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RESUMO

O Estégio Supervisionado Obrigatorio é uma disciplina que objetiva inserir o estudante no
contexto profissional a fim de proporcionar uma vivéncia pratica através da aplicacdo dos
conhecimentos que foram adquiridos ao longo do percurso de estudos. Trata-se de uma
oportunidade para o aluno praticar técnicas e fixar os conceitos aprendidos e de se preparar
para a execucao das atividades que serdo realizadas na rotina de trabalho. Este trabalho tem
como objetivo relatar as atividades de ESO que foram realizadas na Unidade de Diagndstico
Animal do LFDA-PE, que foram efetuadas no ambito do diagnostico animal, no periodo de
19 de agosto de a 25 de novembro de 2019. O estagio possibilitou o contato com diversas
técnicas diagndsticas utilizadas na rotina laboratorial, e também estimulou a realizacdo de
uma revisdo de literatura sobre a AIE, doenca infectocontagiosa viral que acomete equideos.
A AIE é uma doenca viralde grande importancia para a equideocultura, razdo essa que

motivou a realizacdo da revisdo de literatura que constitui a segunda parte deste trabalho.

Palavras-chave: AIE; diagndstico;equideos; epidemiologia; virus;



ABSTRACT

The Mandatory Supervised Internship is a discipline that aims to insert the student into the
professional context in order to provide a practical experience through the application of the
knowledge that was acquired along the course of studies. It is an opportunity for the student to
practice techniques and to fix the concepts learned and prepare for the execution of the
activities that will be carried out in the work routine. This study aims to report the ESO
activities that were carried out in the LFDA-PE Animal Diagnosis Unit, which were carried
out under animal diagnosis, from August 19 to November 25, 2019. The internship allowed
contact with several diagnostic techniques used in the laboratory routine and also stimulated a
literature review on EIA, viral infectious disease that affects equids. The EIA is a viral disease
of great importance for the equids raising, which reasoned the literature review that
constitutes the second part of this work.

Keywords: EIA; diagnosis; equidae; epidemiology; virus.
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INTRODUCAO

O Estagio Supervisionado Obrigatdrio € uma disciplina do 11° periodo que compde a
grade curricular do curso de Medicina Veterindria; é obrigatéria e necesséaria para
integralizag&o curricular e obtengéo do diploma.

De acordo com a Resolucdo N° 678/2008 do CEPE o estagio é um ato escolar
supervisionado, desenvolvido no ambiente de trabalho, que visa a preparacdo para o trabalho
produtivo de estudantes que estejam frequentando o ensino regular em instituicbes de
educacdo (superior, profissional, especial ou de ensino médio e anos finais do ensino
fundamental).

O ESO é extremamente importante para o aluno, pois proporciona a vivéncia de
situacdes reais que levam a aplicacdo dos conhecimentos que foram adquiridos em sala de
aula ao contexto profissional, constituindo a unido da teoria a pratica. Dessa forma, é
possibilitado o desenvolvimento de habilidades praticas indispensaveis para o futuro
profissional.

O ESO relatado nesse trabalho foi realizado na area de Medicina Preventiva,
especificamente no diagnoéstico de doencas infecciosas, no LFDA-PE, instituicdo vinculada ao
MAPA e centro de referéncia para o diagnostico de doencas animais. Algumas dessas doencas
sdo causadoras de grandes prejuizos econdémicos para 0s proprietarios de rebanhos, recebendo
assim atencdo especial de programas de combate e prevencdo para a sanidade dos animais.
Uma dessas doencas é a AIE, que afeta os equideos e € uma das principais doencas
infecciosas que entravam o desenvolvimento da equideocultura no Brasil.

A AIE é uma doenca infectocontagiosa causada por um virus de acdo restrita aos
membros da familia Equidae. A enfermidade foi descrita primeiramente por Valée e Carré em
1904, e desde entdo foi relatada quase que universalmente, embora haja maior prevaléncia nos
trépicos do que em regiGes temperadas. Os sinais clinicos que sdo observados ndo sdo
especificos, e podem ser divididos em trés fases: aguda, subaguda e crénica, sendo a ultima
inaparente, o que faz com que o animal seja dado como curado; no entanto o virus permanece
no organismo e o animal torna-se um reservatorio e potencial fonte de transmissé&o.

De acordo com a Pesquisa Pecuaria Municipal de 2018 (IBGE, 2018), que fornece
informagdes estatisticas sobre o efetivo dos rebanhos, produtos de origem animal e producéo
da agricultura, a regido NE possui um milhdo, trezentos e quarenta mil, quatrocentos e
cinquenta e seis (1.340.456) cabecas de equinos, sem contar 0s asininos e muares. Esses

nimeros mostram a importancia da vigilancia epidemiologica da doenca, que em nossa regiao
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recebe destaque. As chances de transmissdo da doenca aumentam em ocasides onde ha o
grande ajuntamento de animais (em feiras agropecuérias, vaquejadas e eventos hipicos).
Diante da realidade da equideocultura em nossa regido e do carater altamente
infeccioso da AIE, objetiva-se com este trabalho em um primeiro momento relatar as
atividades desenvolvidas em Estagio supervisionado no LFDA-PE, e posteriormente trazer

uma revisao de literatura sobre a Anemia Infecciosa Equina.
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1. RELATORIO DO ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

1.1 Informag0es do ESO:

O Estagio Supervisionado Obrigatério foi realizado na Unidade de Diagnoéstico
Animal (UNI-DIA) do Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria em Pernambuco (LFDA-
PE), localizado no bairro de Dois Irmé&os, Recife, no periodo de 19 de agosto de 2019 a 25 de
novembro de 2019, com carga horéria total de 420 horas. Nesse periodo foram realizadas
atividades direcionadas ao diagndstico de doencas infecciosas em animais. O estagio foi
efetuado sob a supervisdo do Médico Veterinario MSc. Cid Aristdteles de Siqueira Alencar,

fiscal federal agropecuario e responsavel técnico da unidade.

1.2 Descricao da instituicao:

O Laboratdrio Federal de Defesa Agropecuaria em Pernambuco (LFDA-PE) é um
laboratdrio oficial pertencente a rede de laboratdrios do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (FIGURA 1). Os LFDA’s desempenham fungdes de grande
importancia em acdes de monitoramento, controle e fiscalizacdo de alimentos, bebidas e

insumos produzidos e comercializados no Brasil.
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Figura 1: Entrada do LFDA-PE. Fonte: Rodrigues (2019)
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As atribuigdes dos LFDA’s incluem a realizacdo de andlises oficiais, atuacdo como
referéncia nacional em assuntos laboratoriais, realizacdo de auditorias em laboratérios
credenciados, realizacdo de agdes de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em métodos
analiticos, atuacdo como centro regional de difusdo de tecnologia e expertise, realizacdo de
estudos e manutencdo de banco de material de referéncia.

A rede de laboratorios foi criada oficialmente em 2005, por meio da portaria n® 104
publicada em 18 de abril de 2006, que aprovou 0 regimento interno dos Laboratorios
Nacionais Agropecuarios; no entanto, essas unidades existem desde a década de 1940. No
decorrer dos anos, através de uma série de investimentos em tecnologia e recursos humanos
houve uma evolucdo na qualidade do suporte laboratorial que é oferecido as diferentes areas
de atuacdo do MAPA.

Atualmente existem seis LFDA’s ¢ suas respectivas unidades laboratoriais avancadas
distribuidas por todo o pais, sendo um na regido Norte em Belém/PA, um na regido Nordeste
em Recife/PE, na regido Centro-Oeste em Goiania/GO, na regido Sudeste em Pedro
Leopoldo/MG, com unidade avancada em Jundiai e no Sul em Porto Alegre/RS, com unidade
avancada em Séo José/SC.

O LFDA-PE possui oito setores analiticos e quatro de apoio, onde sdo realizados testes
de controle de qualidade de alimentos, bebidas e insumos, além do diagndstico de doencas de
notificacdo obrigatdria, contribuindo com os 6rgdos oficiais (estaduais e federais) do governo
nos programas de controle para a sanidade dos rebanhos. Dentre eles encontra-se a UNI-DIA
(FIGURA 2); anteriormente as unidades de diagnostico bacteriolégico (DIA-BAC), de
diagndstico virolégico (DIA-VIR), cultivo celular e Biologia Moleular funcionavam
separadamente até o ano de 2017, quando houve a unido desses setores.

Figura 2: Entrada da UNI-DIA. Fonte: Rodrigues (2019)
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A UNI-DIA possui um espaco fisico bem estruturado, com equipamentos que atendem
as necessidades das atividades de rotina. A instalacdo possui uma sala dos técnicos, que
dispde de uma mesa central para reunides, computadores e armarios para 0 armazenamento de
documentos, uma pequena copa, uma sala para recepcdo de amostras, sala de sorologia
bacteriana, sala de apoio ao isolamento viral e de isolamento viral, sala para realizacdo de
testes de AIE, sala de sorologia viral, duas salas de freezers e uma sala para realizagdo do WB
(FIGURA 3). No decorrer do estagio foi possivel conhecer e acompanhar as atividades que

sdo realizadas em cada uma das salas.

Figura 3: Instalacfes da UNI-DIA: A) Sala de sorologia bacteriana,
B) Sala de sorologia viral, C) Sala de realizagdo de IDGA e D) Sala
de realizacdo de WB. Fonte: Rodrigues (2019).

1.3 Descricao das atividades do ESO:
No periodo do estagio foram realizados o acompanhamento e auxilio de testes

diagnésticos de triagem e confirmatérios das doencas de notificacdo obrigatéria ao MAPA

(Anemia Infecciosa Equina, Mormo, Peste Suina Classica). Sob a orientacdo do supervisor e
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de outros servidores especializados foi possivel executar alguns destes testes, como o ELISA,
Western Blotting e Imunodifusdo em Gel de Agar (FIGURA 4).

Figura 4: Testes diagnosticos realizados durante o estagio:
A) Western Blotting e B) Imunodifusdo em Gel de Agar.
Fonte: Rodrigues (2019).

Também houve o acompanhamento das técnicas de diagnostico molecular (no setor de
Biologia Molecular - BIOMOL), sempre em um trabalho continuo de discussdo a respeito dos
fundamentos das técnicas e da importancia de uma execucdo eficiente e adequada para o
sucesso do diagndstico, respeitando sempre os protocolos de execugdo e as regras de
biosseguranca. Além disso, houve o acompanhamento e realizagdo de isolamento bacteriano
para identificacdo de Burkholderia mallei, bactéria causadora do Mormo.

No decorrer do estagio foi possivel conhecer um pouco do funcionamento de um
laboratério oficial do Ministério da Agricultura, desde como séo recebidas as amostras até o
armazenamento e descarte destas. Além disso, também houve uma semana de
acompanhamento das atividades do Setor de Lavagem e Esterilizacdo de Materiais, 0 LEM,
(FIGURA 5) incluindo lavagem e esterilizacdo de vidrarias e preparacdo insumos e meios de

cultura que sédo utilizados por todos os setores do LFDA, inclusive o UNI-DIA.
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Py
Figura 5: Setor de Lavagem e Esterilizagdo de Materiais. Fonte:
Rodrigues (2019).

1.4 Discussao das atividades desenvolvidas:

No estagio as atividades mais correntes eram o recebimento de amostras que chegam
ao LFDA-PE para serem analisadas. Foram apresentados formularios internos especificos,
gue continham todas as normas e etapas do processo de recebimento das amostras. Ao chegar
uma amostra, a mesma € recebida por uma entrada especifica e sdo encaminhadas para a sala
de recepcdo de amostras (FIGURA 6) e sdo verificadas as suas condi¢fes de chegada (as
amostras devem estar contidas em embalagens lacradas e acondicionadas em temperatura
adequada), entdo é preenchido o formulario de recebimento, no qual sdo colocadas essas e
outras informacdes. Ap6s a geracdo de identificacbes Unicas para cada amostra que é
registrada no sistema é entdo realizada a etiquetagem das amostras e, posteriormente,
executado o teste requerido.

No momento da realizacdo dos testes sdo preenchidos formularios de prova, nos quais
constam os dados brutos e os detalhes do procedimento (equipamentos e insumos utilizados e
responsaveis por cada ensaio). Todo o controle é verificado pela gestdo de qualidade
normalizada pela ISO 17025:2017.

Apos o teste ser realizado, as amostras sdo guardadas com a sua devida identificacéo
em camara fria, que fica na sala dos freezers, onde permanecerdo até serem descartadas, ou
serem retiradas para um reteste, caso seja necessario. O prazo para descarte de amostras é a

partir de sessenta (60) dias depois da data de realizacéo do teste.
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Figura 6: Sala de recepcdo e triagem de amostras. Fonte:
Rodrigues (2019).

As atividades de rotina na UNI-DIA variam de acordo com a chegada e o nimero das
amostras que chegam ao laborat6rio. Em sua maioria, as amostras sdo enviadas para testes de
triagem e confirmacdo do Mormo (ELISA e WB) e Anemia Infecciosa Equina (ELISA e
IDGA).

A técnica da IDGA se baseia na insolubilizagdo e precipitacdo de complexos formados
pela reacdo Ag/Ac. A ligacdo é visivel sob a formacdo de linhas de precipitacdo (linhas de
identidade) no agar. E um método de diagndstico simples, de baixo custo e que possui boa
especificidade e sensibilidade (FLORES, 2017).

Os testes ELISA sdo realizados em microplacas de poliestireno de 96 cavidades e
utilizam anticorpos marcados com enzimas (FLORES, 2017). Existem muitas variagfes do
teste, e atualmente no diagnostico do Mormo é utilizado o ELISA indireto; ja para a AIE €
realizado o ELISA competitivo.

Na técnica de Western Blotting o principio da ligacdo Ag/Ac também é empregado,
mas desta vez os antigenos foram submetidas a eletroforese. Esses antigenos que foram
separados por tamanho ou carga sao transferidos para membranas de nitrocelulose. Quando o
soro-teste é incubado e contato com a membrana os Ac’s se ligam aos antigenos e a ligagdo
Ag-Ac é revelada por um marcador florescente (substrato) (FLORES, 2017.).

Também foi possivel acompanhar os testes de isolamento viral (FIGURA 7) do virus
da Peste Suina Classica (PSC) de amostras oriundas do estado de Alagoas, onde foi detectado
recentemente um foco da doenca. No isolamento viral, amostras biologicas suspeitas s&o
preparadas para inocular uma cultura de linhagem de células continuas. Nesse teste sdo
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utilizadas células PK-15. A maioria dos isolados do virus da PSC ndo produz efeitos
citopaticos, por isso a identificagdo deve ser realizada pela deteccdo de antigenos (por
imunofluorescéncia ou imunoperoxidase) com o uso de anticorpos poli ou monoclonais
(RIDPATH; FLORES, 2017).

Figura 7: Isolamento viral do VPSC
observado ao microscopio dptico (corado com
imunoperoxidase). Fonte: Rodrigues (2019).

O LFDA segue padrdes rigidos de controle de qualidade. No estagio foi possivel
observar a realizacdo de um teste de controle microbiolégico de fungos e bactérias na cabine
de seguranca biologica (FIGURA 8), que consistia na exposicdo de placas de Petri abertas
com meio de cultura PCA (meio no seletivo para bactérias) e Agar Saboraud (meio n&o
seletivo para fungos). As placas ficam expostas por 15 minutos e apds o tempo elas sdo
incubadas: as placas para bactérias sdo incubadas em estufa de 37° C e as placas para fungos
sdo incubadas a temperatura ambiente. Esses testes sdo mensais e servem para avaliar a

limpeza das cabines, que também sdo limpas periodicamente.
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Figura 8: Cabine de seguranga biolégica com placas expostas
contendo meio ndo seletivo para fungos e bactérias. Fonte:
Rodrigues (2019).

Durante o estagio foi executado o isolamento bacteriano para detec¢do de B. mallei,
agente etiolégico do Mormo. De acordo com a IN N° 6 de 2018 do MAPA, no isolamento e
identificacdo bacteriana sdo obtidas culturas do microrganismo empregando-se métodos
adequados para o seu isolamento e caracterizacdo fenotipica. Os procedimentos sdo realizados
em sala exclusiva para a atividade, equipada com cabines de protecdo bioldgica, onde devem
ser respeitadas as regras de biosseguranca para a manipulacdo das amostras, sendo necessaria
a utilizag¢do dos EPI’s (jaleco, luvas, toucas e propés, além de mascara com filtro).

Inicialmente as amostras suspeitas foram divididas e colocadas em meio BHI, entéo
elas foram incubadas em estufa a 37° C por 72 horas. Apo6s a incubacdo foi realizada a
semeadura nas placas, que foram novamente incubadas em estufa. Depois de 48 horas, as
placas foram avaliadas de acordo com a caracterizagdo das colbnias. As col6nias suspeitas
foram selecionadas para ser efetuado o repique (FIGURA 9).

Os isolados em cultivo das amostras que tinham coldnias de aspecto semelhante as da
B. mallei foram submetidos a uma sequéncia de testes bioquimicos para confirmacdo da
especie.Também foi realizado procedimento para identificacdo bacteriana utilizando o
VITEK®, equipamento automatizado que realiza a identificacdo de bactérias por meio de
varias provas bioquimicas e também efetua o teste de sensibilidade por meio de antibiograma.

Ainda para o diagnéstico do Mormo, foram observados os procedimentos da técnica

de diagnostico molecular, desde a extracdo do material genético contido nas amostras até a

22



realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase. A PCR é uma técnica altamente especifica,
capaz de detectar quantidades minimas de genoma em amostras clinicas (FLORES, 2017).

Figura 9: Repique de bactérias para
isolamento bacteriano. Fonte: Aquino (2019).

Além disso, acompanhou-se a realizagdo do teste de Fixacdo do Complemento
(FIGURA 10), um teste realizado para o diagndstico de triagem do Mormo. O teste foi
realizado por ocasido de um teste de proficiéncia, que é realizado regularmente por todos o0s
técnicos habilitados para aquela técnica diagndstica. De acordo com a legislagdo, todas as
amostras que tenham o resultado diferente de negativo (positivo, inconclusivo ou
anticomplementar) devem ser encaminhadas ao LFDA para realizar o teste confirmatorio. No
entanto, diversas variaveis podem influenciar no resultado do teste, gerando resultados falso-
positivos e também falso-negativos. A portaria n® 35 de 2018 da Secretaria de Defesa
Agropecuaria validou a técnica ELISA como teste oficial no pais para o Mormo. Esta técnica
estd substituindo gradativamente a FC’ como teste de triagem e ja ¢ o método de rotina

empregado no LFDA-PE.
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Figura 10: Placa de microtitulacdo observada apo6s o teste de
Fixagdo do Complemento. Fonte: Rodrigues (2019).

O teste de FC’ verifica a existéncia de Ac’s pela reacdo das proteinas do sistema
complemento ativado pela via classica. E realizada a diluigio do soro e este ¢ misturado com
o antigeno. Se houver Ac’s sera formado o complexo Ag/Ac. Dessa forma, as proteinas irdo
reagir com esses complexos e serdo esgotadas. Apds isso é adicionada uma gquantidade padréo
de hemadcias cobertas por Ac’s anti-hemacias. Se o complemento foi fixado por conta do
compexo Ag/Ac, as hemacias permanecerdo intactas no fundo dos pogos. Por outro lado, se 0
soro ndo tiver Ac’s o complemento ndo serd esgotado e ird reagir com os complexos Ac-
hemécias, causando sua lise e dando uma coloracao rosea a solucao.

A grande quantidade de amostras de AIE que s&o recebidas no LFDA-PE foi o que
motivou a realizacdo de um estudo sobre a doenca. No grafico a seguir, estdo os valores
percentuais do numero de amostras enviadas ao LFDA, no periodo em que o estagio foi
efetuado, para serem testadas de acordo com o teste solicitado: A maior parte delas se
destinou para diagnéstico do mormo (2.210/3.130), seguido da AIE (892/3.130) e PSC
(28/3.130) (GRAFICO 1).
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Gréfico 1: Porcentagem de amostras enviadas ao LDFA-PE de acordo com
0 escopo no periodo de setembro a novembro de 2019.

1%

B Mormo
mAIE
m PSC

Fonte 1: UNI-DIA/LFDA-PE (2019).
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2. ANEMIA INFECCIOSA EQUINA: REVISAO DE LITERATURA

Resumo

A Anemia Infecciosa Equina (AIE), também conhecida como Febre do Pantano ou AIDS
equina, é uma doenga infectocontagiosa causada por virus e € considerada uma das principais
enfermidades que atingem a equideocultura. A enfermidade pode acometer todos os equideos
(cavalos, mulas e jumentos e burros) de qualquer idade e ndo tem cura, nem existe vacina
atualmente para a patologia. Os animais doentes apresentam febre, anemia, fraqueza e
trombocitopenia. Todavia, muitos animais podem n&o apresentar sintomas, permanecendo
portadores assintomaticos. No Brasil, a legislacdo vigente determina que os animais com a
doenca devam ser eutanasiados. Neste trabalho pretende-se realizar uma reviséao de literatura a
respeito dessa enfermidade, descrevendo sua etiologia, epidemiologia, patogenia, sinais
clinicos, achados de necropsia, diagnostico, prevencdo, controle e o que a legislacdo

brasileiraestabelece em casos onde sdo detectados focos da doenca.
Palavras-chave: Equideos; Virus; AlE.

Abstract

Equine Infectious Anemia (EIA), also known as Swamp Fever or equine AIDS, is an
infectious disease caused by viruses and is considered one of the main diseases that affect the
equids raising. The disease can affect all equids (horses, mules and donkeys) of any age and
has no cure, nor is there vaccine currently for pathology. Sick animals have fever, anemia,
weakness and thrombocytopenia. However, many animals may not have symptoms,
remaining asymptomatic carriers. In Brazil, current legislation determines that animals with
the disease should be euthanized. In this work, a literature review on this disease is intended,
describing its etiology, epidemiology, pathogenesis, clinical signs, findings of necropsy,
diagnosis, prevention, control and what theBrazilian legislation establishes in cases where

outbreaks of the disease are detected.
Keywords: Equidae; Virus, EIA.
Introducéo

A Anemia Infecciosa Equina (Febre do pantano, AIDS equina) é uma doenca viral de
grande importancia para a equideocultura. Apesar de ser conhecida desde o século XIX, esta
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enfermidade permanece como uma das principais doencas infecciosas de equideos,sendo uma
doenca de notificacdo obrigatoria.Sua ocorréncia traz grandes prejuizos aos criadores de
animais, pois a legislacdo brasileira determina a eutanasia de todos 0s animais positivos e a
interdicdo da propriedade até que seja confirmada a auséncia de animais infectados. Tendo em
vista a importancia desta doenca, este trabalho tem como objetivo realizar uma reviséo de

literatura a respeito dos principais aspectos a respeito da AlE.

Revisao de literatura

1. Agente etioldgico

O agente etiologico é o Virus da Anemia Infecciosa Equina (VAIE), um virus que
pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae género Lentivirus, sendo
classificado como um Lentivirus (QUINN et al., 2005). Ele estd intimamente relacionado a
outros lentivirus conhecidos, como o Virus da Artite-Encefalite Caprina, o Virus Maedi-Visna
dos ovinos e os Virus da Imunodeficiéncia Humana e Felina (HIV e FIV) (ICTV, 2011). O
VAIE foi identificado pela primeira vez na Franca, em 1843. Mas em 1904, Vallée e Carré
atribuiram a etiologia da doenca a um agente viral, nomeando-o como pertencente ao “grupo
dos microbios invisiveis” (VALLEE, CARRE, 1904 apud. PANISSET, 1938).

As particulas virais observadas a microscopia eletrénica apresentam consideravel
pleomorfismo, sendo encontrados virions ovais e esféricos, de 115 nm de didmetro e com
capsideo de simetria helicoidal. O nucleocapsideo € envolto por uma matriz proteinacea, que
por sua vez é delimitada por uma bicamada lipidica que possui numerosas projecdes de 6 a 8
nm (LEROUX; COOK, 2016).

O genoma viral é diploide, composto de duas moléculas idénticas de RNA de fita
simples, que apds a entrada do virus na célula é codificado em DNA por meio da enzima
transcriptase reversa, dando origem ao DNA proviral. O genoma possui trés genes principais:
gag (antigenos especificos de grupo), pol (polimerase) e env (envelope). O gene gag codifica
as proteinas da matriz (MA), do capsideo (CA) e do nucleocapsideo; o gene pol codifica as
enzimas protease (PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (IN); por sua vez, o gene env
codifica a proteina transmembrana (TM) e as glicoproteinas de superficie (SU)
(RAVAZZOLO; COSTA, 2017).

Um alto nivel de mutagdes, principalmente nos genes rev, env e na regido de repeticdo
terminal longa (LTR) ocasionou a produgdo de populagGes complexas de virus relacionados

geneticamente, mas néo idénticas (quasiespécies) (LEROUX et al., 2004).
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Como os outros lentivirus, o VAIE tem a capacidade de incorporar o DNA proviral ao
genoma das células do hospedeiro, que é realizada através da proteina integrase (LEROUX;
COOK, 2016).

2. Epidemiologia

Com excecdo da Islandia e do continente Antartico, a AIE é uma doenga de
distribuicdo mundial, sendo relatados surtos nos continentes americano, asiatico e europeu
(LEROUX; COOK, 2016). No entanto ela tem maior prevaléncia nos tropicos, onde a
temperatura elevada favorece a populacdo de moscas, tabanideos e mosquitos, dai 0 nome
Febre do Péntano, pois grandes populacbes dos artropodes vetores se localizam em &reas
pantanosas, onde ha alta prevaléncia da doenca.

Os tabanideos sdo os principais insetos implicados na transmissdao doVAIE; esses
insetos carreiam 0s virus em sua probdscide. As mutucas (ou butucas) sdo dipteros
pertencentes & familia Tabanidae. Além do VAIE também transmitem uma grande variedade
patdgenos, como Anaplasmamarginale, Tripanossomaevansiie T. vivax. (FOIL, 1989). As
fémeas possuem o habito da hematofagia pois ela é necessaria para a maturacdo de seus ovos
e adquirem o virus ao realizarem o repasto sanguineo em animais infectados; a transferéncia
do agente ocorre quando este é interrompido e imediatamente continuado em um segundo
animal (BOWMAN et al, 2006, RAVAZZOLO; COSTA, 2017).

A transmissdo pode ser vertical (intrauterina) e horizontal (por meio de fomites, leite,
sémen, e insetos hemat6fagos). No entanto, as formas de transmissdo de maior importancia
epidemioldgica sdo a transmissdo vetorial, através de insetos hemat6fagos e a iatrogénica, que
ocorre pela transfuséo de sangue contaminado ou uso de materiais contaminados (agulhas
descartaveis, instrumental cirdrgico, freios, esporas entre outros), 0 que promove a
transferéncia de sangue ou de produtos sanguineos de um animal infectado para outro sadio
(SELLON, 1993); sendo assim, o sangue de animais infectados se constitui a fonte de VAIE
mais importante para transmisséo a animais suscetiveis (SELLON; LONG, 2014).

Issel e Foil (2015) destacaram em um estudo a importancia epidemiolégica que tanto o
homem guanto os insetos hematdfagos possuem na transmissao da AIE. Apesar dos inimeros
esforcos em educacéo, é frequente a reutilizacdo de agulhas em varios animais, o que facilita a
disseminagdo da doenga no rebanho. Uma agulha de 22G (0,7 mm) pode transferir
aproximadamente 1000 nl de sangue retido apds uma coleta sanguinea. Em tabanideos a

quantidade de sangue retida em suas pecas bucais varia de 5 a 10 nl.
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Todos os membros da familia Equidae podem ser acometidos: cavalos e poOneis
(Equuscaballus), jumentos (E. asinus) e burros/bardotos (E. caballus X E. asinus),
independente da raca, idade e sexo, e 0s que sao infectados sdo incapazes de alcancar a cura,
se tornando animais portadores do virus por toda a vida (VAN DER KOLK; VELDHUIS
KROEZE, 2014).

3. Patogenia

Os tecidos-alvos do virus em infeccbes persistentes sdo celulas da linhagem de
mondcitos/macrdéfagos. A carga viral concentra-se principalmente no figado, pulméo, rim e
baco, mas niveis mais baixos também sdo detectados nos linfonodos, medula Gssea e
monacitos circulantes. A presenca e replicacdo viral nesses 6rgaos determinam as lesdes nos
tecidos e consequentes sinais clinicos, sendo observado em especial hepatomegalia e
esplenomegalia (CRAIGO; MONTELARO, 2008).

No entanto, o sinal mais marcante da doenca é a anemia, que ocorre tanto por
hemolise imunomediada (eritrofagocitose e hemdlise mediada pelo complemento), como pela
depressdo da medula dssea, intimamente ligada a replicacdo viral. Associada a isso esta a
tromobocitopenia, que é um sinal precoce da doenga que ocorre quase em todos 0s casos. Os
mecanismos pelos quais ela ocorre ndo foram bem elucidados, no entanto, fatores produzidos
pelos macrofagos infectados, como o TNF-o, TNF-p e IL-6 podem ter participacdo na
deplecéo plaquetéaria por inibicdo do crescimento dos megacariocitos (LEROUX et al., 2005;
CRAIGO; MONTELARO, 2008; RAVAZZOLO; COSTA, 2017).

Além de interferir no desenvolvimento das plaquetas, o Fator de Necrose Tumoral alfa
induz episodios febris ao desencadear a cascata de producdo do &cido araquidénico que leva a
origem da prostaglandina E2 (PGE2) e desregula a eritropoiese, sendo este mais um
mecanismo de formacdo da anemia (LEROUX; COOK, 2016).

4. Sinais clinicos
Os animais podem apresentar a doenca sob diferentes formas clinicas (aguda,
subaguda e crénica) sendo possivel a reversdo de uma forma a outra (THOMASSIAN, 2005).
Isso significa que um animal com uma infeccdo crénica, sem sinais aparentes, pode ter uma
recrudescéncia dos sintomas quando imunossuprimido,seja por estresse ou tratamento com
corticoides (CRAIGO et al, 2002). Os animais com infeccdo aguda exibem anemia,
hipertermia que cursa com a viremia, fraqueza e trombocitopenia.Este primeiro episodio febril

dura entre 3 e 5 dias, no qual o animal exibe alto titulo viral (SELLON, 1994).
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A segunda fase, ou fase crbnica é caracterizada por episodios multiplos e recorrentes
de febre e trombocitopenia (LEROUX; COOK, 2016). Além desses sinais, outras
manifestacdes clinicas podem ocorrer, como edema ventral, anorexia, emagrecimento,
esplenomegalia e hemorragias que levam a uma deterioracdo do estado do animal (LEROUX
et al., 2005).

Porém nem todos o0s animais apresentam sinais clinicos, geralmente a infeccéo pelo
VAIE resulta em casos de AIE subclinicos, inaparentes ou discretos; os animais sdo
assintomaticos, mas permanecem como portadores vitalicios do virus e possuem anticorpos
contra ele (MCVEY et al., 2017).

5. Achados anatomopatoldgicos

A necropsia podem ser observadas esplenomegalia e hepatomegaliadecorrente de
infiltrado linfocitario. Essa infiltracdo de linfocitos gera uma liseimunomediada das células
infectadas e consequente resposta inflamatéria, que é observada macroscopicamente por
lesbes hemorragicas e necrose nesses 0rgaos (CRAIGO; MONTELARO, 2008).Também
pode haver adenomegalia dos linfonodos abdominais; em casos crbnicos, é possivel a
ocorréncia de emaciacao (SPICKLER, 2009).

Quando ocorre, o edema é frequentemente encontrado nos membros e ao longo da
parede abdominal ventral. Petéquias e hemorragias foram reportadas em Grgaos internos,
como baco e rins, e também em outras visceras € mucosas. Animais cronicamente infectados
gue morrem entre episddios clinicos geralmente ndo possuem lesbes caracteristicas, mas em
alguns animais pode ser evidenciada uma glomerulonefrite ou lesGes oculares (SPICKLER,
2009).

6. Diagnostico

O Manual de testes diagndsticos padronizados e vacinas da OIE (2019) preconiza a
técnica de Imunodifusdo em Gel de Agar como confirmatéria da doenca, tendo uma relativa
sensibilidade e especificidade. Este teste detecta anticorpos produzidos em resposta a infeccéo
pelo VAIE. As reacOes especificas sdo indicadas através da formagdo de linhas de
precipitacdo entre o antigeno e o soro teste, e confirmados e pela identidade com a reacdo que
ocorre entre 0 antigeno e o soro padrdo positivo. Além do teste padrdo ouro outros testes
também sdo mencionados, como o ELISA, PCR, Isolamento viral e Imunoblot.

Na maioria dos paises o teste de IDGA é o teste padrdo ouro para determina¢do do

status sorolégico dos equideos para o VAIE, sendo recomendado pelo Ministério de
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Agricultura de vérios paises. No entanto,Leroux e Cook (2016)elencam algumas desvantagens
para o teste, principalmente a existéncia de resultados falso-negativos, gerada pela grande
guantidade de complexos antigeno-anticorpos necessaria para formacdo de linhas de
precipitacdo visiveis. Outro elemento é o fato de o IDGA ser um teste que necessite de uma
interpretacdo subjetiva d& a possibilidade de discrepancias de resultados entre diferentes
laboratérios. Além disso, por conta deste teste ser uma técnica soroldgica, existe o tempo
decorrido entre a exposicdo ao agente e o desenvolvimento de uma resposta humoral
detectavel, a chamada janela imunoldgica.

Issel e colaboradores (2013) afirmam que o ELISA é comprovadamente mais sensivel
que o IDGA, por ser capaz de detectar pequenas quantidades de proteina do nucleo viral (p26)
presentes no soro. Ndo obstante, eles indicam que o diagnostico da doenca realizado apenas
com a IDGA pode ndo detectar alguns animais positivos, gerando desafios para o diagnostico;
portanto eles sugerem que o diagnostico da AIE deva ser realizado em um “sistema de trés
camadas™: nesse método o ELISA ¢ realizado primeiro, seguido pela IDGA e por fim ¢
efetuado o Western Blotting quando os resultados dos dois primeiros forem divergentes.

Além das técnicas anteriores, a Reacdo em Cadeia da Polimerase esta sendo cada vez
mais considerada, pelo fato de evidenciar infeccGes ativas, o que reflete na sua aplicagcdo no
diagnédstico de rotina. Os avangos na producdo de novas técnicas baseadas na PCR se
constituem como vantagens para o diagnostico de retrovirus, pois atualmente existem testes
dirigidos tanto para 0 RNA viral como o DNA proviral (ISSEL et al., 2013).

7. Prevencdo e controle

A prevencédo da AIE deve ser baseada na identificagdo e intervencgéo diante dos fatores
de risco. Ao realizar um estudo dos fatores de risco associados a AIE, Chaves e colaboradores
(2014) elencaram uma série de elementos causais para a sua ocorréncia.Apesar dos esforcos
em educacdo, a transmissdo por meio da intervencdo humana permanece como sendo um dos
fatores predisponentes principais, sendo incriminada como rota principal de transmisséo em
diversos casos de surtos (ISSEL; FOIL, 2015).Ainda € frequente o habito de reutilizar agulhas
em VAarios animais, bem como o uso comum de apetrechos de montaria. A mudanca dessas
praticas se faz um método bastante eficiente de controle.

O combate aos insetos hematdfagos € uma meta dificil de ser alcancada,
principalmente em locais cujas condigdes climaticas favorecem a sua proliferacdo.No
entanto,alternativas podem ser aplicadas, como aumentar a distancia entre 0s animais e evitar

a aglomeracdo. Barros e Foil (2006) avaliaram a influéncia de barreiras espaciais no
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comportamento de deslocamento de Tabanideos de vérias espécies. Nenhum deles se
transferiu de um animal para outro quando estes estavam separados a 50m de distancia. Uma
margem de seguranca de 180m podeminimizar o potencial risco de transmissao
mecanicapelos insetos hematofagos (MEALEY, 2014).

Outro fator que pode ser mencionado € a desinformacéo dos proprietarios a respeito da
doenca. Ainda de acordo com Chaves (2014), uma parte considerdvel dos criadores ndo
conhecia a doenga, consequentemente ndo tinham preocupagdo em promover o saneamento da

area ou de sacrificar animais portadores, quando identificados positivos.

8. Legislacao

A Instrucdo Normativa n° 45 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) detalha as normas de prevencdo e controle da AIE. Nela esta descrito o processo da
eutandsia a qual os animais que sao diagnosticados com AIE devem ser submetidos (BRASIL,
2004). Isso traz grandes prejuizos aos proprietarios e produtores, pois além da perda dos
animais que sao eutanasiados toda a propriedade deve ser interditada até que a mesma seja
declarada como controlada, apos testes dois consecutivos com intervalo de tempo de 30 a 60
dias, sem a detecgédo de animais reagentes.

Os Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDA’s) sdo responsaveis pelo
diagndstico, mas outros laboratorios podem realizar o teste de IDGA, contanto que sejam
credenciados para a sua realizacdo (BRASIL, 2018). E necessario que seja atendida uma série
de critérios, desde o espaco fisico das instalacdes e equipamentos as normas de biosseguranca
exigidos.

Em 2008 foi publicada a IN n° 17 (BRASIL), que instituiu o Programa Nacional de
Sanidade Equidea (PNSE), visando fortalecer o setor agropecuério dos equideos. Esse
programa tem como objetivo prevenir, diagnosticar, controlar e erradicar essa e outras
doencas importantes que afetam a equideocultura, como o Mormo, através de atividades de
educacdo sanitaria, estudos epidemioldgicos, controle do transito de animais, cadastramento,
fiscalizacdo e certificacdo sanitéaria e intervencdo imediata quando da suspeita ou ocorréncia
de doenca de notificagdo obrigatoria.

O Decreto n° 5.741 de 2006 (BRASIL) instituiu o Sistema Unificado de Atencdo a
Sanidade Agropecuaria (SUASA), 6rgdo que atua em diferentes instancias, operando em
favor da sanidade agropecuaria (animal e vegetal), realizando para isso atividades de
vigilancia e defesa sanitaria, inspecdo de produtos de origem animal e vegetal e fiscalizagdo

dos insumos e servicos utilizados nas atividades agropecuarias. Neste decreto é atribuida a
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SUASA a fungdo da fiscalizagdo e controle do transito de animais, de acordo com as
obrigacdes de cada instancia.

Para ser realizado o movimento de animais, seja qual for a sua finalidade, é
obrigatério que os animais possuam a Guia de Transito Animal (GTA), que s6 pode ser
emitida por Médicos Veterinarios devidamente habilitados. Para que seja permitida a um
equideo a realizacdo de transito interestadual, ele obrigatoriamente deve ter resultado negativo
para a AIE, exame esse realizado em um laboratorio oficial ou credenciado. Esse exame tem
validade de 60 dias.

Concluséo

A AIE ¢é uma doenca de grande relevancia para a equideocultura, por isso a sua
divulgacdo para a comunidade com vistas a conscientizacdo dos seus impactos se faz de suma
importancia para efetivar acGes de prevencdo, controle e vigilancia epidemioldgica,
assegurando dessa forma a sanidade dos rebanhos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo do ESO possui grande importancia para o aluno, que através das
atividades propostas pode aliar a teoria a pratica, aplicando assim o0s saberes e conhecimento
técnico que foi adquirido durante a graduacdo. Pessoalmente, a oportunidade de vivenciar a
rotina em um laboratério de referéncia foi enriquecedora, e essencial para a aprendizagem e
execucao das técnicas diagnosticas mais utilizadas.

Com relacdo a AIE, vemos a importancia e o impacto que essa doenga causa na nossa
regido, se fazendo importante a prevencdo e o controle eficiente para assegurar a sanidade dos

rebanhos.
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