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Resumo

A infeccdo pelo herpesvirus equino (EHV) e o virus da arterite equina (EAV) tem sido associada a
perdas econdémicas importantes para a equideocultura em nivel mundial. Estudos soroldgicos tém
demonstrado a circulacdo destes agentes no Brasil. O presente trabalho teve como objetivo principal
estudar a ocorréncia de anticorpos especificos contra o EAV e EHV em cavalos oriundos de
diferentes regides do estado do Rio de Janeiro. Para este propdsito, foram coletadas amostras de
soro de 581 animais ndo vacinados e de 44 éguas provenientes de um plantel vacinado regularmente
contra a rinopneunonite equina. Todas as amostras foram submetidas ao teste de soroneutralizacéo
para a pesquisa de anticorpos especificos contra cada um dos virus. Os resultados demonstraram
29,6% (172/581) de animais soropositivos para 0 EHV (titulos entre 2 ¢ > 256) e 0,79% (05/630)
para 0 EAV (titulos entre 2 e 4.096). Considerando a sorologia positiva em animais nao
imunizados, os achados demonstram a inducdo de anticorpos especificos apds exposicdo natural aos
respectivos virus, indicando uma possivel circulacdo desses agentes nos rebanhos analisados.
Palavras-chave: anticorpos; EAV; EHV; equinos; soroneutralizacao.

Abstract

Infections by equine herpesvirus (EHV) and equine arteritis virus (EAV) have been associated with
important economic losses for the equine industry worldwide. Serological studies have indicated the
presence of these agents in Brazil. The aim of this study was to evaluate the occurrence of specific
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antibodies against EAV and EHV in horse herds from different regions of Rio de Janeiro state. For
this purpose, serum samples of 581 non-vaccinated animals and 44 breeding mares regularly
vaccinated against equine rhinopneumonitis were collected. All samples were submitted to the virus
neutralization test for the detection of specific antibodies to each virus. Results showed 29.6%
(172/581) of seropositive animals for EHV (titers between 2 and > 256) and 0.79% (5/630) for EAV
(titers between 2 and 4,096). Considering the non-vaccinated animals, these findings demonstrated
that specific antibodies were induced after natural exposure to the respective viruses, suggesting a
probable circulation of these agents in the studied herds.

Keywords: antibodies; EAV; EHV; horses; virus neutralization.
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Introducéo

O Brasil possui 0 quarto maior rebanho de equinos do mundo com estimados 5,5 milhdes de
animais®?, Este nimero expressivo de animais representa a importancia da equideocultura nacional
do ponto de vista social e econdmico. As enfermidades de etiologia viral estdo entre as mais
importantes na espécie equina, sendo o herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) e o virus da arterite
equina (EAV) reconhecidamente importantes por causarem quadros clinicos respiratérios,
reprodutivos e, menos frequentemente, sinais neuroldgicos®.

O herpesvirus equino tipo 1 pertence a subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus;
possui distribuicdo mundial e esta associado a abortamentos (particularmente no terco final de
gestacdo) além de sinais clinicos neuroldgicos e respiratorios™. Uma caracteristica marcante desse
virus é o estabelecimento de laténcia em ganglios neuronais e em linfocitos T como uma estratégia
de evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro.

O virus da arterite equina (EAV) é o prot6tipo do género Arterivirus, familia Arteriviridae®. E um
agente causador de lesdes no endotélio dos vasos sanguineos, além de quadros respiratorios e
ocorréncia de abortamentos®. A enfermidade possui distribuicdo mundial e estd associada a
prejuizos econdmicos para a inddstria equina que incluem, dentre outras coisas, restricdes
internacionais na importacio de sémen e animais soropositivos(.

A maioria das vacinas contendo antigenos do EHV-1 é comercializada como vacinas polivalentes,
associadas com antigenos do EHV-4, EIV (virus da influenza equina), tétano, EEEV e WEEV
(virus da encefalite equina leste e oeste). No Brasil, todas as vacinas licenciadas e aprovadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle das infecgdes pelo
EHV-1 sdo inativadas. Por outro lado, ndo existem vacinas disponiveis contra a arterite viral equina
no mercado nacional. Apesar de estudos epidemioldgicos demonstrarem uma provavel circulacéo
do agente no pais, o registro e a comercializacdo de imunogenos especificos somente serd possivel
apos o reconhecimento oficial da doenca pelas autoridades e 6rgaos sanitarios oficiais.

Embora alguns estudos sorologicos de carater regional ja tenham demonstrado a distribuicdo do
EHV-1 e do EAV no territério nacional, ndo existem dados disponiveis sobre a circulagdo e/ou
presenca de anticorpos especificos contra esses virus em rebanhos equinos do estado do Rio de
Janeiro. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia de anticorpos
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especificos contra o herpesvirus equino e virus da arterite equina, pela técnica de soroneutralizacéo,
em equinos nédo vacinados provenientes das regides Metropolitana e Serrana do estado do Rio de
Janeiro.

Material e Métodos

Foram coletadas 581 amostras de soro provenientes de éguas ndo-vacinadas contra 0 EAV e 0
EHV-1, distribuidas em 13 propriedades de oito municipios do estado do Rio de Janeiro
(Seropédica, Paracambi, Japeri, Queimados, Itaborai, Cachoeiras de Macacu, Trés Rios, Friburgo e
S&o Sebastido do Alto), entre os anos 2011 e 2012. Foram coletadas ainda 49 amostras de soro
provenientes de uma propriedade com vacinacdo anual contra rinopneumonite equina, na cidade de
Teresopolis, totalizando 630 amostras.

O sangue total foi coletado por meio de venopuncdo jugular em tubos estéreis sem anticoagulante e,
apos a retracdo do coagulo, o soro foi separado e aliquotas foram devidamente identificadas e
armazenadas em tubos plasticos de microcentrifuga a -20 °C até o momento da realizacdo dos
testes. Todas as amostras de soro foram submetidas a técnica de soroneutralizacdo (SN) para a
pesquisa de anticorpos especificos contra 0 EHV-1 e EAV. Resumidamente, os soros em diferentes
diluigBes (1:2 até 1:256 - reciproca da maior diluigdo do soro utilizada no presente estudo) foram
distribuidos em microplacas de poliestireno de 96 cavidades juntamente com uma dose constante
(100 TCIDsg — tissue culture infectious dose) da cepa viral padrdo, previamente titulada. Apos um
periodo de incubacdo de 1h em estufa de CO2 a 37 °C, uma suspensdo de células da linhagem RK13
foi adicionada. As placas contendo a mistura soro-virus-células foram entdo incubadas a 37 °C em
atmosfera com 5% de CO- por 72-96 h.

Soros hiperimunes produzido em coelhos (gentilmente cedidos pelo Dr. Luiz Kreutz, UPF, RS)
foram usados como controles positivos em todas as reacdes. O monitoramento da reacdo foi
realizado diariamente em um microscopio 6tico invertido até o0 momento da leitura final. O titulo de
anticorpos especificos presente na amostra foi dado pela reciproca da diluicdo do soro capaz de
prevenir o efeito citopatico (ECP) caracteristico de cada um dos virus na monocamada de células.
As amostras que apresentaram titulos > 2 foram consideradas positivas.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFF (nimero
de registro: 185/12).

Resultados e Discussao

Os resultados dos testes de soroneutralizacdo demonstraram que 29,6% (172/581) das amostras
analisadas apresentaram resultado positivo para a presenca de anticorpos especificos contra o
herpesvirus equino (EHV) (Tabela 1). Animais reagentes ao EHV foram detectados em
praticamente todas as propriedades analisadas, porém 0s maiores percentuais foram observados em
rebanhos localizados nos municipios de S&o Sebastido do Alto (n=53) e Seropédica (n=32).

Para uma analise mais detalhada dos resultados observados, as amostras consideradas positivas
foram agrupadas em trés categorias: titulos baixos (2 até 16), médios (32 até 128) ¢ altos (> 256).
Do total de amostras reagentes na SN contra o EHV, uma predominancia de titulos baixos
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correspondendo a 79,7% (136/172) foi observada. Titulos classificados como médios foram
observados em 15,7% (27/172), enquanto que titulos considerados baixos foram detectados em
5,23% (9/172) do total de amostras positivas (Figura 1).

Tabela 1: Total de animais ndo vacinados e reagentes no teste de soroneutralizacio frente ao herpesvirus
equino (EHV) e o virus da arterite equina (EAV)

EHV-1 (%) EAV (%)
Negativo ! 401 (69,01) 615 (97.63)
Positivo 2 172 (29,60) 5 (0,79)
Téxico 3 8 (1,39) 10 (1,58)
Total 581 * 630

* Animais vacinados contra o EHV foram desconsiderados

Ttitulo <2

2presenca de anticorpos neutralizantes

3 efeito téxico do soro impediu a interpretacdo do resultado final do teste
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Figura 1: Distribuicio dos titulos de anticorpos neutralizantes contra 0o EHV-1 em equinos nfo-vacinados e
oriundos de diferentes municipios do Estado do Rio de Janeiro. O titulo de anticorpos corresponde a
reciproca da diluicdo do soro capaz de prevenir a producio de ECP na monocamada de celulas RK13.

A presenca de anticorpos especificos contra o herpesvirus equino em animais ndo vacinados tem
importancia epidemiologica tendo em vista o estabelecimento de infecgdes latentes apds infecgéo
primaria®. Apesar de a enfermidade aguda causada pelo EHV em equinos, geralmente, resolver-se
em poucas semanas apds a infeccdo primaria, € comum o estabelecimento da laténcia seguida de
episédios de reativacbes com recrudescéncia clinica e excrecdo viral. Assim, 0s animais
latentemente infectados sdo portadores assintomaticos capazes de eliminar o virus em grandes
concentragfes apos situacBes de estresse, caracterizando um importante mecanismo de
disseminacéo viral dentro dos rebanhos“®),
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Apesar de quase todos os rebanhos avaliados neste estudo apresentarem animais reagentes ao EHV-
1, somente em quatro rebanhos havia um historico prévio de abortamentos (totalizando 12 animais).
O baixo indice de abortamentos nestes rebanhos especificos pode ser atribuido a ocorréncia de
infeccBes subclinicas ou com sinais clinicos leves associados a infeccdo pelo EHV. Reacdes
cruzadas com o EHV-4, que ndo possui caracteristica abortigénica, sdéo muito comuns e devem
ainda ser consideradas. Nenhum desses 12 animais apresentou sorologia positiva contra 0 EAV,
porém a presenca de anticorpos especificos contra o EHV (titulo de 8) foi detectada em 2 éguas
receptoras de embrido pertencentes a0 mesmo rebanho. A presenca de sorologia positiva nesses
animais poderia sugerir uma possivel associacdo do herpesvirus equino com os episodios de
abortamentos. Entretanto, o diagnostico definitivo somente seria possivel apds a realizacdo da
sorologia pareada para avaliar o aumento dos titulos de anticorpos especificos contra o EHV, ou
ainda pelo isolamento viral a partir de secre¢cdes ou de tecidos do feto abortado.

Tabela 2: Resultados dos testes de soroneutralizagio em soro sanguineo de equinos criados no estado do
Rio de Janeiro para o herpesvirus equino e para o virus da arterite equina, agrupados segundo a procedéncia
das amostras

EHV EAV
Municipio Total Positives Negativos! Total* Positives Negativos! Total*
Cachoeiras oo 26 67 01 91
de Macacu 93 92
Nova 02 0 02 0 02
Friburgo 02 02
Ttaborai 55 22 33 55 0 55 55
Japeri 07 05 02 07 01 06 07
Paracambi 46 07 39 16 0 46 46
Queimados 27 08 19 27 0 27 27
Sao
Sebastido 122 53 66 0 121
do Alto 119 121
Seropédica 115 32 83 115 0 115 115
Teresopolis 49 ---2 ---2 ---2 02 44 46
Trés Rios 109 19 90 109 01 108 109
*Soros toxicos foram desconsiderados
Hitulo=2

2 animais oriundos desse municipio ndo foram avaliados contra o EHV por se fratar de um grupo vacinado contra a
rinopneumonite equina

Estudos soroldgicos prévios ja demonstraram a ampla distribuicdo do herpesvirus equino no Brasil,
com percentuais de soropositividade variando desde 4,5% (67/1.506) no Rio Grande do Sul® até
45,45% (230/506) no Para®. O percentual de animais soropositivos para o EHV neste estudo
(29,6%) foi semelhante aos resultados observados em S&o Paulo de 26 e 27,2%1%1% e 33,494(12),

Embora ndo tenha sido o foco principal do presente estudo, € importante observar os resultados
obtidos com os 44 animais pertencentes a um rebanho regularmente vacinado contra a
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rinopneumonite equina, conforme as recomendagdes do fabricante do imunogeno. Foi observado
que os titulos de anticorpos neutralizantes especificos contra o EHV variaram de 4 até¢ > 256 e
foram detectados em 50% dos animais (22/44). Resultados similares aos observados no presente
estudo foram descritos em um estudo de campo na Australia, onde foi avaliada a soroconversédo de
159 éguas e 101 potros apds imuniza¢do com uma vacina contendo antigenos inativados do EHV-1.
Mesmao seguindo criteriosamente as orientac6es do fabricante, menos de 30% das éguas e menos de
50% dos potros responderam & vacinagao naquela ocasidao®®,

Em relacdo aos testes soroldgicos realizados com o EAV, foi observado que 5 amostras de soro
foram consideradas positivas, representando 0,79% (5/630) do total de amostras analisadas. Os
animais soropositivos foram provenientes de rebanhos localizados no municipio de Trés Rios,
Japeri, Cachoeiras de Macacu e Teresépolis, sendo que neste Gltimo municipio titulos elevados de
anticorpos neutralizantes (1.024 e 4.096) especificos contra 0 EAV foram detectados em 2 animais
(Tabelas 1 e 2).

O percentual de animais soropositivos nesse estudo (0,79%) foi muito similar ao encontrado por
Bello et al.**) em MG (0,85%) e inferior aos 2,2% detectados no RS® e dos 18,2%% e 5,7%6) em
Sdo Paulo. Esses indices superiores de animais soropositivos encontrados em SP pode ser um
reflexo da grande movimentacdo de animais importados nesse estado, que consiste no maior
criador e importador da raca Quarto de Milha no Brasil, além da importacdo de animais de salto e
provas hipicas. No Rio Grande do Sul, a proximidade da fronteira com outros paises,
particularmente com a Argentina, poderia facilitar a entrada e/ou transito de animais infectados sem
um maior controle da fiscalizacdo. Os estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro ttm como maioria,
no seu plantel de equinos, as racas nacionais Mangalarga Marchador e Campolina, diminuindo as
possibilidades de entrada do EAV nos rebanhos pela importacdo de sémen ou de animais vivos.
Destes cinco animais (0,79%) positivos para EAV, somente uma égua apresentou sorologia positiva
também para o herpesvirus equino (titulo de 8). As éguas eliminam o virus naturalmente ap6s uma
infeccdo aguda e desenvolvem uma resposta imune efetiva na protecio contra reinfecgdes ‘. No
presente estudo, foram observados titulos de anticorpos neutralizantes relativamente baixos (entre 2
e 4) em trés das cinco amostras positivas testadas, sugerindo uma infeccdo prévia pelo EAV antes
do ingresso desses animais nas respectivas propriedades. Paralelamente, titulos elevados de
anticorpos (1.024 e 4.096) foram observados em duas das cinco amostras positivas. Esses altos
niveis de anticorpos sdo sugestivos de uma infeccdo recente considerando a estimulacdo
imunoldgica devido a replicacdo viral. Titulos relativamente altos de anticorpos neutralizantes
(>512) sdo geralmente induzidos em animais experimentalmente infectados com cepas do EAV(®
ou imunizados com vacinas atenuadas®®).

Segundo o historico desses animais, ndo foi possivel estabelecer o motivo dos altos titulos de
anticorpos contra 0 EAV. Uma das éguas (apresentando titulo 1.024) ndo pertencia a propriedade
onde foi coletada a amostra, estando hospedada no local durante a estacdo reprodutiva até a
confirmacdo de sua prenhez, o que levou cerca de trés meses, quando a mesma retornou a sua
propriedade de origem, proximo ao local de coleta. Nao foram obtidas maiores informacdes acerca
do histdrico dessa égua ou de outros animais dessa propriedade, sendo interessante uma avaliacdo
soroldgica do plantel para maiores esclarecimentos em relacdo a circulagdo do EAV no local.

O outro animal (titulo 4.096) foi importado da Europa para o estado de Sdo Paulo e posteriormente
transferido para 0 RJ cerca de trés meses antes da coleta da amostra de soro utilizada neste estudo.
Ha& a possibilidade de que a referida égua tenha sido vacinada em seu pais de origem na Europa,
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porém a manutencdo destes titulos elevados por um periodo prolongado de tempo € pouco provavel.
Por outro lado, infeccbes prévias (e ndo recentes) ndo podem ser descartadas pelo fato de que
animais infectados naturalmente pelo EAV desenvolvem anticorpos especificos que permanecem
detectaveis por varios anos. Infeccbes persistentes sdo bem documentadas em garanhdes ) e
poderiam justificar, embora que parcialmente, a inducdo de titulos altos de anticorpos pela
estimulacdo constante do sistema imunolégico devido a replicacdo viral. Essa égua foi inseminada
com sémen congelado e importado de um garanh&o de alto valor zootécnico, negativo para EAV, e
que tem seu sémen monitorado constantemente. Uma outra eégua da propriedade também foi
inseminada com 0 mesmo sémen e ndo apresentou titulos anti-EAV no teste de SN.

E importante salientar que as duas éguas com alto titulo foram inseminadas com sémens distintos,
ndo tiveram contato direto e foram separadas em lotes diferentes. Os animais permaneceram com
outros animais da propriedade, sem relatos de quadros clinicos respiratérios ou abortivos desde a
época da coleta até o presente momento. Esses dados sdo consistentes com o fato de que o estado de
portador ainda ndo foi identificado em fémeas equinas .

Diante dos dados disponiveis, ndo foi possivel identificar a causa precisa desses altos titulos
encontrados nesses animais. Cabe ainda destacar que ndo foi possivel uma avaliacdo do histérico
das éguas antes de seu ingresso nas propriedades, dificultando uma investigacdo epidemioldgica
mais detalhada em relacdo a provavel origem da infecgdo desses animais pelo EAV.

Apesar do baixo percentual de animais positivos no teste de SN contra o EAV, os resultados
sugerem uma possivel circulacdo do agente em equinos do estado do Rio de Janeiro, ja que a
presenca de anticorpos especificos em animais nao vacinados € um indicativo de exposicao prévia
ao agente. Considerando que a apresentacdo assintomatica da infeccdo pelo EAV é relativamente
comum, medidas de profilaxia e controle devem ser tomadas a fim de se evitar a disseminacao viral
e o0 surgimento de surtos da enfermidade no estado do Rio de Janeiro e em nivel nacional.

Conclusao

O presente trabalho representa a primeira investigacdo da ocorréncia anticorpos especificos frente
ao herpesvirus equino (EHV) e o virus da arterite equina (EAV) em rebanhos equinos néo
vacinados e distribuidos em diferentes regides do estado do Rio de Janeiro. Os resultados obtidos
sdo um indicativo da exposi¢do prévia desses animais ao EHV e EAV, demonstrando a circulagédo
desses agentes em rebanhos equinos do estado do RJ, e podem auxiliar na implementacdo de
estratégias de controle e prevencdo dessas enfermidades, além de uma maior vigilancia desses
agentes infecciosos em nivel regional.
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