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RESUMO

O virus da Anemia Infecciosa Equina (EIAV), membro da familia Retroviridae,
género Lentivirus, causa uma doenca de curso cronico e latente em equideos. A infecgdo é
limitada a equinos, asininos e muares e caracteriza-se por episodios febris, perda de peso,
debilidade progressiva, mucosas ictéricas, edemas subcutaneos e anemia. A AIE ndo tem
tratamento nem vacina eficaz. O diagndstico clinico é dificil pelo fato que os sinais da doenca
ndo sdo especificos, além disso, apds a fase aguda da infec¢do a maioria dos animais se torna
portador assintomatico do virus.  Neste estudo noOs detectamos e caracterizamos
filogeneticamente o virus isolado na Bahia, Brasil. A partir de amostras de sangue e soro de
animais de diferentes municipios do estado utilizamos a técnica de referéncia pela
Organizacdo Mundial para Sanidade Animal (OIE), a prova sorolégica de IDGA, e as
técnicas moleculares de nested-PCR e nested-RT-PCR. No total 82 animais foram
examinados neste estudo por IDGA e PCR. Primers para o gene gag foram utilizados para
amplificar o DNA proviral/RNA do EIAV, nos ensaios de nested-PCR e nested-RT-PCR
respectivamente. Amplicons de 15 amostras positivas por nested-PCR foram submetidas ao
sequenciamento e analise filogenética. As sequencias de EIAV analisadas neste estudo
formam um clado com as cepas WSU5, EIAVyk e EIAVyyoming, todas dos EUA. 51 amostras
(62,2%) foram positivas por nested-PCR, enquanto apenas 31 amostras (37,8%) foram
positivas por IDGA. No presente estudo utilizando técnicas moleculares foi possivel
demonstrar que animais portadores assintomaticos do EIAV, com diferentes status sorolégico
apresentam virus e/ou DNA proviral detectavel por PCR, em PBMC e plasma, demonstrando
que o virus se replica mesmo na presenca de mecanismos de defesa imunoldgicos do
hospedeiro, sendo o animal portador assintomatico e sorologicamente negativo, importante
reservatorio do virus no plantel, e sugerindo que o controle da AIE baseado apenas no IDGA
precisa ser revisto pelos érgaos fiscalizadores no Brasil.

Palavras-chave: EIAV. PCR. Analise filogenética.
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ABSTRACT

The Equine Infectious Anemia Virus (EIAV), a member of the family Retroviridae, genus
Lentivirus, causes a disease of chronic and latent course in equidae. Infection is limited to
horses, asinines and mules and is characterized by febrile episodes, weight loss, progressive
weakness, icteric mucous, subcutaneous edema and anemia. The equine infectious anemia
(EIA) has no effective treatment or vaccine. The clinical diagnosis is difficult due to the fact
that the signs of the disease are not specific; moreover, after the acute phase of infection, most
animals become asymptomatic carriers of the virus. In this study we detected and
characterized phylogenetically the virus isolated in Bahia, Brazil. We used the reference
technique from the World Organization for Animal Health (OIE), the serological test of
AGID, and the molecular techniques of nested-PCR and nested-RT-PCR from blood and
serum samples from different municipalities of the state. In total, 82 animals were examined
in this study by AGID and PCR. Primers for the gag gene were used to amplify the EIAV
proviral DNA/RNA in the nested-PCR and nested-RT-PCR assays, respectively. Amplicons
of 15 samples positive by nested-PCR were submitted to sequencing and phylogenetic
analysis. The EIAV sequences analyzed in this study form a clade with strains WSUS5,
EIAVyuk and EIAVyoming, all from the USA. 51 samples (62.2%) were positive by nested-
PCR, whereas only 31 samples (37.8%) were positive by AGID. In the present study using
molecular techniques, it was possible to demonstrate that asymptomatic carriers of EIAV,
with different serological status, have virus and/or DNA proviral detectable by PCR, in
PBMC and plasma, demonstrating that the virus replicates even in the presence of
immunological defense mechanisms of the host, being the asymptomatic and serologically
negative carrier animal, an important reservoir of the virus in the establishment, and
suggesting that the control of the EIA based only on the AGID test needs to be reviewed by
the inspection agencies in Brazil.

Keywords: EIAV. PCR. Phylogenetic analysis.
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1 INTRODUCAO

A Anemia infecciosa equina (AIE) é uma doenca infecciosa grave que acomete 0s
animais da Familia Equidae. A doenca é causada pelo virus da Anemia Infecciosa Equina
(EIAV), pertencente a familia Retroviridae, género Lentivirus. Neste género estdo
classificados outros importantes patégenos dos animais e do homem causadores de doencas
cronicas e persistentes; entre eles o virus da Artrite-encefalite caprina (CAEV), o virus
Maedi-Visna, o virus da Imunodeficiéncia bovina (BIV), o virus da Imunodeficiéncia felina
(FIV) e o virus da Imunodeficiéncia humana (HIV) (LEROUX et al., 2004).

A infeccdo é limitada a equinos, asininos e muares e caracteriza-se por episodios febris
recorrentes, trombocitopenia, anemia, perda de peso e edemas subcutaneos. A doenca
apresenta trés estagios clinicos distintos, a fase aguda (primeiro episédio da doenca), a fase
cronica (multiplos e sequenciais episédios da doenca) e a fase inaparente, quando o animal se
torna portador assintomatico da infeccdo (ISSEL et al., 2014).

O EIAV é transmitido principalmente através do sangue de animais infectados e uma
das vias de penetracdo do virus é através da picada de insetos hematdfagos, como o0s
tabanideos (Tabanus sp; Hybomitra spp) e as moscas do estabulo (Stomoxys spp) que servem
de vetores mecanicos, devido a permanéncia do virus no aparelho bucal dos insetos (Hawkins
et al., 1976; Williams et al., 1981, Foil et al., 1983).

A imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) € o teste oficial indicado pela Organizacdo
mundial para sanidade animal (OIE) para o diagnostico sorolégico da AIE em todo 0 mundo
(OIE, 2013). A IDGA ou teste de Coggins (COGGINS & NORCROSS, 1970) é um teste
relativamente rapido, de baixo custo, simples e altamente especifico para identificar animais
infectados, entretanto o teste tem baixa sensibilidade e a interpretagdo dos resultados é
subjetiva pela leitura visual das curvaturas das linhas de precipitacéo (REIS et al., 1994;
REIS, 1997; SCICLUNA et al., 2013).

A AIE ¢, ainda hoje, um obstaculo para o desenvolvimento da equideocultura, uma
doenga transmissivel e incuravel, que gera prejuizos econémicos importantes ao produtor
rural que utiliza esses animais como ferramenta de trabalho; aos criadores de elite
interessados na melhoria das ragas, e/ou por interferir nas negociacbes do mercado
internacional (ALMEIDA et al., 2006).
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Desde seu reporte no Brasil, em 1968, a AIE é umas das principais preocupacfes da
equideocultura nacional, e foi incluida na lista de doencas passiveis de aplicacdo de medidas
previstas no Regulamento de Defesa Sanitaria Animal (BRASIL, 2004) que estabelece a
obrigatoriedade da eutanasia ou isolamento dos equideos soropositivos.

A Bahia é o primeiro estado do Brasil em relagdo ao quantitativo de equideos (IBGE-
Censo Agropecuario, 2006), entretanto os dados epidemioldgicos a cerca da prevaléncia da
AIE no estado séo insuficientes, alguns levantamentos demonstraram valores entre 5,9% até
35% de soropositividade (ARAUJO et al., 2007; GUIMARAES et al., 2011; ROSA et al.,
2012a; ROSA et al., 2012b).

No Brasil os dados de prevaléncia da AIE se reportam aos animais que precisam
transitar no pais, sendo assim nem todos os animais sdo testados, apenas animais de elite,
reprodutores ou atletas, que periodicamente participam de eventos equestres no pais. A
depender da regido estudada a morbidade pode variar amplamente, devido a fatores como a
populacdo de hospedeiros e de insetos, vetores mecanicos da infeccdo e ainda da aplicacéo de
praticas de manejo adequadas (FRANCO & PAES, 2011).

O controle da AIE é possivel, mas para tal, um levantamento da distribuicdo e
prevaléncia da doenca, utilizando testes de diagnostico mais sensiveis, que permitam
identificar animais portadores assintomaticos e animais na fase inicial da infeccdo, sdo
elementos fundamentais para uma vigilancia sanitaria eficaz.

Desta forma a motivagéo para a realizacdo deste trabalho foi poder contribuir com os
estudos sobre EIAV no Brasil, caracterizando filogeneticamente o virus que circula nos
equideos da Bahia, e por outro lado questionar o diagnostico da AIE baseado apenas em
IDGA,; principalmente porque animais soropositivos sdo eutanasiados em prol do controle da

enfermidade, enquanto animais falsos-negativos continuam transmitindo o virus no plantel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

A AIE é uma doenca infectocontagiosa cronica de etiologia viral, descrita pela
primeira vez na Franca, em 1843 por Ligné como a Febre dos Pantanos. A identificacdo do
agente etioldgico foi realizada por Carré e colaboradores em 1904, e foi a primeira doenca
comprovadamente causada por um "agente filtravel".

Nos primoérdios do século vinte a pesquisa da AIE desacelerou-se devido a
incapacidade de se propagar o virus in vitro, até a década de 60, quando pesquisadores
japoneses desenvolveram sistemas bem sucedidos de cultura in vitro de leucécitos (KONO et
al., 1970; CLEMENTS & ZINK, 1996). No inicio de 1970, Dr. Leroy Coggins desenvolveu o
teste de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) para detectar especificamente anticorpos no
soro de animais infectados (COGGINS & NORCROSS, 1970; COGGINS et al., 1972).

No Brasil a doenca foi constatada em 1968, nos estados do Rio de Janeiro (DUPONT
etal., 1968; SILVA et al., 1968) e no Rio Grande do Sul (GUERREIRO et al., 1968).

A AIE gera embargos ao transito de equideos, além de interferir nos eventos
esportivos equestres, assumindo assim uma relevancia econdmica consideravel. Desde 1981 a
AIE foi incluida entre as doencas passiveis de medidas de controle pelo Ministério da
Agricultura, pecuéria e abastecimento (MAPA). Segundo o Regulamento de Defesa Sanitaria
(BRASIL, 2004) ¢ obrigatoria a eutanasia de equideos soropositivos. Em 2004, foi implantado
0 Programa Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE), o qual tem como umas das metas o
controle das AIE através da identificacdo, segregagdo e/ou eutanasia dos animais positivos no
teste de IDGA (BRASIL, 2004).

2.2 VIRUS DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

2.2.1 Classificacdo
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A doenga e causada pelo virus da Anemia Infecciosa Equina (EIAV), pertencente a
familia Retroviridae, género Lentivirus. A familia Retroviridae esta dividida em subfamilias;
esta subdivisdo baseia-se predominantemente nas propriedades patogénicas do que nos
critérios moleculares. A maioria dos retrovirus de importancia na medicina veterinaria
pertence a subfamilia Orthoretrovirinae (GOFF, 2007; RAVAZOLLO & COSTA, 2007).

No género Lentivirus estdo importantes patdgenos dos animais domésticos e do
homem; o virus da Artrite-encefalite caprina (CAEV) e o virus Maedi-Visna de ovinos estao
intimamente relacionados e forma um complexo denominado, Lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR), o virus da Imunodeficiéncia bovina (BIV) e felina (FIV), o virus da
Imunodeficiéncia simia (SIV) e humana (HIV). Todos os Lentivirus sdo conhecidos por
causar doencas cronicas e persistentes em seus hospedeiros (LEROUX et al., 2004).

Lentivirus tém sido isolados de ovelhas, cabras, cavalos, bois, gatos, macacos e
homem. Cinco grupos evolucionarios de lentivirus sdo geneticamente reconhecidos (Figura
1), a partir do alinhamento de sequencias da transcriptase reversa (RT) com 427 aminoacidos,
sendo relevante perceber qgue mesmo dentro de um Unico grupo, distintos subgrupos podem
ser definidos de acordo com diferentes espécies hospedeiras, areas geograficas e distancias
genéticas (DESROSIERS, 2007).
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Figura 1: Filogenia dos Lentivirus mostrando cinco grupos filogenéticos (DESROSIERS, 2007).

2.2.2 Caracteristicas morfoldgicas

O virus da AIE apresenta aproximadamente de 115nm de diametro, com estrutura
unica de tripla camada: a mais interna é o complexo de nucleoproteinas gendmicas, que inclui
por volta de 30 moléculas de RT, com simetria circular ou oval; a segunda camada é o
capsideo icosaédrico de aproximadamente 60nm de didmetro; que por sua vez é recoberto por
envelope derivado da membrana da célula hospedeira, no qual se projetam peplémeros
glicoproteicos de 6-8 nm. O genoma viral é diploide, composto por um dimero invertido de
moléculas de RNA fita simples em sentido positivo, e cada monémero tem 7-11kb. O genoma
compreende trés genes principais que codificam proteinas estruturais (gag, pol e env), trés
regides abertas de leitura (ORFs) que codificam proteinas regulatérias (tat, rev e S2) e por
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duas regides ndo codificantes, Unicas, situadas nas extremidades 5 (RU5) e 3 (RU3) que
apresentam elementos promotores da transcricdo (MURPHY et al., 1999; COUTINHO et al.,
2013; ISSEL et al., 2014).

O envelope viral é constituido por lipideos e glicoproteinas codificadas pelo gene env,
as quais sdo denominadas de glicoproteinas de superficie (SU) e transmembrana (TM), que
atuam como receptores virais durante a interacdo do virus com a célula hospedeira. O gene
gag origina as proteinas da matriz (MA), capside (CA) e nucleocapsideo (NU), enquanto o
gene pol é responsavel pela sintese de proteinas com func¢des enzimaticas envolvidas no
processo de replicagcdo viral como as proteases (PR), a RT e a integrase (IN) (Figura 2)
(GOFF, 2007; RAVAZOLLO & COSTA, 2007).

Os retrovirus sdo inativados por solventes lipidicos, detergentes e pelo aquecimento a
56°C por 30 minutos. Porém, sdo mais resistentes a radiacdo UV e X do que outros virus,

provavelmente devido ao seu genoma diploide (MURPHY et al, 1999).

Envelope:
A Su, gp90
~ TM, gp45

:

Integrase-IN ‘

p30

Transcriptase- ' bi
reversa-RT, p66

RNA viral

Bicamada lipidica
Protease-PR, p12@

dUTPase-DU, g
p15
Capsideo-CA, p26

Nucleocapsideo-NC,
pll

Matriz-MA, p15

Figura 2: Desenho esquematico da estrutura do EIAV mostrando a identificacdo e a localizacdo das
proteinas estruturais (Adaptado de ISSEL et al., 2014).

2.2.3 Genoma do EIAV

O genoma de EIAV consiste em duas fitas de RNA idénticas ndo complementares com

aproximadamente 8,2kb, o menor genoma entre os lentivirus, compreendendo trés genes
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principais que codificam proteinas estruturais (gag, pol e env) e ndo estruturais (tat, rev e S2)
ligadas nas extremidades finais por duas regides terminais ndo codificantes (“long terminal
repeats” ou LTR) (Figura 3).

As proteinas de gag, pol e env sdo produzidas como poliproteinas precursoras e sao
clivadas somente na fase final do ciclo, durante o egresso e mesmo apos, dando origem as
proteinas individuais (RAVAZOLLO & COSTA, 2007).

A poliproteina precursora codificada pelo gene gag contem 55kd (Pr55gag) € clivada
pela PR viral, sendo essencial no ciclo de replicacdo pois estd associada a formacdo da
particula viral na célula hospedeira. Esta poliproteina é clivada em quatro proteinas estruturais
que compdem o virion maduro: a proteina MA (p15), a proteina CA (p26) e duas NC (p11 e
p9) (COUTINHO et al., 2013). Estas proteinas formam o core viral, com a p11 ligando-se ao
RNA gendmico (RNAQ), a p26 compreendendo a estrutura conica do core e a p15 formando a
matriz ao redor do core. Desta forma, p15 e p26 sdo essenciais na formacédo da particula viral
enquanto p9 é critica para a liberacdo da progénie viral a partir da célula hospedeira (ISSEL et
al., 2014). Estudos também sugerem a participacdo da p9 nos eventos de infeccdo e replicacédo
viral (CHEN et al., 2001) assim como o papel desta proteina nos estagios iniciais da
replicacdo que levam a geracdo do DNA proviral e sua estavel integracdao, fundamental para
uma infecgdo produtiva na célula alvo (JIN et al., 2005).

As proteinas do gene pol também sdo produzidas pela clivagem proteolitica do
precursor Pr180gag/pol, novamente pelas PR virais, produzindo importantes proteinas com
funcdo enzimatica a PR, a IN e RT (ISSEL et al.,, 2014). A PR é responsavel pelo
processamento das poliproteinas Pr55gag e Pr180gag/pol, a RT faz a conversdo do RNAg
viral em DNA proviral e a IN facilita a integracdo do DNA proviral ao DNA cromossdmico
da célula hospedeira (DONG et al., 2014).

Os lentivirus ndo-primatas codificam uma enzima importante para a sintese de DNA, a
deoxiuridina trifosfatase (dUTPase; DU) a partir de uma ORF distinta dentro do gene pol
(Figura 3), esta enzima catalisa a conversdo de dUTP em mUTP e PPi, e tem sido reportada
como importante fator para a eficiente replicacdo do EIAV em macréfagos, in vitro e in vivo;
variagfes na sequencia de DU podem alterar propriedades biologicas e patogénicas do virus.
A presenca, portanto da DU em lentivirus ndo primatas pode estar relacionado em parte a
replicacdo predominante destes virus em células com baixo potencial de divisdo (macrofagos)
em contraste com os lentivirus de primatas que se replicam em células com alto potencial de
divisdo (linfocitos), assim a presenga da DU reduz a frequéncia de mutacdo nos produtos da
transcricdo reversa (DESROSIERS, 2007; LICHTENSTEIN et al., 1995).
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O envelope viral é constituido pelo produto do gene env, uma poliproteina clivada por
endoproteinases celulares em duas glicoproteinas: SU (gp90) e TM (gp45); que estdo
envolvidas na ligacdo do virus ao receptor celular, recentemente identificado como receptor
de lentivirus equino-1 (ELR-1), membro da familia de receptores do fator de necrose tumoral
(TNF) (ZHANG et al., 2005). A TM é uma proteina integral de membrana; a SU esta
localizada externamente no virion, associada de forma n&o-covalente com a regido externa da
TM (GOFF, 2007; RAVAZOLLO & COSTA, 2007).

Os genes gag e pol mostram-se 0s mais conservados, engquanto o gene env é
heterogéneo, em razdo das mutacdes pontuais estabelecidas durante a replicacdo dos &cidos
nucleicos dos retrovirus (NARAYAN & CLEMENTS, 1989). As regides gag, pol e ORF1
(codifica o0 exon 2 de tat) e a ORF2 (codifica S2) sdo conservadas entre as cepas de EIAV,
enquanto env e ORF3 (codifica o segundo exon de rev) sdo altamente variaveis (CHONG et
al., 2014).

As LTRs sdo formadas na fase de sintese do DNA pelas sequencias RU3 e RU5
presentes no genoma do virus, as quais contém o sitio de iniciacdo da transcricdo para a RNA
polimerase Il. S8o regides ndo traduzidas, Unicas, situadas nas extremidades 5 (RU5) e
3'(RU3) que flangueiam o DNA proviral. As regides LTRs regulam a expressdo do genoma
viral, servindo como ponto de convergéncia de fatores de transcricdo e elementos do
maquindrio transcricional da célula, também s&o responséveis pela poliadenilacdo do RNA
viral, além de estarem relacionadas com o tropismo celular (MAURY, 1998). A funcdo de
LTR tem impacto direto sobre (i) a infeccdo produtiva da célula hospedeira, (ii) a expressdo
viral e montagem suficiente para elevar a carga viral a niveis associados a progressdo da
doenca e patogénese, (iii) transicdo entre os niveis de expressao viral da laténcia para a
infeccdo altamente produtiva e (iv) a producdo de proteinas virais citotoxicas (KREBS et al.,
2001).

O genoma do EIAV apresenta trés ORF's, além dos trés genes estruturais, as quais
codificam proteinas acessorias (tat, rev e S2) que podem ter funcgdes regulatdrias na replicagédo
viral, na defesa contra o sistema imunolégico do hospedeiro e/ou promovem a
patogenicidade. Embora duas destas proteinas (tat e rev) sejam comuns a todos os retrovirus,
a terceira, S2 esta presente apenas no genoma do EIAV (COUTINHO et al., 2013; ISSEL et
al., 2014).

Por outro lado EIAV é o unico do género que ndo codifica a proteina do gene

regulatorio vif; esta proteina tem acdo direta sobre a apopoliproteina f (APOBEC-3)
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importante na defesa do hospedeiro contra os retrovirus (DESROSIERS, 2007; ISSEL et al.,
2014).

Tat (trans-activator protein) tem a funcdo de recrutar proteinas da celula hospedeira
essenciais para o alongamento do RNA viral nascente, enquanto Rev (proteina reguladora
viral) promove o splicing e a exportagdo nuclear do RNAm viral para o citoplasma. Embora a
funcdo de S2 ndo esteja completamente definida a delecdo desta proteina acessoria resulta na
atenuacdo do virus (BACCAM et al., 2003; ISSEL et al., 2014). Estudos sugerem que S2
participa da regulacdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, induzindo potencialmente

0 quadro de trombocitopenia observado na fase aguda da doenca (COVALEDA et al., 2010).

LTR tat gag pol tat SV env rev LTR
s2
gag pal env

PR RT-RH DU IN 52 Rev Rev

LTR

TR || tat || ma | ca | no || po tat ‘ SU/gpa0 | Th/gp5

Figura 3: Organizacdo gendmica do EIAV. (A) Regides codificadoras do genoma viral. (B) Produtos
proteicos e suas respectivas ORF's no genoma viral (DESROSIERS, 2007; ISSEL & FOIL, 2015).

2.2.4 Ciclo de Replicacéo Viral

A infeccdo inicia-se pela ligacdo sequencial das proteinas do envelope do virus a
receptores primarios na superficie das células, e entdo co-receptores vdo mediar a fusdo entre
0 virus e a membrana celular (CLAPHAM & MCKNIGHT, 2002). Zhang e col. (2005)
identificaram e clonaram um receptor funcional para EIAV, denominado Equine Lentivirus
receptor-1 (ELR-1), uma proteina semelhante as da familia do receptor do TNF. Demonstrou-

se que ERL-1 é expressa em células permissivas a replicacdo de EIAV, incluindo
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mondcitos/macrdéfagos, estando ausente em linhagens de células humanas, simias e de
roedores.

A subunidade SU de env tem o papel principal de contato com o receptor, e a
subunidade TM parece ser mais importante na fusdo com a membrana celular (GOFF, 2007).
O rearranjo das proteinas do envelope é especialmente requerido nesta fase, tais rearranjos
acontecem nas pontes dissulfeto que existem dentro ou entre TM e SU. Em condic¢des
favoraveis de temperatura, a fusdo inicia-se rapidamente (dentro de 5 minutos) e estara
completamente concluida em 3 horas (GOFF, 2007; COFFIN et al., 1997).

O processo de desnudacdo ou abertura do capsideo, o qual permite o inicio da
transcri¢do reversa, é pobremente conhecido, provavelmente fatores celulares sdo importantes
nos estagios iniciais. Por exemplo, no caso do HIV a proteina Ciclofilina A interage com CA,
isto € necessario para o inicio da transcricdo reversa. Possivelmente esta proteina facilite o
desnudamento do virion (GOFF, 2007).

Os retrovirus diferem de outros virus, pois cada virion contém duas cdpias completas
do genoma de RNA de cadeia simples. Tem se proposto que 0s retrovirus carreguem estes
dois RNAs para aumentar a probabilidade de sucesso da sintese de DNA, ou seja, se um dos
dois RNAs for degradado, a RT pode mudar o modelo e copiar o RNA viral garantindo assim
a sintese de DNAc.

A transcricdo reversa e a integracdo iniciam-se a partir da formagdo de um complexo
ribonucleoproteico que inclui ndo sé a RT e o RNA viral, mas outras proteinas virais, como a
IN e proteinas do gene gag como NC, que parece facilitar a sintese do DNAc (COFFIN et al.,
1997).

A integracdo é uma etapa crucial no ciclo de replicacdo dos retrovirus. Complexos de
pré-integracdo compostos pela enzima IN, proteinas celulares e outras proteinas virais atuam
na incorporacdo do DNAc viral no genoma da célula hospedeira. Como resultado, os
retrovirus na forma de provirus tornam-se parte integrante do cromossomo da célula
persistindo durante toda a vida do hospedeiro, estabelecendo infecgdes latentes (SAXENA &
CHITTI, 2016). Liu e col. (2015) demonstraram em cultivo de células de derme fetal equina
(FED) que cepas de EIAV tendem a integrar em regides do DNA ricas em adenina e timina,
e evitar os locais de inicio de transcricdo (TSS), o que também é observado com HIV-1.

O RNAg é produzido pela transcricdo do provirus integrado ao DNA da célula
hospedeira, reacdo que é catalisada pelo maquinario celular de transcricdo na fase tardia do
ciclo de replicagdo viral, nesta fase enzimas da célula hospedeira vao realizar o processo
normal de transcricdo e traducdo (RAVAZOLLO & COSTA, 2007).
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O préximo passo é a montagem, no qual as proteinas da capside dos retrovirus sdo
organizadas e agrupadas em uma forma imatura. Por fim a fase de brotamento, na qual a
particula viral imatura adquire a membrana plasmatica da célula hospedeira; sobrevém a
maturacao e liberacdo, na qual as poliproteinas gag e pol dos retrovirus séo clivadas pela PR
retroviral, formando assim a forma madura e infecciosa do virus (Figura 4) (SAXENA &
CHITTI, 2016).
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Figura 4: Visao esquematica do ciclo de replicacdo dos retrovirus (Adaptado de STAKE et al., 2013).

2.2.5 Células hospedeiras do virus

O EIAV tem tropismo in vivo por células da linhagem mondcito/macrofago e séo as
células predominantemente infectadas pelo virus. A penetracdo do virus nos monocitos
resulta em uma infeccdo ndo produtiva e a sua diferenciacdo em macrofagos ativa a
replicacdo viral, este evento préprio dos Lentivirus é denominado restricdo da replicagdo
(MAURY et al., 1994; CLEMENT et al., 1996). O virus se replica ativamente durante os
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episodios febris nos macrofagos detectados no baco, figado, linfonodos, pulmdes, rins,
glandula adrenal e medula 6ssea. Portanto os mondcitos e macrofagos infectados séo 0s
grandes disseminadores da doenca no animal (MAURY, 1994; SELLON et al.,1996).

O bago parece ser o local predominante da replicacdo e persisténcia, entretanto outros
tecidos também podem servir como sitio da replicacdo viral como a medula 6ssea (OAKS et
al., 1998).

Algumas outras células mostraram também ser susceptiveis ao virus como células
endoteliais (MAURY et al., 1998; OAKS et al., 1999) e células dendriticas derivadas de
mondcitos in vitro (RIVERA & MCGUIRE, 2005), entretanto estas células parecem néo
servir como reservatorio do EIAV.

Em condi¢des laboratoriais, isolados de campo de EIAV podem ser adaptados a
replicacdo em culturas de fibroblastos equinos e caninos, resultando na atenuacgdo do virus
(ISSEL et al., 2014).

2.2.6 Restricédo da Replicacéo Viral

A expressdo do EIAV in vivo é controlada por mecanismos transcricionais, 0s quais
envolvem a maturacéo e diferenciacdo dos monadcitos. Regides especificas ou motifs dentro da
LTR viral interagem com fatores de transcri¢do especificos dos macréfagos que controlam a
expressdo no mondcito/macrdéfago. Sendo assim, o virus é capaz de infectar mondcitos no
sangue periférico, entretanto a replicacdo s6 ocorre apds a diferenciacdo do macrofago no
orgao alvo. Desta forma o mecanismo de escape do virus dentro do hospedeiro se assemelha a
estratégia do historico “cavalo de Tréia”, uma vez que o virus entra no oOrgdo alvo
clandestinamente, migrando dentro dos mondcitos sem ser percebido pelo sistema
imunolégico (MAURY, 1994).

A restricdo da replicagdo viral, a nivel celular, ocorre quando o animal ndo apresenta
sinais clinicos da infeccdo. Durante a infeccao subclinica a carga viral diminui, assim como a
expressdao de RNAm viral. Estudos revelam que o nivel de RNA viral no plasma durante a
fase aguda da infeccdo pode atingir de 10° a 10° cdpias por mL, enquanto em portadores
assintomaticos, durante a fase de infecgdo persistente, 0 numero de cépias de RNAmM no

plasma pode ser menor que 100 coOpias por mL, consequéncia da supressdo efetiva da
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replicacdo viral (HAMMOND et al., 2000). Apenas na fase aguda da doenca ocorre
replicacdo viral intensa nos macrofagos e viremia detectavel. Assim o EIAV se comporta de
forma semelhante ao HIV, onde a replicacéo inicial do virus é ostensiva seguida pela reducéo

da carga viral e remissdo dos sinais clinicos (OAKS et al., 1998).

2.2.7 Variacao genética e antigénica

A RT dos retrovirus é propensa a erros, estima-se que ocorra a substituicdo de um (1)
nucleotideo a cada ciclo de replicacdo; além disso esta enzima nao possui mecanismos
corretores intrinsecos sendo incapaz de corrigir tais substituicdes, o que resulta no
aparecimento de particulas virais distintas, mas que compartilham caracteristicas genéticas,
morfoldgicas e patoldgicas. Estas particulas virais sdo denominadas de quasispecies virais
(EIGEN, 1993; DOMINGO et al., 1996; ISSEL et al., 2014).

A estrutura populacional das quasiespécies é caracterizada por um complexo sistema
adaptativo e contribui para a notavel evolugdo dos lentivirus que dificultam os esforcos para o
desenvolvimento de vacinas e terapias antivirais. Subpopulacdes virais distintas com
diferentes fendtipos proporcionam grande adaptabilidade as mudancas imunoldgicas,

fisiologicas e/ou bioldgicas do hospedeiro infectado (BACCAM et al., 2003).

O EIAV é um virus altamente mutavel, as mutacGes podem ser observadas na
replicacdo e/ou na readaptacdo do virus ao hospedeiro e durante a passagem horizontal do
virus entre hospedeiros. Entretanto a evidente estabilidade do virus em cultura de células
sugere que a pressdo imunologica do hospedeiro pode ser a principal forca seletiva para a

emergéncia de variantes antigénicas (PAYNE et al., 1984).

VariagOes gendmicas levam ao quadro de persisténcia viral, o qual permite que o virus
escape da resposta imune do hospedeiro, ocasionando periodos de recrudescéncia da doenca,
comuns no primeiro ano da infecgdo (KONO et al., 1973; MONTELARO et al., 1984). Na
AIE o aparecimento destas quasispecies estd associado a novos episodios clinicos da doenca,
e esta nova populacdo viral pode ser completamente substituida entre os episodios febris
(KIM & CASEY, 1992; LICHTENSTEIN et al., 1996; LEROUX et al., 1997; HOWE et al.,
2002; LEROUX et al., 2004).
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Variantes antigénicas do EIAV surgem a cada ciclo da doenca no hospedeiro, sendo
que estas variantes podem ser completamente substituidas dentro de duas semanas (PAYNE
et al., 1987). Além disso, diversos autores relatam a existéncia de variantes geogréaficos
isolados em diferentes regides do mundo (NAGARAJAN & SIMARD, 2007; CAPELLI et
al., 2011; DONG et al., 2013; BOLDBAATAR et al., 2013; KUHAR & MALOVRH, 2015).

2.2.8 Estudo filodinamico

O conceito de filogenia surgiu com Darwin, sendo um corolério do préprio conceito
de que todas as espécies se originaram de um ancestral comum. Assim as filogenias como
diagramas indicam hipoteses de relacbes de ancestralidade para um conjunto de espécies
(MIYAKI et al., 2012).

Estudos filogenéticos fornecem valiosas informacdes sobre a diversidade genética e a
distribuicdo geografica do EIAV. Embora a AIE seja uma infeccdo endémica na maior parte
do mundo, a diversidade e a distribuicdo dos isolados estdo pobremente caracterizados, e
relativamente pouco se conhece sobre a origem e a transmissdo pandémica do virus
(CAPOMACCIO et al., 2012)

Quatro isolados de campos do EIAV tiveram seu genoma completamente
sequenciados e as sequéncias publicadas em bancos de dados, a cepa de referéncia Wyoming
(EIAVwyo) nos Estados Unidos, Liaoning (EIAV(a) na China, Miyazaki2011-A (EIAVuy)
no Japdo e lIreland (EIAV|re) na lIrlanda. Estes isolados apresentam 80% ou mais dos
nucleotideos idénticos. Na andlise filogenética destes isolados cada virus compreende um
clade separado dos outros, sugerindo que todos evoluiram independentemente divergindo de

um ancestral comum (ISSEL et al., 2014).

A relacdo entre o EIAV e os equideos provavelmente aconteceu ha milhares ou
milhdes de anos atrds. No processo de evolugdo o virus se adaptou ao hospedeiro o que pode
explicar a evolucgdo clinica da maioria dos animais infectados para o estado de portador
assintomatico do virus, sugerindo uma relacdo ancestral entre o virus e seu hospedeiro
(WOROBEY et al., 2010).
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2.2.9 Patogénese

A AIE é considerada uma doenga viral infectocontagiosa limitada a equinos,
asininos e muares; o curso clinico é varidvel e esta relacionada a susceptibilidade do
hospedeiro, dose e viruléncia da cepa do virus envolvida (GOFF, 2007; RAVAZOLLO &
COSTA, 2007).

Os sinais clinicos da doenca tém inicio a partir da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, quando a carga viral atinge um limiar critico. Interleucina (IL)-6 e o Fator de
necrose Tumoral (TNF)-a induzem febre através da ativagdo da via do acido aracdonico,
aumentando a producdo de prostaglandina E,, enquanto TNFa/fatorp de transformacdo do
crescimento (TGF)-B contribuem para o desenvolvimento do quadro de trombocitopenia
através da supressdo dos megacariécitos equinos; a anemia decorre de uma hemdlise de
natureza imunolodgica, destacando a eritrofagocitose associada a fracdo C3 do complemento, e
também a inibicdo da eritropoiese por citocinas (TNF-a e TGF-p) liberadas por macréfagos
infectados (LIM et al., 2005; TORNQUIST et al., 1997; SANTOS et al., 2012; ISSEL et al.,
2014).

2.2.10 Aspectos clinicos e patoldgicos

A AIE ¢é uma doenca caracterizada por dois estagios clinicos que vdo desde uma
infeccdo aguda (com elevada mortalidade) a formas subagudas, com episodios de febre
moderada e recuperacdo, ambas seguidas de uma infeccdo cronica e persistente por toda a
vida (MONTELARO et al., 1984).

O periodo de incubacdo tem geralmente duracdo de 1 a 3 semanas, mas pode chegar a
3 meses. Cavalos infectados naturalmente ou experimentalmente tipicamente desenvolvem
dentro do primeiro més de infeccdo a doenca aguda, apresentando febre, diarreia, letargia,
anemia e trombocitopenia, associado a elevada viremia resultante da replicacéo viral intensa
nos macrofagos teciduais e periféricos. Os sintomas da fase aguda podem variar de
moderados a severos e fatais dependendo da viruléncia da cepa de EIAV e do estado
imunoldgico do hospedeiro (ISSEL & COGGINS, 1979).



28

A trombocitopenia € o achado clinico mais comum durante os episodios febris, e
contribui para o surgimento das hemorragias petequeais durante as fases aguda e crénica da
AIE (SANTOS et al. 2012).

Ap0s a fase aguda da infeccdo, que pode durar de 3 a 5 dias, a maioria dos animais
apresenta episodios recorrentes da doenca associado a picos de viremia com intervalos
irregulares. Cada episddio febril viremico esta associado a emergéncia de uma variante viral

nova predominante (KONO et al., 1973). Esta doenca ciclica é denominada de fase crénica.

Aproximadamente 90% dos animais infectados sobrevive a fase cronica e se torna
clinicamente normal. A frequéncia e a severidade dos sinais clinicos tipicamente diminuem
com o tempo, e usualmente se resolve completamente no final de um (1) ano po6s-infecgéo.
Desta forma, animais infectados persistentemente tornam-se clinicamente assintomaticos e
apresentam viremia negativa no plasma, indicando um controle altamente eficiente da doenca
e da replicacdo viral (HAMMOND et al., 2000).

Subsequentes episodios clinicos podem ser provocados nestes animais por estresse
ambiental ou drogas imunossupressoras (Figura 5) (CHEEVERS & MCGUIRE, 1985).
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Durante o0s episodios febris lesdes patolégicas incluem linfadenomegalia,
hepatomegalia e esplenomegalia, hemorragias viscerais e nas mucosas, edema ventral
subcutaneo e trombose. No exame histopatoldgico ha acimulo de linfécitos e macréfagos em
areas periportais do figado e nos ganglios linfaticos, baco, meninges e pulméo (SELLON et
al., 1994).

Semelhante a outros retrovirus, a infeccdo pelo EIAV é persistente, ou seja, 0s animais
infectados tornam-se portadores do virus por toda a vida; entretanto a diferenca da AIE das
outras infec¢Bes causadas por CAEV, MVV e FIV é que o EIAV causa picos de viremia e a
recidiva da infeccdo (RAVAZOLLO & COSTA, 2007).

Bolfa e col. (2013) avaliaram o potencial do EIAV para causar lesdes pulmonares,
assim como ja foi relatado em outros lentivirus, tais como CAEV e MVV em caprinos e
ovinos, FIV em felinos e HIV-1 em criancas, e demonstraram a presenca de inflamacgdo em
torno dos bronquiolos, em animais naturalmente infectados com EIAV. Também observaram
hiperplasia bronquiolar em 22% dos casos, destruicdo do epitélio bronquiolar e acimulo de
células musculares no parénquima pulmonar em 6,5% dos animais doentes. Neste estudo a
expressdo da capside do EIAV foi evidenciado em macréfagos, células endoteliais e epiteliais
alveolares e bronquiolares, sugerindo que o EIAV ¢é responsavel pelos danos bronco-

intersticiais observados.

2.2.11 Transmissao

A transmissdo do virus esta relacionada com a transferéncia de sangue de um cavalo
infectado a um receptor sadio; por via vertical (intrauterina) ou horizontal, por meio de
utensilios (esporas, agulhas, freios e outros), leite materno ou sémen (GONCALVES &
RIBEIRO, 2005).

Por via transplacentaria, a transmissé@o pode ocorrer se durante a gestacdo a fémea
apresentar um episodio febril com altos titulos viremicos. Experimentalmente, menos de 10%
dos potros nascidos de éguas portadoras do virus nascem soropositivos (SELLON et al.,
1994).
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J4 a transmissdo mecénica é uma das mais controversas vias de transmisséo do virus;
ocorre através da picada de insetos hematofagos da ordem Diptera, como a mosca do estabulo
(Stomoxys calcitrans) e os tabanideos (Tabanus sp), vetores mecanicos da infeccao, devido a
permanéncia do virus no aparelho bucal dos insetos (ISSEL & FOIL, 1984).

Embora a transmissdo da AIE por insetos hematdfagos seja considerada relativamente
eficiente entre animais na fase aguda e viremica, 0 homem representa um potencial de
transmissdo superior pela quantidade de sangue que pode veicular por meios de fomites
(SANTOS et al., 2012).

Nos vetores, 0 EIAV pode permanecer infeccioso por um periodo de 30 minutos a
4horas, de modo que o inseto deve completar o repasto sanguineo, que foi interrompido no
animal contaminado, rapidamente em um animal susceptivel para que haja transmissdo
(HAWKINS et al., 1976; WILLIAMS et al., 1981; FOIL et al., 1983). Fatores que controlam
a transmissdo por vetores incluem o volume de sangue retido nas pecas bucais do inseto, 0
tempo requerido para o contato com um segundo hospedeiro suscetivel e a carga viral
presente no sangue (ISSEL et al., 2014).

A incidéncia maior da AIE ocorre com frequéncia em areas ou habitats preferidos dos
tabanideos. Regibes de areas alagadas, presenca de rios, lagos assim como meses de alta
pluviosidade formam o ecossistema ideal para aumentar o risco de transmissdo de EIAV
através desta via. Por outro lado os muares e asininos também constituem importantes fontes
de infeccdo ao suportar melhor as picadas dos insetos hematdfagos (SPYROU et al., 2003).

Entretanto a via de transmissdo gque envolve uma maior carga viral do que aquela
transportada no aparelho bucal dos insetos € a via iatrogénica. Objetos de uso individual, tais
como arreios, esporas, freios, agulhas ou material cirdrgico, se compartilhados podem
transmitir o virus entre animais infectados e susceptiveis. Desta forma, em muitas ocasides o
homem torna-se o principal componente da cadeia de transmissdo do virus em fungdo do
manejo inadequado dos animais (TASHJIAN, 1984; GONCALVES & RIBEIRO, 2005).
Estudos demonstraram que o EIAV mantem sua capacidade infecciosa por até 96 horas em
agulhas contaminadas com sangue (WILLIAMS et al., 1981).

A importéncia do proprietario, veterinarios e das pessoas que lidam diariamente com
0s animais, que podem indiretamente transmitir a infeccdo através de agulhas contaminadas e
instrumentos cirdrgicos, deve ser enfatizada, pois 0 uso de materiais sem prévia desinfec¢édo
e/ou esterilizacdo tem sido responsavel por surtos da doenca em todo 0 mundo (SANTOS et
al., 2012).
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A transmissdo do EIAV por meio de aerossoéis foi relatada por Bolfa e col. (2013),
que descreveram uma doenca pulmonar intersticial em cavalos infectados por EIAV,
demonstrando a expressdo das proteinas da capside em macrofagos, celulas endoteliais e
epiteliais do pulméo.

A detecgéo de infeccdo pulmonar e de lesdes consistentes com aquelas induzidas por
outros lentivirus podem sugerir a possibilidade da transmissdo do EIAV através de particulas
em aerossol como relatado para outros retrovirus, tais como os LVPR ou o Retrovirus de
ovelhas Jaagsiekte (JSRV), segundo os autores esta via de transmissdo precisa ser mais
explorada (BOLFA et al., 2013).

2.2.12 Aspectos Imunoldgicos

A resposta imune humoral ao EIAV se detecta entre 7 a 10 dias pés-infecgdo com a
presenca de anticorpos anti-gp90 e contra a principal proteina do capsideo viral a p26
(MONTELARO et al., 1993; HAMMOND et al., 2000). A resposta imune humoral requer de
6 a 8 meses poOs-infeccdo para se tornar completamente madura. Durante este tempo 0s
anticorpos especificos contra EIAV evoluem gradualmente, a partir de uma populagdo que
apresenta baixa avidez e sdo nao-neutralizantes (MONTELARO et al., 1993; HAMMOND et
al., 2000).

Alguns estudos sugerem que o término da viremia inicial coincide com a presenca de
linfocitos T citotoxicos CD8+ (CTL) e ocorre antes do aparecimento de anticorpos
neutralizantes (PERRYMAN et al., 1988; MCGUIRE et al., 1994).

Animais infectados pelo EIAV desenvolvem forte resposta imune contra as
glicoproteinas de superficie, SU e TM, e contra a principal proteina do core viral a p26.
Apesar de a p26 ser a mais abundante proteina do virus, a resposta humoral anti-p26 é de 10 a
100 vezes mais baixa do que a reatividade contra SU e TM (HAMMOND et al., 1999).

Estudos sobre a resposta de CTL contra HIV-1 e EIAV demonstraram que as
proteinas codificadas pelo gene gag sdo preferencialmente reconhecidas pelos CTL. E as
proteinas da MA (p15) e da CA (p26) sdo as mais frequentes. As proteinas MA e CA foram
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reconhecidas por CTL em 100% e 86% de sete animais infectados, respectivamente (CHUNG
et al., 2004).

Entretanto ndo ha expectativas que os CTL possam prevenir a infeccdo por qualquer
lentivirus, inclusive EIAV. Variagdo antigénica e polimorfismo do MHC de classe | do
hospedeiro séo as principais barreiras para induzir uma resposta imune protetora por CTL
contra lentivirus humano e de outros animais (CHUNG et al., 2004; MACGUIRE et al.,
2004).

Citocinas sdo responsaveis por modular a progressdo da doenca assim como a
persisténcia viral. EIAV induz uma forte resposta pro-inflamatdria em cultivo de macréfagos
derivados de mondcitos (MDM) e o gene S2 € responsavel por promover esta resposta. Um
aumento significante na expressdo de TNF-a, IL-la, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-34, proteina
indutora de interferon gama (IP)-10, proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-1, MCP-2,
proteinas inflamatdrias de macréfagos (MIP)-1a e MIP-1p foi observado em MDM infectadas

com EIAV em comparacao com células ndo infectadas.

Entretanto a dindmica da resposta de citocinas durante o curso da replicacdo de EIAV
é desconhecido. Mudancas nos niveis de citocinas e quimiocinas podem ter impacto na
resposta imune, influenciando a patogénese pela promocéo ou supressdo da replicacdo do
virus, assim como favorecer a formacédo de células reservatorias infectadas (LIM et al., 2005;
COVALEDA et al., 2010).

Durante a fase aguda, a atividade de TNF-o, TGF-p e interferon (IFN)-o estdo
aumentadas no soro, antecedendo o quadro de trombocitopenia, além disso, o nivel de IFN-a

também esté fortemente relacionado a replicacdo viral/viremia (TORNQUIST et al., 1997).

A resposta imune é duradoura no equideo mantendo a replicacao viral abaixo do limiar
e evoluindo para infecgbes cronicas e inaparentes, porém as variantes virais emergentes
durante a replicacdo no hospedeiro escapam a resposta imune e levam a recrudescéncia da
doenga (MONTELARO et al.,, 1984; CARPENTER et al., 1987; LEROUX et al., 1997
LEROUX et al., 2001; MEALY et al., 2003).
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2.3 DIAGNOSTICO

2.3.1 Clinico

O diagnostico clinico é dificil, pois os sinais da doenga nao sao especificos e muitos
dos equideos entram no estado portador assintomatico entre 12 e 24 meses pos-infeccgéo,

sendo imprescindivel o diagnostico laboratorial (LEROUX et al., 1997).

2.3.2 Laboratorial

Até 1960 as pesquisas sobre o EIAV eram restritas pela falta de sistemas in vitro
confiaveis para o isolamento, propagacdo e quantificacdo do virus (MONTELARO et al.,
1993). Devido & dificuldade do cultivo e isolamento viral , o diagnéstico da AIE era realizado
através da inoculacdo do sangue de um animal suspeito em um animal susceptivel, até 1968,
quando Kobayash e Kono conseguiram replicar o virus em cultura de leucécitos e depois
adapta-lo a linhagens celulares continuas. A partir disso varios testes soroldgicos foram
desenvolvidos, dentre eles a IDGA, por Coggins em 1972 (COGGINS et al.,1972; KONO et
al., 1973).

Em 1974, o teste de Coggins ou IDGA foi aprovado como exame oficial para AlE, e
desde entdo tem sido empregado em todo 0 mundo (COGGINS & NORCROSS, 1970).

2.3.2.1 Isolamento viral

A maioria das cepas virulentas do EIAV né&o se propaga em linhagens celulares, mas
apenas em cultura primaria de macrofagos equinos (SELLON et al., 1994).

Infelizmente o cultivo de macrofagos para isolamento viral ndo é pratico, pois
consome tempo, é laborioso e requerem técnicas especializadas para se manter viaveis as
culturas primarias de macréfagos equinos (NAGARAJAN & SIMARD, 2007).
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A infeccdo in vitro de cultivo primério de macréfagos com EIAV induz efeito
citopatico o qual ndo se pode distinguir facilmente dos efeitos normais da senescéncia celular
(KONO et al., 1970; SELLON et al., 1994).

Também é possivel infectar in vitro linhagens de células endoteliais e fibroblasticas
felinas (FEA) e caninas (Cf2Th), assim como rim e derme equina (BENTO et al., 1981).

2.3.2.2 Deteccdo soroldgica do virus

A) Imunodifusado em gel de agar (IDGA)

O teste de IDGA também conhecido como “teste de Coggins” baseia-se na migragao
do antigeno e do anticorpo presente no soro animal, em um meio semissolido (agar-gel), com
a formacdo de uma linha de precipitacao visivel a olho nu (COGGINS et al.,1972; ISSEL &
COGGINS, 1979).

A IDGA é o teste oficial indicado pela OIE para o diagnostico soroldgico da AIE em
todo o mundo (OIE, 2013). Este teste utiliza como antigeno a proteina da CA, a p26, e
constitui o teste padrdo-ouro para o diagnostico da AIE (COGGINS & NORCROSS, 1970;
COGGINS et al.,1972).

O teste de Coggins recebeu rapida aceitacdo internacional e permanece como teste
confirmatdrio em laboratdrios em todas as partes do mundo, onde o teste tem sido adotado
pelos 6rgdos regulatérios (ISSEL & FOIL, 2015).

Apesar de ser utilizado em larga escala, € um teste relativamente rapido, de baixo
custo, simples e especifico para identificar animais infectados, a IDGA apresenta algumas
limitacOes: € um teste pouco sensivel e sua interpretacdo € subjetiva pela leitura visual das
curvaturas das linhas de precipitacdo. Estudos relatam a baixa sensibilidade da IDGA, animais
com baixos niveis de anticorpos ndo sdo detectados por esta técnica, 0 que permite a
circulacdo de animais falsos negativos (REIS et al., 1994; REIS, 1997; SCICLUNA et al,
2013).

De acordo com Issel e Foil (2015) o Unico teste soroldgico que provou estar
correlacionado com a presenca do virus no animal é o teste de IDGA,; desta forma, no IDGA a

presenca de anticorpos esta relacionada a presenca do virus sendo um bom indicador de
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infecgdo para os equideos com AIE, pois uma vez infectados os animais soropositivos irdo

carregar o virus por toda a vida.

B) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Desde 1980 vaérios testes de ELISA tem sido padronizados e validados para um
diagndstico sorolégico mais rapido e mais sensivel quando comparados ao cléssico teste de
IDGA (REIS & LEITE, 1994; SOUTULLO et al., 2001).

E uma técnica de grande sensibilidade, especificidade, e permite o processamento e
automacdo de um grande nimero de amostras. Este teste se baseia no uso de um antigeno,
anticorpos e de anti-imunoglobulinas marcadas com uma enzima. (ISSEL & COOK, 1993).

As caracteristicas do ELISA levaram alguns paises a adota-la como primeira estratégia
na triagem soroldgica combinando seu uso com a oficialmente reconhecida, IDGA. Paises de
América do Norte e Europa que aprovaram kits de ELISA de uso comercial mostraram a
eficacia do uso combinado com a IDGA, nos programas de vigilancia sanitaria (PARE &
SIMARD, 2004; SCICLUNA et al., 2013).

Diversos trabalhos tém descrito a produgdo de testes de ELISA utilizando como
antigeno a proteina p26 devido a estabilidade antigénica da mesma, apresentando grande
correlacdo com os resultados obtidos por IDGA (MATSUSHITA et al., 1989; PIZA et al.,
2007; COUTINHO et al., 2013); entretanto, embora os resultados do ELISA apresentem uma
boa correlagdo com o IDGA, um problema comum observado nos testes soroldgicos,
incluindo o0 ELISA, sdo os falsos resultados negativos oriundos de animais com baixos titulos
de anticorpos, sendo assim o0 ensaio ndo é capaz de detectar animais fracamente positivos nos
estagios iniciais da infeccdo (ISSEL & COOK, 1993); ou reacOes inespecificas que podem
dificultar a interpretacdo dos resultados positivos (ALVAREZ et al., 2007).

Testes de ELISA também foram produzidos utilizando as glicoproteinas do envelope
viral, gp45 e gp90. Entretanto as reacOes positivas para a gp45 recombinante (rp) néo
puderam comprovar se 0 antigeno continha epitopos conservados, o que pode ter resultado em
falso-positivos no teste (LEW et al., 1993).

Por outro lado kits de ELISA produzidos com a rpGp90 apresentaram vantagens frente

ao IDGA devido a capacidade de detectar precocemente anticorpos anti-gp90, que Sdo 0S
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primeiros a aparecerem no sangue e 0s mais abundantes, diminuindo o nimero de resultados
falsos-negativos (REIS, 1997).

Métodos de ELISA indiretos usando peptideos sintéticos, proteinas do capsideo
purificadas ou recombinantes tém sido amplamente explorados e descritos na literatura
(ARCHAMBAULT et al., 1989; ISSEL & COOK, 1993; SOUTULLO et al., 2001 PARE &
SIMARD, 2004; SCICLUNA et al., 2013; ALVAREZ et al. 2015).

C) Sistema de tripla-triagem (three-tired diagnostic system)

O sistema de tripla-triagem utiliza o ELISA como primeira escolha e o IDGA como
confirmatério. Embora o IDGA seja altamente especifico, ele € relativamente insensivel,
estudos recentes demonstraram um aumento de 17% nos casos de EIAV positivos quando o
soro era testado por ELISA (SCICLUNA et al., 2013; ISSEL et al., 2014). Estes resultados
levaram a adocdo do sistema de tripla-triagem. Neste caso todas as amostras positivas por
ELISA sdo confirmadas por IDGA. Quando estes testes discordam, o terceiro teste sorolégico
utilizado é o Western-blotting (WB), que deve ser utilizado a fim de se esclarecer o resultado
final. O WB detecta anticorpos direcionados contra os trés principais antigenos de EIAV (p26,

gp90 e gp45) e tem provado ser altamente sensivel (ISSEL et al., 2014).

2.3.2.3 Deteccao molecular

A) Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Uma alternativa ao uso dos testes soroldgicos é o diagndstico molecular por PCR. Um
método sensivel e especifico, que tem sido proposto como método de diagnostico
confirmatorio para a AIE e outras retroviroses (KIM & CASEY, 1994; LANGEMEIER et al.,
1996).

Diversos trabalhos demonstram resultados promissores com protocolos de PCR

altamente especifico e sensivel em amplificar sequencias especificas do genoma do EIAV; a
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especificidade do teste é geralmente satisfatoria quando sdo usados iniciadores dirigidos a
uma regido conservada do genoma do EIAV, tais vantagens da PCR permitem considerar o
seu futuro uso como teste confirmatorio para a AIE (KIM & CASEY, 1994; LANGEMEIER
etal., 1996; OAKS et al., 1998; NAGARAJAN et al., 2001; CAPELLI et al., 2011).

A PCR pode ser utilizada para deteccdo de RNA viral no soro (RT-PCR) ou DNA
proviral nas celulas do sangue, identificando animais recentemente infectados ou em estagios
subclinicos (MCCONNELL et al., 1983; ISSEL & COOK, 1993; LANGEMEIER et al.,
1996; OAKS et al., 1998).

Pesquisas utilizando PCR para detectar o DNA proviral de EIAV mostraram que a
técnica € sensivel e especifica ndo s6 para identificar animais em estagio subclinico, como
também animais recentemente infectados e potros com anticorpos colostrais que interferem na
correta interpretacdo dos testes soroldgicos (ISSEL & COGGINS, 1979; ISSEL & COOK,
1993).

Entretanto alguns trabalhos contestam a sensibilidade da técnica devido a ocorréncia
de resultados falsos negativos por PCR, proveniente de animais positivos sorologicamente,
demonstrando a baixa concordancia entre os testes sorologicos e a PCR, ou até mesmo a baixa
reprodutibilidade da técnica (BIENZLE et al., 2004; HIRSCH, 2005; ISSEL & FOIL, 2015).
Resultados falsos negativos por PCR podem acontecer na fase final de viremia, devido a
insuficiente numero de células infectadas ou baixo numero de cépias de DNA proviral por
célula (SANTOS et al., 2010). De acordo com Issel e Foil (2015) a PCR € uma técnica de
dificil implantacdo como rotina de diagndstico devido principalmente as altas taxas de
mutacdo e diversidade do genoma do EIAV na natureza. Outros fatores que também
influenciam na aplicabilidade da PCR s&o (i) os primers (e sondas) utilizadas que estdo
baseadas em regibes altamente conservadas do genoma viral, variagdes nestas sequencias
podem inibir ou mesmo reduzir significantemente a deteccdo e (ii) técnicas baseadas em PCR
precisam ser sensiveis o suficiente para detectar o &cido nucleico especifico de EIAV em
baixissimas concentracfes presente em alguns animais portadores assintomaticos.
Infelizmente até o momento nenhum ensaio baseado em PCR apresentou estes critérios
(ISSEL et al., 2014).

Protocolos de diagnéstico baseados em PCR sdo importantes ferramentas para
deteccdo precoce de &cidos nucleicos do virus tendo alta sensibilidade de diagnostico; para o
sucesso do PCR é necessario o conhecimento da sequencia genética do EIAV. Recentemente,
um aumento do numero de sequencias do EIAV isoladas de campo, de diferentes partes do
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mundo, foram publicadas em bases de dados publicas, facilitando o desenho de iniciadores
das reacOes de PCR (CAPPELLLI, et al., 2011).

2.4 CONTROLE E PROFILAXIA

A AIE ndo tem cura nem tratamento eficaz; devido & auséncia de vacinas com
comprovada eficacia o controle da doenca nos equideos se baseia em praticas de manejo
adequadas, identificacdo sorolégica dos animais infectados, segregacdo ou eutanasia dos
mesmos (MONTELARO et al., 1993).

No Brasil, o controle e a profilaxia da AIE seguem as medidas previstas no Programa
Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE), e atualmente estd em vigor a Instrugdo
Normativa numero 45, de 15 de junho de 2004, que contem as normas para o controle da AIE
no pais (BRASIL, 2004).

Quando se detecta um foco de AIE as seguintes medidas sdo preconizadas pelo
MAPA: interdicdo da propriedade, cumprimento do termo de interdigdo, notificagdo ao
proprietario da proibicdo de trénsito dos equideos da propriedade e da movimentacdo de
fomites passiveis de veiculacdo do virus; investigacdo epidemioldgica de todos os animais
que reagiram ao teste de diagnéstico da AIE, incluindo histérico de transito; marcacdo
permanente dos equideos portadores da AIE, através da aplicacdo de ferro candente, na paleta
do lado esquerdo com um “A”, contido em um circulo de oito centimetros de didmetro,
seguido da sigla da unidade federativa (UF), conforme modelo do MAPA,; eutanasia, que
devera ser rapido e indolor, sob responsabilidade do servico veterinario oficial, de acordo com
a Instrucdo Normativa N° 45, ou isolamento dos equideos portadores; realizacdo de exame
laboratorial, para o diagndstico da AIE, de todos os equideos existentes na propriedade;
desinterdicdo da propriedade foco apés realizagdo de 2 (dois) exames com resultados
negativos para AIE, consecutivos e com intervalo de 30 (trinta) a 60 (sessenta) dias, nos
equideos existentes; orientacdo aos proprietarios das propriedades que se encontrarem na area
perifocal, pelo servigo veterinario oficial, para que submetam seus animais a exames
laboratoriais para diagndstico de AIE (BRASIL, 2004).

Segundo a legislagdo a doenca é de notificagdo obrigatdria, sendo que animais

destinados ao comeércio, transito, participacdo em exposicdes, feiras e competicbes devem ser
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necessariamente testados e, apresentar resultado negativo por IDGA (FRANCO & PAES,
2011).

As principais medidas de controle séo: isolamento ou eutanasia dos animais positivos;
uso individual de seringas e outros utensilios que possam transmitir o virus; controle de
vetores em areas endémicas; e evitar o contato entre animais de “status” sanitario
desconhecido (SILVA et al., 2001; RAVAZOLLO & COSTA, 2007).

Regides com alta prevaléncia da AIE, como o Pantanal brasileiro, adotam como
pratica para o controle da doenca a segregacdo dos animais soropositivos, ja que a eutanasia
de grande nimero de animais comprometeria ou mesmo inviabilizaria a pecuéria extensiva
praticada como principal atividade econdmica da regido (SILVA et al., 2001).

Para lIssel e Foil (2015) a transmissdo da AIE pode ser controlada através da
identificacdo e segregacdo dos animais positivos a uma distancia de pelo menos 200 metros
de outros equideos; esta distancia deve ser considerada como segura para evitar a transmissao
pelo inseto vetor.

Nas ultimas décadas, 0s ensaios para o desenvolvimento de uma vacina contra o EIAV
produziram um amplo espectro de resultados, que vdo desde a reproducdo da doenca até a
imunidade potencial ap6s desafio com virus homologos. No entanto, a associacdo entre
protecdo contra a doenca "versus™ infeccdo ndo foi ainda claramente esclarecida, e podem
variar dependendo do tipo de vacina empregada (COOK et al., 2013).

Como com outras doencas infecciosas, as vacinas atenuadas parecem oferecer 0 mais
alto nivel de eficacia possivelmente porque a replicacao continua é necessaria para estimular a
maturacao da resposta imune equina. Como demonstrado pelo programa maci¢o de vacinagéo
com 0 EIAVeppyi atenuado, implementado na China, a protegcdo contra a doenca em grandes
populacdes de equideos pode ser uma meta atingivel (MA et al., 2014).

Ma e col. (2014) relatam que a vacina atenuada Chinesa foi capaz de proteger
milhares de animais nas Ultimas décadas. Tal vacina surgiu a partir de cultura de macréfagos
pré-infectados com a cepa atenuada EIAVeppy1, Tais cultivos apresentaram forte resisténcia a
infeccdo, in vitro, pela cepa virulenta EIAVyks. Estes achados estdo de acordo com prévios
estudos realizados por Maury e col. (2003) que demonstram que provavelmente ocorre um
“disfarce” do receptor ELR-1 quando este se liga a SU de uma primo-infeccdo, néo
permitindo uma segunda infeccdo, este fendbmeno é denominado de resisténcia a
superinfeccéo.

No entanto, estudos subsequentes com esta vacina atenuada mostraram que a mesma

ndo é capaz de induzir imunidade contra cepas heterologas. Além disso, o risco de reversdo
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ndo deve ser negligenciado no caso de vacinas virais atenuadas, especialmente quando
consideramos a notavel plasticidade do genoma do lentivirus (COOK et al., 2013).

Finalmente, o fato destas vacinas atenuadas provocarem respostas humorais que sdo
indistinguiveis das induzidas por infecgdes naturais, a vacinacdo € incompativel com todos 0s
programas de controle da AIE baseados em testes serologicos. Portanto, o uso generalizado de
vacinas atenuadas nédo é, neste momento, aplicAvel como uma estratégia de gestdo de EIAV a
médio-longo prazo (COOK et al., 2013; ISSEL et al., 2014).

Até o momento nenhuma vacina esta aprovada para uso no Brasil (BRASIL, 2004).

Assim como na China, em Cuba também se preconiza a vacinagdo dos equideos com
cepas atenuadas, entretanto a protecdo também parece ser apenas contra amostras homaélogas
aquelas usadas como antigeno (MONTELARO et al., 1993).

2.5 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA NO BRASIL E NO MUNDO

A AIE ¢é uma doenca de distribuicdo mundial, e tem consideravel importancia na
equideocultura. Com excec¢do do continente Antartico, a doenca € endémica em varias partes
do mundo e a prevaléncia pode atingir 70% dos animais adultos (RAVAZOLLO & COSTA,
2007).

Recentes surtos reportados na Bélgica, Bdsnia, Croacia, Franca, Alemanha, Grécia,
Hungria, Irlanda, Italia, Latvia, Roménia, Servia e Reino Unidos, entre os anos de 2007 e
2014 ocasionaram importantes impactos financeiros ao setor equestre. Sendo que apenas na
Itdlia e na Roménia a doenga é relatada como endémica (BOLFA et al., 2016).

A prevaléncia da AIE é bastante variavel, na india, pesquisa utilizando 67.042
amostras de soro, coletadas entre 1999 e 2012 demonstraram soropositividade para AIE
apenas em duas amostras (MALIK et al., 2013) e no Sudédo a prevaléncia do virus foi de
5,58% para o periodo de 2008 a 2013 (WEGDAN et al., 2017).

Na Espanha a doenca ndo é reportada desde 1983, mesmo com a re-emergencia da
doenca em alguns paises da Europa (CRUZ et al., 2015)

O Brasil ocupa a terceira posicdo mundial em relacdo ao niumero de equideos apds o

México e a China (OIE, 2012). Sendo a Bahia, o primeiro estado do Brasil em relacdo ao

quantitativo destes animais (IBGE, 2006), com 3.864.42 equideos.
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Devido a grande extensao territorial e caracteristicas geo-climaticas diferentes em cada
unidade federativa, a prevaléncia da AIE no Brasil varia imensamente. No Norte do pais, na
ilha de Marajo, a prevaléncia da AIE € de 46,26% (FREITAS et al., 2015), em Uruarg,
municipio do estado do Para relatou-se 17,71% (HEINEMMAN et al., 2002) entretanto Pena
e col (2006) relataram uma prevaléncia de 1,34% nos equideos do Sul do Para. Estudos de
prevaléncia no estado de Mato Grosso do Sul, no municipio de Poconé relatam 52,2% de
prevaléncia entre as propriedades testadas e 31,5% dos animais soropositivos para AIE
(BORGES et al., 2013). Minas gerais € o segundo estado em quantitativo de equideos no
Brasil, sendo o primeiro no rebanho equino (IBGE, 2006), de acordo com Bicout e col. (2006)
no periodo de 2002 a 2004 a prevaléncia da AIE no estado foi de 2,8%. Devido a grande
extensdo territorial dados de prevalecia da AIE variam desde 0.07% até 5.1% (ALMEIDA et
al., 2006; NOCITI et al., 2007).

Os dados epidemioldgicos a cerca da prevaléncia da AIE na Bahia séo insuficientes e
estdo defasados em relacdo ao tempo, alguns levantamentos soroldgicos demonstram valores
entre 5,9% até 35% de soropositividade (GUIMARAES et al., 2011; ARAUJO et al., 2007;
ROSA et al., 2012a; ROSA et al., 2012b). Enquanto dados ndo divulgados da Agéncia
Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB) aponte alguns municipios como o0s
principais focos de AIE na Bahia (Serra do Ramalho, Barreiras e Bom Jesus da Lapa), em
nameros absolutos, foram diagnosticados mais de 400 casos no ano de 2009.

A Bahia tem a maior populacao de equideos do Brasil (IBGE, 2006) mas a AIE ainda
¢ uma doenca negligenciada na regido, outros estados ja realizaram estudos sobre as
condic@es locais que determinam a distribuicdo da doenca, fatores de risco ou pontos criticos
do programa elaborando inclusive planos regionais especificos (BORGES et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a interacdo entre a resposta imunoldgica humoral e a infeccdo viral em

animais portadores assintomaticos do EIAV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Comparar técnicas de diagnostico ao padrdo ouro e a concordancia entre as mesmas;

- Detectar a presenca do virus através de técnicas moleculares;

-Analisar as sequéncias genéticas do EIAV para um estudo filogenético;

-Estudar as variacfes genéticas em associacdo com o relatado em outras regides do

pais.
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1. Introduction

Equine infectious anemia (EIA) is an infectious viral disease affecting equids
characterized by recurrent fever, thrombocytopenia, edema, anemia and rapid weight loss
(Leroux et al., 2004). EIA is caused by equine infectious anemia virus (EIAV) which belongs
to the subfamily Orthoretroviridae and genus Lentivirus in the family Retroviridae (Goff,
2007).

In Brazil, works on prevalence of EIA are scarce. As a result of the large territorial
extension of the country and lack of rigorous surveillance policy, not all animals undergo
testing, what leads to underdiagnosing. Serum-positive teste does not reflect, therefore, the
real morbidity rate. In addition, this morbidity may even present variable rate among different
regions of the county, mainly due to differences in the vector population, host population and
prophylactic practice (Franco and Paes, 2011).

Since EIA is a great problem for national horse breeding, The National Program for
Equine Health (Programa Nacional de Sanidade Equina) at Ministry of Agriculture was
created in 2004, and one of the objectives is to prevent transmission of EIA by identifying and
segregating positive animals (Brasil, 2004). Animal diagnostic is performed by agar gel
immunodiffusion test (AGIDT), following recommendation of the World Organization for
Animal Health (OIE) (OIE, 2012). Although AGIDT presents excellent specificity, the test
has also several shortcomings, such as low sensibility in detecting the infection in its initial
stages with low antibodies’ levels (Reis et al., 1994; Scicluna et al., 2013).

EIA is a disease that can be kept under control. For this, however, early diagnostic
with more advanced techniques should become a key element, providing, consequently, a
more efficient health surveillance.

The aim of this work was, thus, to demonstrate that asymptomatic EIAV carrier

animals, with different serological status, present detectable virus and/or proviral DNA when
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molecular techniques are used. Suggesting, therefore, that regulation of EIA surveillance

program based solely in the AGIDT should be revised in Brazil.
2. Materials and methods

2.1 Field samples

The study covered 82 clinically healthy horses (n=70) and mules (n=12), males and
females of different ages, coming from diverse properties in the state of Bahia, Brazil.
Samples were collected by jugular venipuncture into sterile glass tube for serum, and with

EDTA for peripheral blood mononuclear cells (PBMC).
2.2 Agar gel immunodiffusion test (AGIDT)

Serum samples were tested by AGIDT following the manufacturer's instructions

(Biovetech, Brazil) in order to detect EIAV anti-p26 antibodies.
2.3 Monocyte-derived macrophage cell culture

Blood samples were subjected to peripheral blood monocyte cells (PBMC) isolation
by Ficoll gradient (Ficoll Plaque-Plus™, GE Healthcare) according to the manufacturer's
instructions. The PBMC were suspended in Dulbeco's modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO-BRL) and antibiotics (100Ul penicillin
G sodium and 100mg of streptomycin sulfate per ml). The suspended PBMC (at least
10%cells/well) were plated in 24-well microplates and incubated for 2h at 37°C in a 5% CO,.
After this time, the plates were washed so that only monocytes would remain due to
adherence, and DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics was added.
The monocyte-derived macrophage (MDM) cultures were incubated at 37°C in a 5% CO, for

14 days. After this period, cultures were stores at -20°C until DNA extraction.
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2.4 Nucleic acid extraction

Viral RNA was extracted from serum samples according to Trizol® LS Reagent
protocol (GIBCO BRL) for further use in amplification by nested-RT-PCR. While, for nested-
PCR amplification, proviral DNA was extracted from MDMs using a QlAamp kit (QIAGEN,

Germany).

2.5 Molecular analysis

Both nested-RT-PCR and nested-PCR followed the protocol described by Oaks et al.,
(1998). A partial sequence of the gene gag was amplified, and the PCR product (427bp) were
separated by agar gel electrophoresis, stained with ethidium bromide, and detected using a
UV transilluminator. To confirm the analytical specificity a total of 15 amplicons sequences

was determined by sequencing.

2.6 Statistical analysis
The AGIDT was considered as the standard for comparison. The degree of agreement

between each pair of test was determined by a Kappa (k) test (www.openepi.com).

3. Results

3.1 Detection of antibodies and viral RNA

Of the 82 serum samples analyzed by AGIDT, 34 (41.5%) were seropositive and 48
(58.5%) were seronegative. The extracted serum viral RNA was detected in 23 (28%)
samples, whereas 59 (72%) were negative by nested-RT-PCR (Tablel). Statistical analysis

showed that the nested-RT-PCR and AGIDT tests had poor agreement (k = 0.108).

When comparing the results, it was observed that 12 samples were positive and 36

samples were negative in both AGIDT and nested-RT-PCR. By nested-RT-PCR it was
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possible to detect the virus in 12 serologically negative samples by AGIDT; however in 22
samples there was no viral detection, although the animals were serologically positive.
Interestingly, of these 22 negative samples by nested-RT-PCR, proviral DNA extracted from

MDM was detected in 20 samples.

3.2 Detection of proviral DNA

Of the 82 samples which nested-PCR was performed, there was the detection of
proviral DNA in 51 (62.2%) and 31 (37.8%) there was no detection (Table 2). Statistical

analysis showed that the nested-PCR and AGIDT had a moderate agreement (k = 0.461).

When comparing the results, 31 samples were positive and 28 samples were negative
in both AGIDT and nested-PCR. The nested-PCR technique was able to detect the virus in 20
samples that had negative serology. However in 3 samples there was no proviral DNA
detection, although the animals were serologically positive; of these 3 negative results by
nested-PCR, it was possible to detect viral RNA in the serum of 2 animals. The sequences, of
15 amplicons were, sequenced and aligned for confirm the specificity of PCR. These
sequences were deposited under GenBank accession numbers KC213776-KC213790 and are

the first sequences of the gene gag isolated from Brazil (Tigre et al., 2016).

4. Discussion

The EIAV is responsible for a chronic disease of challenging diagnosis. The adversity
in the diagnosis is related to the absence of clinic symptoms, associated to a diagnostic test
with low sensitivity. Studies report the low sensitivity of the AGIDT in detecting low levels
of antibodies in equids during early stages of the infection (Reis et al., 1994; Scicluna et al.,

2013). Ricotti et al., (2016) showed that EIAV nucleic acid can be detected by more the one
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PCR protocol, though the animals remained serological negative, tested by AGIDT and/or

ELISA gpssigpeo-, for up to 24 month.

Some authors call attention for the need to combine the specificity of AGIDT and the
sensibility of other diagnostic methods, such as ELISA and/or Western blotting, in order to

promote diagnostic accuracy for this type of infection (Scicluna et al., 2013).

In this case, molecular assays, such as PCR, may be a great potential test to work as a
complementary tool for the serological diagnosis of EAIV (Nagarajan and Simard, 2001;

Scicluna et al., 2013; Ricotti et al., 2016).

In the work presented in this article, the molecular test used detected the presence of
the EIAV proviral DNA in 24,4 % of the serological negative infected animals, indicating that
the molecular assay has greater sensitivity than the AGIDT. Considering the shortcoming of
AGIDT, United States and Italy adopted a three-tied diagnostic system, avoiding false-

negative results derived from low sensitivity (Reis et al., 1994; Scicluna et al., 2013).

An essential step to ensure the sensitivity of the molecular test is the in vitro
differentiation of monocytes into macrophages, which activates viral replication, allowing a
successful amplification of the proviral DNA. For each sample to be diagnosed by the
molecular test nested-PCR, a culture of PBMC was performed, and monocytes were selected

by adherence (Maury, 1994; Raabe, 1998).

Some considerations should be taken in account when detecting EIAV proviral DNA
in PBMC using molecular assay: (i) 85% of the proviral DNA is concentrated in the spleen
and liver tissues (Oaks et al., 1998; Harrold et al., 2000); (ii) the amount of proviral DNA in
PBMC of asymptomatic animals is very low (150-350 copies per 10° cells), while in the acute
phase it can reach 16.000 copies (Harrold et al., 2000). Additionally, monocytes infected by

EIAV appear cyclically in the blood, and its presence is associated to viremic episodes
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(O’Rourke et al., 1991). Any of the above conditions may be the reason for the 3 negative

results found by nested-PCR.

The absence of clinical signs, undetectable levels of viral RNA in plasma and low
frequency of infected cells are all indication of the strong control that the immune system
exert on the viral replication during this stage of the infection, restraining the virus to organs
of the lymphopoietic system (Maury, 1998; Hammond et al., 2000; Harrold et al., 2000;

Leroux et al., 2001).

Another finding of this work was the detection of free virus in plasma of
asymptomatic and serum-positive animals. This suggests that the event of viral replication
suppression occur during the latent phase of the infection, even when antibodies are present
(Spyrou et al., 2003). Nevertheless, other authors propose that the detection of free virus in
the presence of antibodies is a consequence of the viral variants or quasispecies that appear in
each cycle of the viral replication. Those variants may scape the immune response, causing
new viral spikes and the recrudescence of the disease (Leroux et al., 1997; Leroux et al.,
2001; Mealy et al., 2003).

This study has demonstrated that equids clinically healthy, though serologically
positive, are carriers of the virus, in both: free form and integrated proviral DNA. This finding
may indicate that the viral replication occur while still in the presence of antibodies. The
animals that are serological negative and asymptomatic, but carriers, such as found in this

work, constitute, however, the great source of EIAV transmission within the stud.

5. Conclusion

The course of control of EIA in Brazil are based mainly on a routine serological test,

separation of positive animals of the squad or humane euthanasia, besides the restriction of
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the animals' movement, testing of new individuals to be placed on the troops, control of
insects vectors, and not share anything object that can be vehicle of infected cells (Franco and
Paes, 2011)

The test of reference approved by the OIE for the diagnosis of EIAV has limitations,
as shown by the results here presented using PCR method; detecting animals positive for
EIAV, which were negative for AGIDT. It is, therefore, necessary to rethink the current
diagnostic strategy and devise new ones that improve the detection of positive animals in

order to promote better and proper methods for the control of EIA in Brazil.
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Table 1

Comparison of results obtained using the nested-RT-PCR and AGIDT in serum samples.

AGIDT
nested-RT-PCR Positive Negative Total
Positive 12 12 24
Negative 22 36 58

Total 34 48 82




Table 2

Comparison of results obtained by virus detected in PBMC and serology.
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AGIDT
nested-PCR” Positive Negative Total
Positive 31 20 51
Negative 03 28 31
Total 34 48 82

*PBMC

**serum samples



Highlights
e Asymptomatic carriers show absence of antibodies in the presence of virus in blood.
e The presence of false-negative animals on the fields impairs the control of EIA.

e To improve the diagnostic accuracy is essential a more sensitive test than AGID.
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Abstract Equine infectious anemia is an important infec-
tious discase that affects equidsworidwide, Control of the
disease is currently based on detection of anti-p26 EIAV
byAgar Gel Immunodiffusion (AGID). In this work, 62
animals were examined by AGIDand nested-PCR using
primers for the gag gene. Fifty-three samples (85.5%)
werepositive by nested-PCR. whereas only 23 samples
(53%) were positive for AGID Fifteen amplicons obtained
by nested-PCR  were sequenced  and the aligned
resulissubjected 1o phylogenctic analysis. The analysis
suggests that the Brazilian EIAV forma cluster with
WSUS, EIAVUK and Wyoming strains from United States.

Equine infectious ancmia (EIA) is an infectious and per-
sistent but poncontagious disease restricted to members of
the family Equidae {(horses, mules and donkeys) found
almost wortdwide. It is caused by cquine infectious anemii
virus (EIAV). which belongs to the subfamily
Orthorcirovirinae and genus Lentivirus in the family
Retroviridae [9. 11]. In Brazil, EIA was diagnosed for the
first time in 1968, in the states of Rio Grande do Sul and
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Rio de Janeiro [12]). Since 1981, Ministério de Agricultura
Pecudnia ¢ Abastecimento (MAPA) has included the EIA in
the list of discases subjected to control measures. such as”
euthanasia of animals diagnosed positive by AGID, to limit
the spread of the virus [3]. EIA has a direct economic
impact due to the loss of livestock when di d animails
arc cuthanized, and also an indirect effect. since MAPA
imposes embargoes for transit of horses, with barriers
being imposed for markets of lLive animals and animal
products, consequently also affecting expositions and
equestrian sports. Altogether, the economic effects have
considerable importance [16, 29], The clinical signs of the
disease are highly variable. [t varies from an acute febrile
cpisode to a chronic or long-term unapparent course. The
chronic form of EIA is characterized by recurring cycles of
viremia with fever. pronounced thrombocytopenia, severe
anemia, weight loss, jaundice, tachypnea and ventral
edema [2. 9]. During febrile ¢pisodes. the virus replicates
actively on macrophages present in spleen, liver, lymph
nodes, lungs and kidneys [31], although rescarch has
shown that other cells, such as endothelial cells, may also
be susceptible to the virus [23]. Animals that survive the
cyclic episodes of anemia and fever become asymptomyatic
virus carriers [11). The virus has tropism for monocytes.
which results initially in a non-productive infection. The
differentiation of moenocytes into macrophages activates
viral replication. an event called “replication restriction”
{6, 21]. The blood is thercfore an important source of
transmission between infected and non-infected horses
[23]. The virus can be transmitted mechanically, through
the bite of bloodsucking insccts, such as horscflies (Ya-
banus spp; Hybomitra spp) and stable flies (Stomoxys spp).
which are mechanical vectors of the virus {10, 14, 35]. by
jatrogenic means through hamesses. spurs and ncedles or
surgical instruments contaminated with blond, and also
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Table 1 Comparison of agar gel immunodiffusion (AGID)

nested PCR test Its for the d of EIAV-infected equid:

Nested PCR AGID Total
Positive Negative

Pusitive 33 20 53

Negative 0z o7 o

Total 3s 1] 62

nucleotide sequences possessed significant identity to those
previously published for EIAV. The amplified 393-nt
region (nucleotides 945-1337) of the viral genome corre-
sponds (o the amino-terminal region of the p26 protein
(residue 141-271). Taking into consideration the studied
sequence, the phylogenetic tree topology shows that the
strains from Bahia form a cluster with the WSUS,
EIAVUK and Wyoming (USA) (bootstrap value D 95).
This is also confirmed by the genctic distances between
sequences from this study and the WSUS  strain
(0.003-0.005). The largest distance (0.209) was observed
with the strain F2 (Ircland) (Fig. 1). As can be seen in the
phylogenetic tree (Fig. 1), the KC213778.1 sequence was
genetically more distant from the others determined in this
work. This sequence was obtained from a foal (negative by
AGID) bom to a positive female (KC213790.1). Although
the sequence from KC213778.1 contained a 43-nucleotide
substitution, it still maintained enough similarity for it to
group in the same cluster with other Brazilian strains.
The nested PCR methods showed reasonable concor-
dance (x = 0.21) with the AGID test for identifying EIAV-
infected animals. However, despite its excellent specificity.

the serological test has a number of deficiencies, including
a lack of sensitivity and the fact thal interpretation of
results can be highly subjective [8, 30]. The sensitivity of
nested PCR for detecting proviral DNA in blood celis
allowed detection of infection in healthy equines, in which
the viral loads are generally very low [27). Similar resulis
were obtained that showed a moderate agreement
{x = 0.441) between the techniques of nested PCR and
AGID [30]. Two samples, however, failed to yicld
detectable amounts of the expected amplicon upon EIAV-
specific PCR. Other authors have had similar problems
I8, 27]. The amount of proviral DNA in PBMCs is known
1o be very low, bordering on the undetectable for all but the
most sensitive of PCR setups, which may be explained by
the strong control exerted at this stage on viral replication
by the host immune system, which restricts the virus to
organs of the lymphopoictic system [18, 22]. In addition,
the primers used may not be able to amplify EIAV strains
with mismatches within the primer-binding sites. One or
two mismatches near the 3° end of the primer do not fully
inhibit primer binding, whercas three mismatches at the 3/
end and more than two mismatches in both the reverse and.
forward primers hamper primer binding, preventing
amplification [28). The absence of contaminants in the non-
template controls and the results of sequencing confirmed
the specificity of the amplified products. According to
Capomaccio ef al. [4]. who analyzed the phylogeny of
EIAV isolates, the virus circulating in North and South
America was introduced by European seutlers, which may
explain the homology of the isolated sequences in Brazil
with USA strains. Because healthy animals carrying the
virus may have inconspicuous or absent clinical signs, the

Table 2 Resulis of pested PCR

on MDM and AGID Animal sumsber Fare number  GenBank acession sumber  Results of nested PCR - AGID
from 15 animals infected with LABVIROUFBAD2 1 KC213776.1 + +
BIAY LABVIRO/UFBAO3 2 KC213789.1 + +
LABVIRO/UFBADS 2 KC213788.1 + -
LABVIRO/UFBADS 3 KC213787.1 ¢ +
LABVIRO/UFBAMS 4 KC213786.1 + +
LABVIRO/UFBANS 5 KC213785.1 + +
LABVIROUFBA/IS 5 KC213784.1 + +
LABVIROVUEBA/IE S KC213783.1 + +
LABVIRO/UFBAZ2ZL  § KC213777.1 + +
LABVIRO/UFBAR3  $ KC213782.1 + -
LABVIRO/UFBAZZI S KC213781.1 4 =
LABVIROUFBA/I2Z 6 KC213790.1 + +
LABVIROUFBAMS 6 KC213778.1 + =
LABVIRO/UFBA/9 7 KC213780.1 + =
LABVIRO/UFBA/S2 8 KC213779.1 + +

Scman{wEb\thsmmihbkinmeGan
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through nursing [33]. There is no treatment or effective
vaccine for EIA, and the diagnostic is serological. The
most widely used test for EIAV is an agar gel immunod-
iffusion (AGID) assay commonly referred to as the Cog-
gins test [7). The clinical diagnosis is difficult due to the
absence of specific signs of the disease and because many
animals become asymptomatic camriers between 12 and
24 months after infection [17]. Virological diagnosis is
complicated, since virus isolation in cell culture depends
on the viral load of the infected animal [15, 19]. The two
single-stranded positive-sense RNAs of the EIAV genome
are approximately 8.2 kb in length and contain three major
coding regions: gag, encoding the viral capsid proteins;
pol. encoding the enzymes protease, reverse transcriptase
(RT). and integrase (IN): and env, encoding the two
envelope glycoproteins: the surface glycoprotein (gp90)
and the transmembranc glycoprotein (gp45) [18, 20]. The
proviral genome also contains three additional ORFs,
encoding rat and rev, which are present in all lentiviruses,
and S2 [19]. The gag gene encodes a polyprotein that is
cleaved by a virus-encoded protease to generate three
major products: matrix (pl5), capsid (p26) and nucleo-
capsid (p11), plus a low-molecular-weight protein (p9) that
is responsible for recruiting components of the cellular
endocytosis machinery for viral budding [5, 28]. The
prevalence of EIA varies in different states of Brazil. Melo
et al. [24] reported the prevalence in Pantanal to be 36%; in
Minas Gerais it varied from 0.07% to 5.1% [1]; in Bahia,
was reported to be 5.9% [13]; and in Mato Grosso, it was
5% [26]. The prevalence of EIAV and the genetic profile of
the virus circulating in Bahia-Brazil needs to be further
studied. The aim of this study was to detect EIAV by
nested PCR and subsequently perform DNA sequencing of
the proviral genome to characterize the Brazilian EIAV
strain.

A total of 62 blood samples (57 from horses and 5 from
mules) were subjected to peripheral blood monocyte cell
(PBMC) isolation by Ficoll gradient (Ficoll Paque Plus”,
GE Healthcare) according to the manufacturer’s instruc-
tions. All animals were tested for EIAV-specific antibodies
using AGID (Biovetech, Brazil). The PBMCs were resus-
pended in Dulbeco’s modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco-BRL)
and antibiotics (100 UI penicillin G sodivm and 100 mg of
streptomycin sulfate per ml). The resuspended PBMCs (at
least 600,000 cells/well) were placed in 24-well micro-
plates and incubated for 24 h at 37 °C in a 5% CO,
atmosphere. After this time, the plates were washed so that
only monocytes would remain due to adherence, and
DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics was
added. The PBMC cultures were incubated at 37 °C in an
atmosphere of 5% CO, for 8 days to obtain monocyte-
derived macrophages (MDMs). After this period, cultures

were stored at =70 °C until nested PCR was performed.
Proviral DNA (n = 62) was extracted from MDMs using a
QlAamp Kit (QIAGEN, Germany) according to the man-
ufacturer’s instructions. A partial sequence of the gag gene
was amplified following the protocol described by Oaks
et al. [27]. After amplification, PCR products (427 bp)
were separated by agar gel electrophoresis, stained with
ethidium bromide, and detected using a UV transillumi-
nator. Nested PCR products were purified using QIAquick
Gel Extraction Kit (QIAGEN), according to the manufac-
turer's instructions and then subjected to direct sequencing
using a Big Dye Terminator® v 1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, EUA), Sequencing was performed
by ACTgene, Biotech Center of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). Nucleotide sequences
were aligned and edited with Clustal W software available
in the Bio-Edit program (http://mbio.ncsu.edu/bioedit.
himl) and then compared with the EIAV sequences pub-
lished in GenBank., using the Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) application. Phylogenctic analysis
was performed using MEGA version 6 software [32],
employing the neighbor-joining method [34]. Phylogenetic
trees were constructed by the maximum-likelihood method
with the Hasegawa-Kishino-Yano model (HKY + G + I)
nucleotide substitution algorithm. Statistical support for the
trees was evaluated by bootstrapping based on 1000 repe-
titions. Including gaps and excluding the primer regions, a
393-nucleotide-long sequence of amplified partial gag
fragments were compared with existing EIAV GenBank
sequences. The accession numbers, strain codes and onigins
are as follows: AF033820.1 (Wyoming). AF016316.1
(EIAVyx)., L06609.1 (WSUS). ABO08196.1 (V70),
ABO08197.1 (V26), AFI70894.1 (EIAV/TEXAS) and
AF172098.1 (EIAVID) from the United States;
JX003263.1 (Myiazaki2011-A) from Japan; AF327877.1
(EIAV isoning). GU385365.1 (LN5S) and GU385361.1
(FDDV3-8TM) from China; AB693824.1 (German) from
Germany, HQ888862.1 (Ita-90) from Italy; JX193070.1
(Assebroek) and JX19307 2.1 (Warsage) from Belgium;
EF418585.1 (Can-10) from Canada and JX480631.1
(EIAVRe) from Ireland. The sequences reported in this
paper were deposited under GenBank accession numbers
KC213776-KC213790 and are the first sequences of the
gag gene isolated from Brazil,

Of the 62 samples tested by nested PCR, proviral DNA
was detected in 53 (85.5%). Of those, 20 samples were
negative by serologic testing (Table 1). Only two samples
that were positive by AGID were not detected by nested
PCR (Table 2). Statistical analysis showed that the nested
PCR and AGID tests had reasonable agreement (x = 0.21),
PCR-gencrated amplicons from 15 nested PCR-positive
MDM samples were subjected to sequencing. Using the
BLAST program, it was confirmed that all resultant
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Fig. 1 Phylogenctic tree based
on a partizl frgment of the gag
gene. GenBank accession
oumbers and strain designations
are shown

GgHIKC213781.1 solate BRAUFBAL3DVIR3T
ghiKC213780. 1 isolate BRIUFEALabVo/3S
GHEKC213782. 1 isolate BRAUFBALaBVw /23
gb¥<C213783.1 isolate BRIUFBALSSVro/ 16
gbIKC213784.1 isolate BRIUFBALSVIO1S
GEIKC213785.1 isolate BRIUFBALsOViaNS
GHIKC213786. 1 isolate BRIUFBA/LabVio/lS
gbIKC213787.1 isolate BRIUFBA/LSOVieo/0S
GhIKC213788. 1 isolate BRIUFBA/LSOVira/04
gbIKC213789.1 isolate BRIUFBALSVFoNS
SOIKC213777.1 isolate BRAUFBALAOVIO21

[ SHIKCZ13776.1 Isclate ERAUFBALabVIrO2

GHLOSE09. 1 steain WSUS
- gKC213790.1 isclate BRAUFBALSLVINO/ 12
b gHIKC213779.1 isclate BRAUFBALSDVINOS2

SHKCZ13778.1 isolate BR/UFBA/LabViroidd

s im.i strin Wyoenng
GUAFO15315.1 straln ElAVIK

L GhABDIS197.1 strain V25

% | GUAF170254, 1§ ELAV/TEXAS
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disease would have gone unnoticed by the European set-
tlers. The variability in the sequence of the gag gene
analyzed, although unusual, may represent polymorphisms,
such as SNPs, deletions and insertions, that contribute to
longer survival by evading immune surveillance and
altered disease progression [25, 28]. It is characteristic of
the lentiviruses to have high rates of small mutations,
consequently giving rise to a population of different virus
particles that share genetic, morphological and pathologi-
cal features, commonly referred to as viral quasispecies
[20]. Genetic variations lead to a viral persistence frame-
work that allows the virus o escape the host immune
response, leading to periods of recrudescence of disease
[17, 20].

We studied the prevalence of EIAV infection and per-
formed a phylogenetic analysis of the virus isolated in
Bahia. Further studies are necessary in order to determine
the prevalence of EIAV in other parts of the country and to

Q) Springer

GEADAB0631.1 isclate F2

o o s
SbAX193072.1 Viarsage

GIABEIIE24.1 strain Geeman
e
GUIKTS3070.1 steain Assebiosk

investigate the genetic variability of the circulating virus.
The study of genctic diversity of EIAV in Brazil allows
molecular diagnostic methods to be evaluated and primers
to be chosen to detect different field isolates.
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6 CONCLUSOES

Os ensaios de PCR realizados nesta pesquisa demonstraram potencial uso como
ferramenta complementar de diagndstico do EIAV, detectando animais positivos que nao
apresentaram reacao no teste soroldgico de referéncia.

A deteccdo do DNA proviral em amostras de animais portadores assintomaticos e
sorologicamente negativos comprova a importancia destes animais como fontes de infeccao
para o resto do plantel.

O teste molecular detectou, em uma grande porcentagem de animais (24,4%), a
presenca do DNA proviral de EIAV em equideos portadores assintomaticos da infeccdo mas
sorologicamente negativos.

Para a deteccdo do DNA proviral a partir do sangue foi realizado o cultivo das PBMCs
e a selecdo de mondcitos pela propriedade de aderéncia. O cultivo de mondcitos in vitro
estimula a diferenciacdo em macréfagos ativando a replicacao viral.

Adicionalmente, mondcitos infectados por EIAV aparecem ciclicamente no sangue, e
sua presenca esta associada a episodios viremicos. Desta forma os 3 resultados negativos por
nested-PCR encontrados nessa pesquisa podem ter ocorrido pelo baixo numero de cépias
provirais por célula, ou pela pequena quantidade de células infectadas na amostra.

A deteccdo do RNA do EIAV ocorre em amostras de soro de animais assintomaticos e
sorologicamente positivos, ou seja a replicacdo viral ocorre na presenca de anticorpos.

Outro achado deste trabalho foi a deteccdo de virus livre circulando no plasma em
animais assintomaticos e soropositivos. Isto sugere que (i) a supressdo do fendmeno de
restricdo da replicacdo viral, ocorre na fase latente da infeccdo, mesmo na presenca de
anticorpos ou (ii) variantes virais ou quasispecies surgem a cada ciclo da replicacédo viral e
escapam da resposta imunolégica do hospedeiro.

Este estudo demonstrou gque equideos clinicamente sadios e sorologicamente positivos
sdo possiveis portadores do virus, tanto na forma livre ou como provirus integrado ao DNA
celular, sugerindo que a replicacdo viral ocorre ainda na presenca de anticorpos e, por outro
lado, animais portadores assintomaticos, sorologicamente negativos constituem uma
importante fonte de infecgéo para o plantel.

Nossos resultados soroldgicos e moleculares demonstram a importancia de se
implementar outros testes de diagnostico complementares ao IDGA na Bahia, e assim

contribuir com o Programa de Controle de AIE e com o Comité Estadual de Sanidade Equidea
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(CESE-BA) para o desenvolvimento e implantacdo de normas para o controle da AIE no
estado.

O virus identificado na Bahia tem homologia com as cepas isoladas nos EUA,
sugerindo que o virus que circula na Bahia € similar a cepa Wyoming isolada nos EUA,; além
disso as cepas identificadas na Bahia apresentam elevada similaridade entre elas.

O estudo da diversidade genética do EIAV no Brasil permite avaliar os métodos de
diagnostico molecular e a escolha de iniciadores ideais para detectar diferentes isolados de
campo, assim como identificar regides de gag imunorelevantes as quais possam ser potenciais

epitopos para os linfocitos citoliticos e o desenho de uma vacina contra EIAV.



