
provaveis reservatorios e fontes de contaminagdo dessa doenca, além de representarem
riscos de acidentes. Devido a esta problematica, a Policia Rodoviaria Federal passou a
captura-los e leva-los para fazendas de recolhimento.

Diante da importancia econémica e social da equideocultura no Brasil e da
caréncia de informagdes sobre a doenga em asininos, foi importante determinar o papel
do asinino na cadeia de transmissdo do Virus da Anemia Infecciosa Equina (EIAV) e

caracterizar geneticamente as estirpes encontradas.
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Investigar a presenca do Virus da Anemia Infecciosa Equina (EIAV) no
rebanho de equideos errantes do estado do Rio Grande do Norte, no periodo de
setembro de 2014 & janeiro de 2015.

2.2. ESPECIFICOS

2.2.1. Realizar o diagnostico da anemia infecciosa equina através do teste
oficial preconizado pelo MAPA, a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e
através do recém desenvolvido ELISA pgp45;

2.2.2. Detectar provirus de EIAV no DNA extraido de amostras de sangue
coletadas dos animais do estudo através do Nested —PCR usando o0s
marcadores para as regides génicas gag e LTR

2.2.3. Realizar a caracterizacdo molecular do EIAV por sequenciamento das
amostras amplificadas para os genes gag e LTR e posterior analise
filogenética, comparando as sequencias obtidas com sequencias do EIAV

disponiveis no GenBank.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. ANEMIA INFECCIOSA EQUINA (AIE)

3.1.1. Histdrico da AIE

Primeira doenga infecciosa associada a etiologia viral, a anemia infecciosa
equina foi descrita pela primeira vez como doenca por Lignee em 1843 na Franga,
conforme publicacdo de VALLE E CARRE em 1904 (COOK et al., 2013). O caréater
contagioso da AIE foi constatado por Anginiard, através de um experimento no qual ele
transmitiu sangue de um equino infectado a outro sadio (RICHETER, 1999).

A AIE foi descrita pela primeira vez no Brasil em 1954, no estado de S&o Paulo,
em casos de infeccdo experimental (ALMEIDA, 1974), sendo o primeiro relato
registrado posteriormente no extinto estado de Guanabara em 1967, no Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2001)

Devido a dificuldades encontradas no isolamento e propagacdo do virus em
cultivo celular, a caracterizacdo do EIAV sé foi realizada varios anos ap6s sua
identificacdo, sendo possivel apenas no inicio do século XX (COOK et al., 2013). Em
1970, foi descoberto por Coggins e Norcross o teste de imunodifusdo para o diagndstico
da AIE (COGGINS E NORCROSS, 1970), sendo reconhecido como teste padrdo ouro e
recomendado pela OIE. O teste de IDGA é o método de diagndstico oficial para AIE no

Brasil e em varios outros paises do mundo.

3.1.2. Agente etioldgico

O virus da Anemia Infecciosa Equina (EIAV) é o agente etiologico responsavel
pela doenca Anemia Infecciosa Equina (AIE). E um lentivirus da familia Retroviridae
pertencente a subfamilia Orthoretrovirinae, responsavel por causar infeccdo persistente
em espécies da familia Equidae (equinos, asininos e muares) (ISSEL et al., 2014). E
considerado “primo do interior” do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), sendo
um dos mais simples lentivirus conhecidos (LEROUX et al, 2004). Uma analise do
EIAV por microscopia eletrdnica revelou que ele é formado por particulas circulares ou
ovais que medem cerca de 115 nm de diametro, possui nucleo cdnico, encapsulado por
uma matriz proteica e limitado por uma membrana lipidica contendo numerosas
projecdes de 6-8 nm, dentro do nucleo estdo duas copias de RNA genémico de sentido
positivo (MATHEKA et al. Al., 1976, WEILAND et al., 1977) (Figura 1A).
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Figura 1 - (A) Estrutura do virus da anemia infecciosa equina (EIAV) mostrando a
localizacdo e identidade de proteinas estruturais. (B) Provirus de 8 kpb do EIAV, com
terminais de longa repeticdo (LTR) e as regides de codificacdo das proteinas (gag, pol,
env, tat, S2, e rev). Fonte: ISSEL et al. (2014, p.563).

O EIAV possui aproximadamente 8,2 kpb, apresentando o menor genoma e 0
menor numero de quadros de leitura aberta (ORFS) quando comparado a outros
lentivirus conhecidos, possuindo, dentre eles, a organizacdo mais simples do genoma
(ISSEL et al., 2014) (Figura 1B). Assim como outros retrovirus, o EIAV possui trés
genes estruturais principais (gag, pol e env), flanqueados por terminais de longa
repeticdo (LTR) que contém sequéncias regulatérias (COOK et al., 2013).

O gene gag codifica as proteinas do core viral p26 (capsideo), pl5 (matriz),
pll (nucleocapsideo) e p9 (proteina de dominio tardio); o gene pol codifica a
transcriptase reversa, integrasse e protease (enzimas importantes na replicacdo viral
reversa); e o gene env codifica as glicoproteinas transmembrana, gp45, e do envelope
gp90, proteinasenvolvidas na ligacdo ao receptor celular (receptor de lentivirus equino-1
[ELR-1]) e infeccdo subsequente de célula hospedeira.
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O EIAV possui duas proteinas acessorias em comum com outros lentivirus, a
proteina reguladora Tat (transativador para replicacdo) e a Rev (que atua no transporte
do RNA viral para o nacleo a partir do citoplasma) que estdo envolvidas na replicacdo
viral, e possui uma proteina exclusiva, a S2, que codifica proteina essencial para a
viruléncia (COOK et al., 2013) (Figura 1B). Além disso, o EIAV é o tnico membro do
género que ndo possui uma ORF que codifica a Vif orthologue (proteina importante na
defesa dos retrovirus contra a apolipoproteina p — APOBEC3), 0 que chega a ser
intrigante, pois os equinos possuem mais genes APOBEC3 que qualquer espécie ndo

primata (ISSEL et al., 2014).

3.1.3. Epidemiologia

A AIE é uma doenca cosmopolita, porém sua prevaléncia é variada nas regioes
do Brasil e do mundo. Os dados da prevaléncia dessa enfermidade aqui no Brasil, néo
retratam a realidade, visto que menos de 10% da populacdo de equideos é
frequentemente testada para AIE, sendo que, esses dados sdo gerados, principalmente,
na participacdo dos equideos em eventos agropecuarios, na troca de proprietarios e
viagens (internacionais, interestaduais e municipais). Alguns estudos demonstram que a
prevaléncia média da AIE no Brasil e na América do Sul varia de 2-3%, porém, regides
como o Pantanal Mato-grossense e a regido Norte do Estado de Minas Gerais sdo
consideradas endémicas para AIE (Almeida et al., 2006; Borges et al., 3 2013).

O virus infecta todos os membros da familia Equidae, porém, a resposta clinica
depende dos fatores virais (viruléncia), e fatores de predisposicdo do hospedeiro. A
maioria dos estudos existentes foram realizados em equinos e poneis (Equus caballus),
apesar do virus também infectar asininos (Equus asinus) e mulas (Equus caballus x
Equus asinus). Estudos como o de Spyrou e colaboradores (2003) demonstraram, a
partir de achados fisiopatoldgicos, que os muares possuem sinais semelhantes ao dos
equinos. No entanto, asininos sdo, usualmente, assintomaticos. Em estudo conduzido
por Cook e colaboradores (2001) demonstrou-se que esses animais apresentam baixa
viremia, através de infecgdo experimental de asininos e equinos com a estirpe
patogénica do EIAV denominada EIAV-PV. Nesse estudo todos o0s equinos
apresentaram sinais clinicos da AIE e os asininos permaneceram assintomaticos durante
0s 365 dias de observagdo. A soroconversdo dos animais ocorreu 20 e 40 dias pOs-
infeccdo para equinos e asininos, respectivamente. Os asininos apresentaram carga viral

detectada em ensaios de RT-PCR 100.000 vezes menor, se comparado aquela obtida
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para equinos durante as trés primeiras semanas pos-infeccdo. Ja na infeccdo com a
estirpe Wyoming (altamente virulenta), a diferenga na carga viral entre essas duas
especies, foi cerca de 1000 vezes menor nos asininos, e a soroconversdo dos animais foi
detectada duas semanas apds a infecgéo.

3.1.3.1. Epidemiologia molecular

Em equideos infectados, as regifes génicas gag e pol sdo relativamente
conservadas ao longo do tempo, enquanto env e a ORF que codifica Rev sofrem grande
variacdo genética (ZHENG et al., 1997; LEROUX et al., 1999; BELSHAN et al., 2001).
A proteina P26, produto da expressdo de gag e as enzimas expressas por pol,
apresentam identidade na sequéncia de aminoacidos entre as estirpes do EIAV de cerca
de 80-89%, enquanto a identidade de aminoacidos entre P9 gag e S2 € menor que 50%
(ISSEL et al., 2014). Embora exista uma variacdo genética significativa entre 0s
isolados do EIAV, as partes estruturais e funcionais das proteinas virais sdo mantidas.
Um exemplo € o final do dominio p9 Gag (tirosina, prolina, &cido aspartico, leucina)
que esta implicado na liberacdo de virus através da célula hospedeira, apesar de ele
apresentar uma variacao genética significativa, foi observado em todas as estirpes
analisadas (QUINLIVAN et al., 2006; CAPOMACCIO et al., 2012; DONG et al.,
2013).

A AIE é uma doenca endémica em populagdes de equideos por todo o mundo,
porém, a caracterizacdo de isolados globais é pouca, tendo sido publicadas apenas
quatro sequencias gendmicas completas de isolados de campos do EIAV (EIAV|a
[China], EIAV ke [Irlanda], EIAVuy [Japdo], EIAVyy [USA]) (CAPOMACCIO et al.,
2012). Essas sequencias apresentam 80% ou mais de identidade de nucleotideos e cada
uma compreende um clado separado, sugerindo que todas evoluiram
independentemente, uma vez que todas divergem de um antepassado comum
(QUINLIVAN et al., 2006; DONG et al., 2013). A anélise filogenética das sequéncias
EIAV gag disponiveis no Genbank foi realizada por Capomaccio e colaboradores, sendo
observado um forte padrdo de aglomeragdo geogréfica para o EIAV, com uma
correlacdo significativa entre os filogrupos de isolados e grandes regides geograficas,
sendo, provavelmente, reflexo de uma menor mobilidade global de equideos,
conduzindo a algumas misturas de estirpes quando isso ocorre. Além disso, 0 EIAV é o
unico entre os lentivirus que em condi¢des naturais, as infeccbes podem ser adquiridas

através de transferéncia mediada por insetos vetores. Isso, por sua vez, facilita as
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infeccbes de curto e longo curso, reforgando ainda mais a estruturagdo geogréafica
(CAPOMACCIO etal., 2012; ISSEL et al., 2014).

3.1.4. Patogenia e transmissao

A infeccdo na maioria das vezes € iniciada pelo contato de um animal sadio com
sangue infectado pelo EIAV através de vetores hemat6fagos da ordem Diptera:
Stomoxys calcitrans, Chrysops spp, Tabanus sp, Hybromitra spp, sendo os Tabanus sp
o0s principais vetores hematdfagos (COOK & ISSEL, 2009) e, principalmente, pela a¢do
humana (atraves de fémites contaminados) (Tabela 1). A transmissdo vertical do EIAV
no Utero da égua para o potro é rara (CRAIGO E MONTELARO, 2008). Um relato
recente identificou a expressdao do EIAV em ceélulas epiteliais do pulmdo de equinos
infectados na Roménia (BOLFA et al., 2013), demonstrando um potencial para a
transmissao via aerossol. Apds infeccdo, o EIAV se liga aos mondcitos, onde seu RNA
sofre transcri¢do reversa dando origem ao DNA proviral. Quando o mondcito infectado
amadurece para macréfago o ciclo viral se completa, ocorre a replicacdo do virus, e
virions sdo liberados na corrente sanguinea infectando outros mondcitos, gerando uma
infecgdo persistente, pois o sistema de defesa ndo detecta os virions presentes nos
mondcitos (ISSEL E FOIL, 2015). Os érgdos que possuem abundancia de macréfagos
sdo os mais acometidos (figado, baco, linfonodos, pulmdes e rins) (VARGAS, 2008).
Durante o curso da doenca os titulos virais no soro dos animais infectados oscilam em
intervalos largos, apresentando-se elevados durante o episédio febril inicial e
diminuindo ao longo das crises febris subsequentes (SELLON et al., 1994).

Tabela 1 - Principais fatores comparando o potencial do vetor transmitir o EIAV

Grupo de insetos vetores

Homem
Tabanideos ~Mosca do estabulo Mosquitos (fomites)
Importéncia geral Alta Alta Baixa/Nenhuma Maior
Tax_a de allmep tacao Maior Alta Baixa Sem dados
interrompida
sl ele sangue Alto Mais baixo Mais baixo Maior
transferido
Distancia de Mais longa Mais curta Mais curta Mais longa

disseminacéo do agente
Fonte: ISSEL et al. (2014, p. 566)
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Os virions séo liberados na corrente sanguinea por meio de brotamento usando a
membrana da célula infectada, levando-a morte (QUINN et al., 2005), apds liberados
sdo adsorvidos pelos eritrocitos do hospedeiro, e quando a IgG ou a IgM reagem com
esse complexo ativam o sistema complemento induzindo a hemdlise intra e
extravascular, resultando em anemia (DEL PIERO, 2008).

O EIAV ¢ o unico representante do grupo dos lentivirus que causa uma febre
aguda inicial associada a viremia, seguida por ciclos recorrentes da doenca e,
posteriormente, um periodo assintomatico prolongado (COOK et al., 1996).

A doenca se manifesta clinicamente de diferentes formas, sendo dividida em trés
fases: aguda, cronica e inaparente (Figura 2), € possivel a reversdo de uma fase a outra,
a qualquer instante. Os sintomas variam de acordo com a viruléncia da estirpe
infectante, da quantidade de virus que é transmitida e de acordo com o sistema imune do
hospedeiro. Os sintomas principais relatados na fase aguda sdo febre intermitente (39 -
41°C), anorexia, fraqueza, anemia, e a morte pode ocorrer entre 0 10° e 30° dia ap6s o
inicio dos sintomas. Ainda na forma aguda da doenca, 0s animais jovens podem
apresentar forte prostracdo e andar cambaleante. Por causa da anemia pode-se notar
palidez de mucosas e hemorragias petequiais, ou ainda ictericia e edema nas partes
baixas do corpo (COOK et al., 1996).

Apds a fase aguda o animal entra na fase cronica, essa fase € caracterizada por
ciclos recorrentes de viremia, anemia, perda de peso edema, trombocitopenia e sinais
clinicos neurolégicos (raramente), caso o animal sobreviva, os episddios diminuem a
frequéncia e intensidade progressivamente, por aproximadamente 1 ano, entrando o
animal na fase inaparente, onde ndo sdo observamos sintomas e a viremia nao €
detectada (ISSEL E COGGINS 1979; MONTELARO et al., 1993; ISSEL et al., 2014).
Quando submetido a condigdes de estresse intenso, o animal pode voltar a apresentar a
forma aguda da doenca, podendo provocar a morte do animal. Os periodos de
melhora do quadro clinico e recaidas podem se prolongar por muito tempo, ou
mesmo 0s casos crénicos serem assintomaticos, transformando o cavalo em portador
inaparente sem qualquer sinal da doenca, mais de 90% dos casos sdo de portadores
inaparentes, esses sdo as principais fontes de infeccdo para perpetuacdo da doenca
(MONTELARO etal., 1993; COOK et al., 1996).
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Figura 2- Representacdo esquematica do curso clinico da AIE correlacionando a
temperatura corporal, contagem de plaquetas e nimero de cOpias de RNA viral no
plasma durante as fases da doenca. Episodio febril é considerado quando temperatura
retal esta acima de 39°C; trombocitopenia é definida como contagens de plaquetas
abaixo de 105.000/uL de sangue e viremia caracteriza-se pela quantidade de 105 cdpias
de RNA de EIAV/mL de plasma. Fonte: ISSEL et al. (2014, p.567).

3.1.5. Diagnostico e controle

Antes do desenvolvimento do teste de IDGA para AIE na década de 70, o
diagnostico dessa doenca era realizado através da inoculacdo de sangue de um animal
suspeito em equinos sabidamente sadios, seguido por um periodo de observacdo do
surgimento de sinais clinicos caracteristicos. Devido ao elevado grau de dificuldades
para realizagdo deste teste muitos outros testes foram desenvolvidos para diagnosticar a
AIE tais como, inibicdio da hemaglutinacdo, fixacdo de complemento,
imunofluorescéncia, IDGA, soroneutralizacdo, ELISA, Western blot e reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) (OLIVEIRA, 2011).

A AIE é uma doenca sem cura, ndo possui tratamento ou vacina eficaz, sendo
seu controle feito pela identificagcdo, segregacao e eutanasia dos animais soro positivos
para 0 EIAV. O teste diagndstico oficial adotado pela Organizacdo Mundial de Salde
Animal (OIE) e pelo MAPA ¢é a IDGA (BRASIL, 2014; OIE, 2008). Além desse o
MAPA assim como a USDA (United States Departament of Agriculture) dos Estados
Unidos aprovou 0 uso de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), por apresentar maior
sensibilidade, como método de triagem, logo, animais que obtiverem resultado positivo
no ELISA deverdo ter resultado confirmado através da IDGA (ISSEL & COOK, 1993;
BRASIL, 2014).
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3.1.5.1. Imunodifusédo em gel de agar (IDGA)

Descrito pela primeira vez na década de 70 pelos pesquisadores Coggins e
Norcross, o teste de IDGA utiliza a proteina p26 do core viral para o diagnostico da
AIE. O teste consiste em migracdo simultanea do antigeno e do anticorpo em sentido
convergente em 4agar gel formando complexos antigeno anticorpo insollveis que
precipitam formando uma linha visivel (Figura 3).

A IDGA é considerada prova padrdo-ouro para o diagnostico da AIE pela OIE
(PIZA et al, 2007), bem como pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), sendo sua aplicacao restrita a laboratérios credenciados pelo
MAPA (BRASIL, 2008).

Figura 3 - IDGA demostrando as linhas de precipitacdo formadas entre Ag p26 e
anticorpos anti-EIAV. Fonte: Arquivo pessoal

O teste de IDGA possui uma alta especificidade, sendo o resultado positivo
muito confiavel e confirmatério de infeccdo pelo EIAV no equideo. O tempo para
soroconversao em equinos é de, aproximadamente, 12 dias pds-infeccdo. Porém, apenas
entre 0 15° - 25° dia pos-infeccdo que a titulacdo de anticorpos atinge o limiar minimo
de deteccdo do teste de IDGA (COOK et al., 2013).

Essa técnica possui algumas limitagdes como, por exemplo, uma alta subjetivida,
devido a analise dos resultados depender da interpretacdo visual de uma linha de
precipitacdo formada pelo complexo antigeno (p26)-anticorpo que nem sempre é de
facil visualizacdo, pois a baixa sensibilidade desse teste faz com que amostras com
baixos titulos de anticorpos apresentam linhas de precipitagdes fracas, favorecendo a
ocorréncia de falsos negativos. Na regido Nordeste do Brasil o nimero de asininos é
expressivo, o controle da AIE baseado no diagndstico pela IDGA pode ser
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comprometido, visto que esses animais apresentam viremia baixa consequentemente o

titulo de anticorpos também.

3.1.5.2.  Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

O ELISA ¢é um teste soroldgico que ja é usado como teste auxiliar para o
diagndstico da AIE em alguns paises, como o Brasil. Ele apresenta uma boa correlacéo
com o teste de IDGA e uma maior sensibilidade, sendo utilizado como teste de triagem,
pois detecta um maior nimero de animais positivos em fase inicial da infecgcdo (Susuki
et al., 1982; Shane et al., 1984; Shen et al., 1984; Lew et al., 1993; Soutullo et al., 2001;
citados por: OLIVEIRA, 2011). O ELISA apresenta a vantagem de ter uma menor
subjetividade na leitura dos resultados, pois utiliza espectrofotdmetro. Sua limitagédo
estd na maior ocorréncia de falsos positivos, sendo necessario a confirmacdo do
diagndstico através da IDGA (OIE, 2008).

3.1.5.3. Imunoblot (WESTERN BLOT)
E uma técnica soroldgica sensivel e detecta, simultaneamente, reacdo de
anticorpos anti- p26, anti- gp90 e anti- gp45 com as respectivas proteinas virais (ISSEL
et al., 1999). Ndo é uma técnica disponivel comercialmente, porém ¢ utilizada em

estudos para elucidar resultados conflitantes entre o ELISA e a IDGA.

3.1.5.4. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

O ELISA e a IDGA sdo os testes preconizados pelas autoridades competentes
para o diagndstico da AIE, porém os resultados conflitantes entre eles sdo comuns, desta
forma, para confirmacdo do resultado, faz - se uso de técnicas mais especificas e
sensiveis, como a PCR.

Diferente das provas sorologias a PCR é capaz de identificar equideos em
estagio subclinico, e potros com anticorpos colostrais anti-EIAV, pois identifica a
presenca do patdgeno (SANTOS et al., 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo teve aprovacdo do CEUA-UFERSA (COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS), sob o nimero 23091.004349/2014-58, validade dezembro de

2016, para sua realizagdo.

4.1. LOCAIS DE REALIZACAO DOS TESTES LABORATORIAIS
v" Laboratorio Interdisciplinar do Departamento de Ciéncias Animais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).
v Laboratério de Retroviroses do Departamento de Medicina Veterinaria

Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG.

4.2. COLETA DE MATERIAL

4.2.1. Local de obtencéo das amostras

O trabalho foi conduzido em uma propriedade rural no municipio de Apodi-RN,
no periodo de setembro de 2014 a janeiro de 2015. Os animais submetidos a este estudo
foram equideos errantes, recolhidos pela Policia Rodoviaria Federal das estradas e
interiores do Rio Grande do Norte. Um total de 386 asininos e 23 equinos foram
submetidos a este estudo, nenhum desses animais possuia histérico clinico. Foram
coletadas amostras de sangue de cada animal em tubos vacutainer com e sem

anticoagulante.

4.2.2. Técnica de coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas, apds antissepsia com alcool 70% na
regido da jugular dos equideos, por puncdo venosa em tubos com EDTA para a
obtencéo de plasma e leucdcitos e em tubos sem anticoagulante para a obtencao de soro.
A separacao foi feita por centrifugacdo a 3000 x g por 10 minutos, em seguida aliquotas
do soro foram armazenadas em freezer -20° C para serem utilizadas nos testes
soroldgicos, assim como o plasma sanguineo foi armazenado a -80°C para a pesquisa de
RNA viral.

4.3. DIAGNOSTICO SOROLOGICO

4.3.1. ELISA Pgp45
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O ELISA indireto foi realizado segundo protocolo estabelecido pelo laboratério
de retroviroses da UFMG (RETROLAB). Resumidamente, o antigeno pg45 é um
peptideo sintético produzido através das sequéncias de aminoacidos env do EIAV,
sintetizadas numa membrana de celulose utilizando o equipamento Abimed Spot
Synthesis - ASP222, Langenfeld - Alemanha. O plano de distribui¢cdo de amino&cidos,
bem como a determinacdo de protocolos para sintese de peptideos nas membranas, foi
estabelecido através de bioinformatica utilizando o programa Multipeps (Intavis,
Alemanha). Posteriormente, diluiu-se o0 antigeno sintético para uma concentracdo final
de 0,5 pg/100uL em tampdo carbonato de sodio 0,05 mol/L, pH 9,6, com distribuicdo
de 100 pL/pogo dessa solucdo em placas de 96 pogos (NUNC Maxisorp™, Thermo
Scientific, EUA) seguindo-se de incubacéo por 18 h a 4°C. Apds a etapa de adsor¢éo, as
placas foram lavadas duas vezes com salina tampao fosfato (pH 7,2) contendo 0.05% de
Tween 20 (PBST), incubado por 1h a temperatura ambiente (ta) com PBST, contendo
5% de leite em pd desnatado como proteina inibidora de reacGes inespecificas e lavado
em seguida mais duas vezes com PBST antes do uso. As amostras de soro de jumentos
foram diluidas 1:50 em PBST contendo 1% de leite em p6 desnatado foram adicionadas
(100 uL/pogo) nas placas sensibilizadas com o antigeno pgp45 e incubadas por 1h a (ta)
antes de serem lavadas trés vezes com PBST e, subsequente adicdo de conjugado de
coelho anti-1gG de cavalo marcado com peroxidase (Sigma, EUA), diluido 1:5.000 em
PBST contendo 1% de leite em p6 desnhatado. Apds 1 h de incubacdo a (ta), as placas
foram lavadas trés vezes em PBST e a ligacdo de anticorpos foi detectada pela adigéo
(100 pL/pogo) de substrato que consistia na solucdo de o-phenylenediamine (0.5
mg/mL) e perdxido de hidrogénio (concentracdo final 0.02%) em tampdo fosfato-citrato
(pH 5). A reacdo ocorreu por 10 minutos até que a mesma foi interrompida com solugéo
de &cido sulfarico 3 N (40 pL/pogo). A densidade Otica a 492 nm (OD 92nm) foi
avaliada no espectrofotdmetro TP-Reader (Thermo Plate, China). OD acima de 0,251

foi considerado positivo.

4.3.2. IDGA

Todas as amostras de soro dos equideos foram submetidas ao teste oficial para
diagndstico da Anemia Infecciosa Equina, a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA),
segundo Coggins e Norcross (1970). Seguindo protocolo estabelecido pelo fabricante.

A solucdo de agar Noble 1% em Tampdo Borato foi preparada em microondas e

distribuida (4,5ml) em lamina de microscopia (25x75mm), quando esta atingia a
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temperatura de 45°C. Apos sua solidificacdo o &gar foi perfurado com um furador que
contém um orificio central e seis periféricos medindo 4mm de didmetro e 3mm de
distancia entre os mesmos. As laminas prontas foram armazenadas em camaras Umidas
com solucédo de azida sddica 1% e mantidas a temperatura ambiente. Os soros a serem
testados foram colocados (25uL) intervalados com soros controles positivos nos
orificios periféricos. O antigeno foi colocado no orificio central (Figura 4). As laminas
foram incubadas em cadmara Umida, em temperatura entre 20 e 15°C, por 48 horas e
lidas a olho nu para a verificacdo da presenca de uma linha de precipitacdo entre o
antigeno e o soro teste que tem identidade com a linha formada entre o antigeno e o soro
controle positivo. Foi utilizada uma fonte de luz indireta ajustavel para verificar a

intensidade e posi¢cdo sob o fundo escuro.
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Figura 4 -—— Representacdo da lamina de IDGA demonstrando orificio central para o
antigeno (A) e orificios periféricos alternando entre amostras e o soro padrdo. Fonte:
Arquivo pessoal.

4.3.2.1. Critérios para interpretacdo da IDGA
O sistema de leitura recomendado pelo NVSL (National Veterinary Services
Laboratories) (2008) foi adotado para leitura e interpretacdo das linhas de precipitacao
na prova de IDGA.
Os resultados foram registrados na ficha de leitura, segundo Figura 5, utilizaram-

¢ 9

se as seguintes notagdes: “+” = reagdo positiva, = reagdo negativa, “I” = resultados
inconclusivos ¢ “NSL” = linhas ndo especificas, do inglés nonspecific line. Os
resultados positivos foram reportados de acordo com a intensidade da linha de
precipitagdo formada utilizando uma escala numérica: “+5” = reacdo muito forte
positiva, “+4” = reagdo forte positiva; “+3” = reagdo positiva, “+2” = reagdo positiva,
“+1” = reagao fraca positiva e, “vw” = reagdo muito fraca positiva, do inglés very weak

positive (NVSL, 2008).
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Range of Reactions To Expect in the AGID (Coggins) Test
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Figura 5 - Série de reacGes esperadas na IDGA e exemplos de linhas inespecificas.
Fonte: (disponivel em http://dept.ca.uky.edu/eia/documents/160.pdf).

4.3.3. IMUNOBLOT

As membranas de imunoblot foram gentilmente cedidas pelo professor Chales J.
Issel (Gluck Center, Universty of Kentucky, KY, EUA), sendo preparadas conforme
descrito previamente (Issel, et al., 1993). O protocolo usado para o 1B também foi
seguido conforme descrito previamente (Issel et al., 2012), com exce¢do de que todas as
amostras de soro testadas foram diluidas 1:20 e o conjugado de coelho anti- 1gG de
cavalo marcado com peroxidase (Sigma, EUA) foi usado na dilui¢do de 1:5000, ambos
com volume final de 1 mL. Resumidamente, as membranas de imunoblot foram
bloqueadas em tampéao salina fosfato (PBS) (pH 7.2) contendo 5% de leite desnatado,
por 1 h & ta e sob agitagdo. Entdo a membrana foi cortada em tiras de 4 mm de largura,
para serem utilizadas individualmente por amostra e controle, sendo incubadas com as
amostras de soro diluidos 1:20, por 1 h a ta, sob agitacéo, seguido por 4 lavagens com
PBS saturado com 0.85 M de NaCl e acrescido de 0,05% de Tween 20 e subsequente
adicdo de conjugado de coelho anti-IgG de cavalo marcado com peroxidase (Sigma,
EUA), diluido 1:1500 em PBS contendo 1% de leite em pd desnatado. Apos 1h de
incubacéo a ta, sob agitacdo, as membranas foram lavadas em PBS saturado com 0.85
M de NaCl acrescido de 0,05% de Tween 20, por 10 minutos, sob agitagéo, seguido de
10 minutos de lavagem com PBS saturado com 0.85 M NaCl, sob agitacdo e Ultima

lavagem com PBS por 10 minutos, a ta sob agitacdo. A ligacdo de anticorpos foi


http://dept.ca.uky.edu/eia/documents/160.pdf
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detectada pela adicdo de substrato 3,3, 5,5 -tetramethylbenzidine — TMB (Promega
Corporation, EUA), por 5 minutos, parando a reagdo com agua destilada, apds retirar o
substrato. As amostras foram consideradas positivas no imunoblot quando os anticorpos
se ligaram em pelo menos duas das trés principais proteinas do EIAV (p26, gp45 e/ou
29 gp90) (Issel et al., 2012; Scicluna et al., 2013).

4.4. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Amostras de PBMC foram submetidas a extracdo de DNA gendmico utilizando
o kit QIAmp DNA (Qiagen) conforme instrucdes do fabricante. As amostras de DNA
foram submetidas a quantificacdo, realizada por comparacdo com o marcador de peso
molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) em gel de agarose a 1%.

Durante o periodo de coletas o equino C4 FAS foi eutanasiado, sendo realizada
coleta de fragmentos de tecidos dos seguintes Orgdos, baco, figado, pulmao, rim e
testiculo. Dos tecidos foi realizada a extracdo de RNA utilizando o kit QIAmp RNA
(Qiagen), o RNA obtido foi transcrito em cDNA utilizando o kit QIAGEN OneStep RT-
PCR segundo recomendacdes do fabricante.

4.4.1. Nested PCR

Os trés asininos com sorologia positiva para AIE tiveram seu sangue total
colhido em EDTA para separacdo da camada leucocitaria (buffy coat) para detec¢do de
DNA proviral do EIAV por nested PCR, usando os iniciadores para regides LTR e gag,
conforme relacionado no Tabela 2. As amostras de DNA extraidas foram estocadas em
tubos plasticos de 1,5 mL, livres de RNases e DNases, identificados e congelados a -

20°C até os procedimentos.


https://www.qiagen.com/jp/shop/pcr/end-point-pcr-enzymes-and-kits/one-step-rt-pcr/qiagen-onestep-rt-pcr-kit/
https://www.qiagen.com/jp/shop/pcr/end-point-pcr-enzymes-and-kits/one-step-rt-pcr/qiagen-onestep-rt-pcr-kit/
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Tabela 2 Sequéncia de iniciadores para as regides genicas utilizados neste estudo de
acordo com o marcador e condicdes de ciclo utilizados

Marcador Sequéncia Ciclos Referéncia

Gag S,GACATGGAGCAAAGCGCTCA? 94°C 5 min, 30 ciclos de 94°C, Cappelli et
1%reacdo ° CTGCCCAGGCACCACATCTA® 20s; 62°C, 30s; 72°C, 30s, al., 2011
finalizando com 72°C, 10 min.

Gag S,TGTGGGCGCTAAGTTTGGTG,3 94°C 5 min, 30 ciclos de 94°C, Cappelli et
22reacdo ° TTTCTGTTTCCAGCCCCATC? 20s; 62°C, 30s; 72°C, 30s, al., 2011
finalizando com 72°C, 10 min.

LTR-Tat S,GACAGTTGGGCACTCAGATTf 94°C 5 min, 30 ciclos de 94°C, Dong et al.,
1%reacdo “CAGGAACACCTCCAGAAGAC? 20s; 62°C, 30s; 72°C, 30s, 2012
finalizando com 72°C, 10 min.

LTR-Tat > ATTCTGCGGTCTGAGTCCCT®  94°C 5 min, 30 ciclos de 94°C, Dong et al.,
22reacdo “TAAGTTCTCCTCTGCTGTCC’ 20s; 62°C, 30s; 72°C, 30s, 2012
finalizando com 72°C, 10 min.

4.4.2. Visualizacdo do produto das amplificacfes

Os produtos da PCR foram visualizados ap6s separacao eletroforética em gel de
agarose a 1,5% em tampédo TAE 1X (40mM de Tris, 20mM de acido acético e 1mM de
EDTA) corado com brometo de etidio a 0,5 pg/mL, mediante a utilizacdo de
transiluminador com fonte de luz ultravioleta.

Os produtos amplificados foram migrados juntamente com um marcador
indicativo do nimero de pares de base (Low DNA Mass - 100 bp ladder, Invitrogen), e
controles negativo (CN) e positivo (CP) de extracdo durante aproximadamente 30
minutos a uma voltagem e amperagem médias de 100V e 400mA, respectivamente.
Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram bandas de 313 pb (gag
Cappelli) e 200 pb (LTR- Dong).

4.5. SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO E ANALISE FILOGENETICA

A reacdo de sequenciamento de DNA foi composta de 4 pl de BigDye 3.1®
(Applied Byosystems®), 4 ul de 5x Sequencing buffer (Applied Biosystems®), 4 pmol
de cada iniciador senso e antisenso referente a cada produto de PCR em reacdes
separadas e 20 ng de DNA alvo para uma reacdo final de 20 pl, seguindo para o
termociclador PTC-200 (MJ Research ™) para 35 ciclos de 96° C/30 seg., 50°C/15 seg
e 60°C/4 min, com rampa de 0,7°C/seg entre cada temperatura.

A precipitacao foi realizada a temperatura ambiente com 80 pl de propanol a
75%, incubando-se durante 30 min, seguido de centrifugacdo a 20.000 x g por 25 min,

removeu-se o sobrenadante e foram adicionados 300 pl de etanol a 70%, centrifugou-se
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a 20.000 x g por 15 min e o precipitado foi seco a 95° C por 5 min, as amostras foram
levadas ao sequenciador ABI-377® (Applied Biosystems).

O sequenciamento ocorreu através da eletroforese por capilaridade no
sequenciador automatico. Os fragmentos de DNA marcados foram separados de acordo
com seus tamanhos e detectados por emissdo de fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda. A interpretacdo foi feita pelo sistema computacional do
equipamento segundo cddigos de cores (azul, vermelho, verde e amarelo) ao terem
passado pela regido de leitura 6tica do sequenciador.

Os cromatogramas gerados para cada uma das sequéncias senso e antisenso de
cada amostra e gene foram submetidos ao aplicativo Phred online (EMBRAPA, 2006)
para avaliacdo da qualidade, sendo utilizadas as posi¢cdes que apresentaram nt com
indice Phred maior que 20. Os Cromatogramas foram conferidos manualmente com o
programa Finch TV © (Geospiza) para a busca de erros de interpretacdo e discrepancias
entre cada uma das fitas sequenciadas.

A sequéncia consenso final de cada amostra foi obtida a partir das sequéncias
senso e 0 reverso-complemento da antisenso de cada amostra alinhadas pelo método
CLUSTAL/W com o programa Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999), submetida ao
BLASTN em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ para confirmacdo do sequenciamento
juntamente com as sequéncias homologas referentes aos genes gag e LTR do EIAV
obtidas no GenBank. A arvore filogenética foi obtida utilizando o critério de otimizacéo
de distancias, com o algoritmo Neighbor-Joining com modelo evolutivo Maximum
Composite Likelihood 1000 repeticGes de bootstrap com o programa MEGA 6. Os

nameros de acesso ao Genbank encontram-se na figura da arvore filogenética.

4.6. ESTATISTICA

Os resultados obtidos a partir dos testes diagndsticos aplicados foram
comparados atraves do teste do indice Kappa, utilizando-se o programa SPSS, que
estabelece o indice de concordéncia entre as técnicas. A concordancia € classificada e
denominada de acordo com Landis e Koch (1977): valores do indice Kappa < 0 =
nenhuma concordancia; valores entre 0 — 0.19 = baixa concordéncia; valores entre 0.20
— 0.39 = regular concordancia; valores entre 0.40 — 0.59 = moderada concordancia;
valores entre 0.60 — 0.79 = substancial concordancia; valores entre 0.80 — 1.00 = alta

concordancia.
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5. RESULTADOS

Foram coletadas 386 amostras de soro e buffy coat de asininos e 23 amostras de
soro e buffy coat de equinos que viviam livres proximos a rodovias da regido Semiarida
do Rio Grande do Norte (RN). Com excecdo de um equino, 0s animais n&o
apresentavam sinais clinicos evidentes de doenca. Todas as amostras foram submetidas
aos testes de ELISA pgp45 e IDGA para a pesquisa de anticorpos anti-EIAV, sendo
que, dessas amostras, apenas uma foi positiva em ambos 0s testes.

Depois dos primeiros testes, as amostras que apresentaram resultados
conflitantes entre o IDGA e o ELISA pgp45, foram também testadas na técnica de
nPCR para as regides gag e LTR do EIAV. Das trés amostras com sorologia conflitante
duas apresentaram resultado positivo para a presenca de virus na técnica de nPCR. A
Tabela 3 mostra os resultados dos testes aos quais foram submetidas as amostras que

obtiveram pelo menos um resultado positivo em um dos testes sorologicos.

Tabela 3 - Resultados dos testes sorologicos e molecular.

ldentificacéo do ELISA Nested Nested PCR

Espécie animal IDGA pgpd5 PCR gag LTR Imunoblot
Equus 7 Neg Pos Pos Pos Pos
asinus
Equus 122B Pos Pos Pos Pos Pos
asinus
Equus 156R Neg Pos Neg Neg Neg
asinus
Equus C4FAZ Pos Pos Pos Pos Pos

caballus

A partir da comparagédo entre os resultados gerados na IDGA e no ELISA
Pgp45 pode-se considerar uma concordancia razoavel (Kappa de 0,396) entre as
técnicas soroldgicas. Quando comparadas a técnica de nPCR com as técnicas de IDGA
e ELISA Pgp45 observamos indices Kappas iguais a 0,799 e 0,664, respectivamente, o
que significa que as concordancias entre a técnica molecular e as técnicas soroldgicas
séo substanciais.

A amostra 156R foi positiva no ELISA, porém néo foi detectado o EIAV na
prova molecular e foi IDGA negativo, sendo considerada amostra negativa.

O equino C4 FAS veio a 6bito no periodo das coletas, sendo possivel a

realizacdo de necropsia, onde coletamos tecido do baco, pulmdo, figado, rim e
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testiculos. Todas as amostras de tecidos foram positivas para os genes gag e LTR,
porém s conseguimos matéria viavel para sequenciar do baco e do pulmao.

Os amplicons gerados por nPCR a partir das amostras dos asininos 07 e 122b e
do equino C4FAS foram submetidos ao sequenciamento. Nao obtivemos sequencias
viaveis das amostras de LTR dos asininos positivos. Utilizando o BLAST, foi
confirmado que as amostras de gag e LTR do cavalo C4 FAS apresentavam identidade
significativa com as sequencias publicadas anteriormente no GenBank. No BLAST feito
com as amostras de gag dos asininos positivos ndo encontramos identidade com outras
estirpes de EIAV, mas ambas alinharam com sequencias de hospedeiros, incluindo
genoma de equino.

Uma sequéncia parcial de gag medindo 313 nucleotideos de comprimento
(incluindo lacunas e excluindo as regides do iniciador), foi comparada com sequencias
de EIAV publicadas no GenBank. Os nimeros de acessos das estirpes utilizadas sédo 0s
sequintes: L06609.1, AF172127.1, AY742243.1 (WSUS5); M87581.1, AF170360.1,
AF170363.1 (WY); AF170895.1, AF170898.1, AF170900.1, AF170364.1 (TX);
AF172101.1, AF172099.1 (ID); ABO008197.1, AB008196.1 (Japdo); EF418581.1
(Argentina); EF418583.1, EF418575.1, EF418578.1, AF330039.1 (Canadd);
GU385359.1, GU385355.1, AF327877.1 (Asia); HM177436.1, GU060664.1,
GQ229581.1, HM177435.1, GQ265785.1, HM177437.1, EU375543.1, GQ927487.1
(Europa).

Ao realizarmos a analise filogenética, levando em consideracdo as amostras

estudadas obtivemos a seguinte arvore filogenética:
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Figura 6 - Arvore filogenética baseada em fragmentos parciais do gene gag da amostra
de campo UFERSA/UFMG/01 (equino C4 FAS) e sequencias registradas no GenBank.
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6. DISCUSSAO

Um total de 90% de toda a populacdo de asininos presentes no Brasil estdo
localizados na regido nordeste (MAPA, 2015). Esses animais exerciam grande papel
como meios de transporte no estado, porém sua forca de trabalho j& ndo é mais
requerida como antes, sendo comum sua substituicdo por maquinas agricolas e meios de
transportes mecanizados. Ante isso, sdo abandonados por seus tutores e passam a viver
e se reproduzir livremente nas encostas das rodovias nordestinas. Por esta razdo, foi
feita uma pesquisa em buscando a presenca do Virus de Anemia Infecciosa Equina
(EIAV) no rebanho de equinos do estado do Rio Grande do Norte.

A maioria dos inquéritos sorolégicos para AIE realizados no Brasil, fazem uso
apenas do teste de IDGA (BORGES, et al., 2013; FREITAS, et al., 2015),
provavelmente pelo fato do uso de ELISAs para o diagnostico e controle da AIE s6
terem sido aprovados pelo MAPA em dezembro de 2014 (BRASIL, 2014), e os testes
ainda estarem em fase de validacdo pelos laboratérios oficiais. Em estudo conduzido
recentemente por pesquisadores da UFMG em parceria com nosso laboratorio, 367
amostras de soro de asininos foram testadas fazendo uso dos testes de IDGA e ELISA
rpg90. Foram observadas as taxas de soropositivos de 1,63% no teste de IDGA, e de
3,27% no teste de ELISA rpg90 (OLIVEIRA, 2016). Esses resultados corroboram com
estudos realizados na Italia (ISSEL et al., 2012; SCICLUNA et al., 2013), onde o teste
de ELISA se mostrou mais sensivel.

Devido ao pequeno numero de amostras positivas, os dados gerados a partir do
teste dos indices Kappa devem ser analisados com parcimoénia. Os resultados
permitiram sugerir que existe uma concordancia razoavel entre os testes de ELISA e
IDGA, apontando uma maior sensibilidade do ELISA, corroborando com outros relatos
encontrados na literatura (ISSEL et al., 2012; REIS et al., 1994). As analises dos
resultados obtidos nos testes sorolégicos com a nPCR determinaram uma substancial
concordancia entre os testes, provavelmente, por causa do baixo nimero de animais
infectados. Em outros trabalhos similares com equinos, a NnPCR mostrou-se um teste
mais sensivel e especifico do que os soroldgicos, pois permitiu a deteccdo da infeccao
em equideos “saudaveis”, nos quais as cargas virais sdo, geralmente, baixas
(NAGARAJAN, 2001; CAPPELLI et al., 2011; SANTOS et al., 2011; DONG et at.,
2012; TIGRE et al., 2016).
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O estagio da doenca ndo foi determinado no momento da coleta, por isso sO
podemos sugerir que a amostra do asinino 07 (tabela 3) por ter apresentado IDGA
negativo e ELISA e nPCR positivos, pode levantar as seguintes hipoteses: primeiro, 0
animal se apresentava em estagios iniciais da AIE, com a concentracdo de anticorpos
especificos abaixo do limiar de deteccdo da IDGA (COOK et al., 2001); segundo, o
animal estava infectado com uma variante viral cuja proteina p26 tinha pouca identidade
com a usada no teste diagnostico; ou terceiro, o animal ndo estava no inicio da
incubacdo do virus, mas apresentava baixa viremia.

Dentre as hipéteses que este trabalho levanta, a segunda hipé6tese pode ser
descartada, pois este mesmo animal apresentou resultado positivo ao teste de imunoblot
onde foi reconhecida a proteina p26, a mesma proteina viral utilizada no teste de IDGA.
Além disso, a regido do gene gag responsavel pela producdo de p26 é uma das partes
mais conservadas do genoma viral (ISSEL et al., 2014). Em estudo realizado por Cook e
colaboradores (2001), foi constatado que asininos apresentam uma soroconversao tardia
(40 dias) e niveis de viremia baixos, o que dificulta a identificacdo de animais positivos.
Animais assim, por vezes apresentam-se como negativos no teste de IDGA, embora
positivos em diagnosticos diretos como a PCR e indiretos como o ELISA (ensaio com
menor limiar de deteccdo).

A amostra 156R apresentou apenas ELISA positivo, o que pode ter ocorrido
devido a presenca de anticorpos para gp45 pela exposicdo a epitopos de reatividade
cruzada, visto que a gp45 é uma glicoproteina comum ao envelope de outros retrovirus,
neste caso podendo representar um resultado falso positivo (LANGERMEIER,1996).
Este resultado chama a atencdo para a necessidade de diagndstico especifico para
pesquisa de AIE em amostras de asininos, pois 0os animais poderiam estar infectados
com amostras tdo diferentes que causariam resultados conflitantes mesmo a prova
oficial (IDGA com antigeno p26).

A taxa de soropositivos encontrada para os testes adotados neste trabalho
foram menores que 1%, isso significa uma baixa quando comparado ao estudo
anteriormente realizado nessa mesma regido de estudo (OLIVEIRA, 2016). Essa
consideravel reducdo deve-se, provavelmente, a seca que ocorreu nos ultimos cinco
anos, onde muitos animais vieram a Obito devido a escassez de agua e comida,
diminuindo o nimero de animais soropositivos do rebanho (FAPESP, 2016).

Diante desse levantamento, foi importante realizar um estudo filogenético para

analisar os isolados do gene gag da estirpe caracterizada neste estudo. A analise
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filogenética realizada demonstrou que 0 gene tem origem comum a estirpes
provenientes da América do Norte, assim como os achados de Tigre e colaboradores
(2016).

Ao compararmos as sequencias de gag conseguidas a partir dos tecidos do
equino C4FAS com outras sequencias disponiveis no Genbank, utilizando a ferramenta
BLAST, foi possivel observar no isolado do baco do equino positivo para AlE,
homologia de 85% e 82% entre as sequencias nucleotidicas das estirpes do Canada
(EF418583.1) e de New Hampshire — USA (AB693825.1), respectivamente. Enquanto
82% de identidade nucleotidica foi obtida para o isolado do pulmédo deste mesmo
animal com o clone da estirpe de ldaho -USA (AF172113.1).

As sequencias de LTR do cavalo positivo apresentaram 97% de identidade de
nucleotideo com estirpes caracterizadas na Irlanda. O que corrobora com estudos
anteriores que sugeriram que as estirpes do “novo mundo” seriam oriundas da Europa
(CAPOMACCIO et al., 2012).

Até a presente data sdo conhecidas apenas as sequencias genémicas de quatro
isolados de campo do EIAV: EIAV|a [China], EIAVge [Irlanda], EIAV iy [Japéo],
EIAV\wy [Estados Unidos] (ISSEL et al., 2014). O Brasil ainda ndo possui uma
sequéncia completa de um isolado de campo, entretanto no ano passado pesquisadores
da Universidade Federal da Bahia registraram uma sequéncia parcial do gene gag,
isolado de amostras de cavalos infectados naturalmente. Este trabalho comparou seus
isolados do Estado da Bahia com sequéncias registradas no Genbank, sugerindo que o
EIAV isolado teria origem comum as estirpes WSU5, EIAVUK e Wyoming dos
Estados Unidos. De acordo com Capomaccio e colaboradores (2012), que analisaram a
filogenia dos isolados do EIAV, o virus que circula na America do Norte e na do Sul
sdo oriundos da Europa, introduzidos na época que o continente americano foi
colonizado.

Os asininos 122b e 07 apresentavam-se higidos, sem nenhuma
sintomatologia caracteristica da doenca. Ao analisarmos as sequencias de gag obtidas
a partir do PBMC, foi constatado que ndo apresentava homologia com amostras do
EIAV caracterizada até o momento. Entretanto, esses dois amplificados alinharam
com sequéncias disponiveis no Genbank, apresentando similaridade, inclusive, com
retrovirus endogenos de hospedeiros (incluindo o de equino). Este resultado sugere
que encontramos um possivel retrovirus enddgeno, algo que poderia explicar o

motivo da suposta resisténcia desses animais ao EIAV, e ressalta a necessidade da
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elaboracdo de um teste diagndstico especifico para os asininos, visto que esse
retrovirus endégeno supostamente é capaz de expressar p26 e gp45 fazendo com que
esses animais se tornem falsos positivos nos testes adotados atualmente.

Os retrovirus sdo uma familia grande e diversificada de virus de cadeia
simples de sentido positivo de RNA (LAMERE et al., 2009; WANG et al., 2013). A
transcricdo reversa do genoma retroviral de RNA em DNA é um passo chave no ciclo
de replicacéo retroviral. O DNA resultante é, em seguida, integrado ao genoma do
organismo infectado na forma de um pro-virus (LAMERE et al.,
2009). Ocasionalmente, os retrovirus exdgenos infectam células germinativas e se
integram ao DNA dessas células de tal modo que ha mudancas de transmissao viral
de horizontal (via infeccdo) para vertical como uma caracteristica mendeliana
(KATZOURAKIS et al., 2005). Retrovirus transmitidos verticalmente sdo designados
retrovirus enddgenos (ERVs) (MAYER et al., 2013).

Os ERVs podem representar também infecgdes retrovirais exdgenas antigas,
que ocorreram ha milhdes de anos com o seu homdlogo exdgeno, sendo extintas na
maioria dos casos (MAYER e MESSE, 2005; HEIDMANN et al., 2009; ELLEDER
et al., 2012). A minoria de ERVs que permanecem ativos tém sido associados tanto a
protecdo do hospedeiro contra virus exdgenos quanto a uma variedade de doencas,
tais como tumores, doencgas neurodegenerativas e imunodeficiéncias (OLIVEIRA et
al., 2006; ISHIDA et al., 2015).
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7. CONCLUSOES

Concluimos que o Unico equino (C4 FAS) entre 0s animais positivos estava
infectado com o EIAV, apresentando a AlE classica.

O teste de IDGA, preconizado como prova padrdo-ouro classificou como
positivo o asinino 122b pelas leis atuais, porém nao foi detectado provirus com genoma
semelhante aos ja caracterizados até hoje para EIAV. Assim, na populacdo estudada, as
infeccOes do equino e dos asininos ndo tém origem em comum.

Os asininos 122b e 07 estdo infectados com uma estirpe do EIAV distintas das
ja caracterizadas até o presente momento, ou sdo portadores de um virus endégeno

ainda ativo.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Ante nossos achados, concluimos que os asininos nao sdo fontes de infeccao
para AIE nos equinos. Concluimos também que novas investigacfes sdo necessarias,
principalmente com marcadores moleculares e soroldgicos adicionais para elucidar se a
IDGA estaria classificando animais nédo infectados com AIEV como falsos positivos.
Outra possibilidade € a de que os animais negativos a IDGA estdo infectados com EIAV
tdo divergente que ndo apresenta mais epitopos comuns na p26. Neste Gltimo caso, seria
necessario a inclusdo de medidas especificas voltadas para os asininos, essencialmente
dos animais errantes, por esses terem pouco contato com equinos no programa de

vigilancia da AIE.
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