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RESUMO

Nove casos de encefalomielite equina foram estudados na llha de Marajo, estado do Para,
Brasil. Os animais apresentavam dificuldade em se manter em estacdo, andar em circulo,
acentuada depressao, palpebras cerradas, paralisia da lingua, tremores musculares, bruxismo,
anorexia e desidratacdo. Alguns apresentavam diminuicdo dos reflexos auricular, palpebral,
de ameaca, diminuicdo do ténus da lingua e taquicardia. Posicdo de auto-auscultacdo foi
observada com frequéncia. Os animais muitas vezes eram encontrados apoiados em troncos e
cercas para se manterem em estacdo. A necropsia verificou-se hemorragia das leptomeninges
e medula, alguns animais apresentaram ainda aderencia das leptomeninges. Na histopatologia
verificou-se encefalite difusa afetando principalmente a substancia cinzenta, com meningite e
coroidite. Foi observada presenca de manguitos perivasculares constituidos por células
inflamatdrias mononucleadas. Em dois animais identificou-se o Eastern equine encephalitis
virus por semi nested transcri¢do reversa reacdo de polimerase em cadeia (Semi-Nested RT-
PCR).

Palavras-chave: Encefalomielite equina Leste, Eastern equine encephalitis virus, Ilha de
Marajo.



ABSTRACT

Nine cases of equine encephalomyelitis were studied in the Marajé Island, State of Par3,
Brazil. The animals had difficulty in maintaining a station, walk in a circle, marked
depression, eyelids closed, tongue paralysis, muscle tremors, bruxism, anorexia and
dehydration. Some had their ear and eyelid reflexes diminished, decreased tongue tone and
tachycardia. Position of self-hearing was observed frequently. The animals were often found
leaning on tree trunks and fences to keep themselves on station. At necropsy, they showed
hemorrhage of the meninges and spinal cord, and some animals also showed adhesion of the
meninges. Histologically there was diffuse encephalitis affecting mainly the gray matter, with
meningitis and choroiditis. It was observed the presence of perivascular cuffs consisting of
mononuclear inflammatory cells. In two animals it was possible to identificate the Eastern
equine encephalitis virus by semi-nested reverse transcription polymerase chain reaction
(semi-nested RT-PCR).

Keywords: Eastern equine encephalitis, Eastern equine encephalitis virus, Marajé Island.
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1 INTRODUCAO

A encefalomielite equina Leste (EEL) € uma doenca viral causada pelo Eastern equine
encephalitis virus (EEEV), um RNA virus do género Alphavirus pertencente a familia
Togaviridae. A doenca manifesta-se com sintomatologia nervosa, sendo considerada uma
zoonose de alta letalidade (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 1996; THOMASSIAN, 1996;
BARROS, 2007).

O ciclo de transmissdo da EEL se apresenta com um ciclo basico silvestre (entre aves
silvestres), envolvendo a participagdo de mosquitos do género Culex e um segundo ciclo em
passaros locais, do qual participam mosquitos do género Aedes. O homem e 0 equino séo
hospedeiros acidentais e ndo contribuem para a manutencdo do virus, assim como suinos,
ovelhas, cdes e demais espécies nas quais o0 virus vem sendo identificado (ELVINGER et al.,
1994; BAUER et al., 2005; FARRAR et al., 2005; KOTAIT; BRANDAO:; CARRIERI, 2006).

Além do EEEV, tém sido isolados ou detectados sorologicamente o Western equine
encephalitis virus (WEEV) e o Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV). As doencas
causadas sdo denominadas respectivamente encefalite equina do Oeste (EEO) e encefalite
equina Venezuelana (EEV) e assim como a EEL, receberam essa denominacao de acordo com
a localizagéo de sua primeira identificagédo (BARRQOS, 2007).

No Brasil, isolamentos e identificacdo do EEEV em equinos, foram realizados por
Carneiro (1937), Lannette e Fox (1943), Nilsson e Sugay (1962), Kotait et al. (1992), Iversson
et al. (1993), Fernandez et al. (2000), Heinemann et al. (2006), Pimentel et al. (2009), Cunha
et al. (2009) e recentemente, Silva et al. (2011). Em relacdo a Amazénia Brasileira, o virus da
EEL foi isolado tanto a partir de aves silvestres como de mosquitos dos géneros Aedes, Culex
e Mansonia. No estado do Para levantamentos sorolégicos em equinos ja foram realizados,
comprovando a circulagcdo do agente (VASCONCELOS et al., 1991; HEINEMANN et al.,
2006; CASSEB, 2010).

A doenca tem grande importancia na satde publica, com relatos de complicacGes
neuroldgicas graves e ébitos em humanos (ALICE, 1956).

O objetivo do presente estudo foi descrever o quadro clinico-patolégico, bem como
identificar o agente viral em um surto de encefalomielite equina em equinos no municipio de

Cachoeira do Arari, llha de Maraj0, estado do Para.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ENCEFALOMIELITE EQUINA POR EEEV, WEEV E VEEV
2.1.1 Etiologia

Os EEEV, WEEV e VEEV sao virus RNA do género Alphavirus pertencentes a
familia Togaviridae, classificados no grupo dos Arbovirus, isto €, virus transmitidos por
artropodes (FLORES, 2007).

Assim como outros virus RNA, os Alphavirus apresentam uma alta taxa de mutacdes e
também estdo propensos a recombinacdes no genoma (FLORES, 2007). A sequéncia de
nucleotideos para WEEV revelou um organismo com 11.508 nucleotideos, com uma
concordancia de 84% de similaridade com o EEEV, revelando que o virus é uma mistura do
EEEV e um outro virus: o Sindbis (KECK, 2010; NANDALUR; URBAN, 2010). Os VEEV
epizodticos capazes de produzir altos niveis de viremia e infec¢do neuroldgica em equinos e
humanos surgem esporadicamente a partir de mutacGes no genoma dos virus enzodticos.
Essas mutacGes e recombinacdes possuem importancia na evolucdo desses virus e algumas
delas tem sido associadas com alteracGes de patogenicidade (FLORES, 2007).

2.1.2 Patogenia

Na infeccdo pelo EEEV, o ciclo basico desenvolve-se em aves silvestres e mosquitos.
Na EEO, o virus pode infectar aves domésticas e alguns mamiferos de pequeno porte,
incluindo esquilos, morcegos, coelhos e lebres (HARDY, 1987; CALISHER, 1994; UBICO;
MCLEAN, 1995; NALCA; FELLOWS; WHITEHOUSE, 2003), enquanto na EEV, 0s
hospedeiros naturais sdo roedores silvestres e acredita-se que em casos epizo6ticos, 0S
equinos atuem como amplificadores virais (FLORES, 2007).

Em geral, na patogenia dos EEEV, WEEV e VEEV, o0s mosquitos se alimentam de
sangue dos reservatorios naturais em periodo de viremia e o virus passa entdo por um periodo
de incubacdo extrinseca, onde se desenvolve no intestino dos vetores. Apds, 0s mosquitos
estdo aptos a infectar outras aves susceptiveis e demais espécies como equinos e humanos
(MUNIZ, 2007).

Apols a inoculagdo, o virus liga-se a receptores especificos de tecidos, sofre
endocitose, e comeca uma sintese de RNA dependente de RNA e proteinas. A multiplicacdo
ocorre nos locais proximos ao local de inoculagdo (nos musculos), e através da circulacdo
linfatica, os virus localizam-se nos linfonodos, produzindo uma viremia primaria. Replicam-
se em macrofagos e neutrofilos, sendo eliminados subsequentemente em pequenos nUmeros
(BERTONE, 2000).
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A partir do sangue, o virus pode invadir o sistema nervoso central (SNC) por
transporte passivo através do endotélio vascular, replicacdo nas células endoteliais, infeccdo
do plexo cordide e epéndima e/ou por transporte no interior de mondcitos e linfocitos. Célula
a célula, a propagacdo no SNC ocorre através de dendritos e axénios vizinhos (NANDALUR,;
URBAN, 2010). A penetracdo do virus no SNC néo ocorre em todos os casos e a infec¢do ndo
produz outros sinais alem de febre precedida de uma queda de temperatura, com duracdo de
trés a quatro dias, a ndo ser que ocorra envolvimento do SNC (REED et al., 2005).

O VEEV pode se multiplicar no trato respiratorio superior, pancreas e figado. A
replicacdo do virus ocorre comumente dentro dos tecidos olfativos sendo seguida por
propagacao centripeta ao longo das vias neurais. Especificamente, o VEEV é encontrado pela
primeira vez no cérebro nas estruturas do sistema olfativo, seguido pelas areas inervadas pelo
nervo trigémeo, depois se dissemina ao longo de feixes de fibras e circuitos conectados dentro
do cérebro, resultando em uma meningoencefalite difusa (CHARLES et al., 1995).

A patogenia da infeccdo causada pelos WEEV e EEEV é similar ao VEEV, porém
sem o envolvimento linforreticular e sistémico (figado, bago e sistema respiratorio). A doenca
causada pelo WEEYV ¢ geralmente mais branda do que a associada com o EEEV, mas algumas
cepas do WEEV podem ser mais virulentas. Nagata et al. (2006) sugerem que a variagdo na
infectividade pode ser atribuida a diversidade genética na estrutura de proteinas entre as
diferentes cepas.

Em células de vertebrados, a replicacdo é acompanhada por uma supressao a sintese de
macromoléculas celulares. Isso produz disturbios severos e irreversiveis na fisiologia, que
resultam inevitavelmente na morte celular. Em células de inseto, o brotamento e maturacdo
ocorrem em membranas internas e ndo na membrana plasmatica. Os virions recém-formados
sdo transportados no interior de vesiculas e liberados no meio extracelular por exocitose, sem
causar lise celular (CFSPH, 2011).

2.1.3 Epidemiologia
As principais caracteristicas epidemioldgicas dos EEEV, WEEV e VEEV estdo

descritas na Figura 1.
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Figura 1 - Caracteristicas epidemiologicas dos Eastern equine encephalitis virus (EEEV),
Western equine encephalitis virus (WEEV) e o Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV).

Virus Hospedeiros Espécies Doenca  Vetores Distribuicao
naturais afetadas
EEEV  Awves silvestres Equideos, aves Encefalite, Mosquitos EUA (costa leste, Golfo do MEéxico),
de areas domeésticas doenca (Culiseta América Central e Caribe, costa norte da
pantanosas. (faisoes, febril. melanura, América do Sul.
galinha, emas, Aedes
patos). sollicitans,
A. vexans).
WEEV  Aves silvestres, Equinos. Encefalite, Mosquitos Planicies centrais e ocidentais dos EUA e
pequenos roedores. doenca (Culex Canada.
febril. tarsalis).
VEEV  Roedores silvestres, Equideos. Encefalite, Mosquitos América Central,
equinos (virus doenca (Culex spp.). Norte e noroeste da
epizooticos). febril América do Sul.

Fonte: FLORES, 2007; SILVA, 2011.

Segundo Flores (2007), as infeccBes pelos EEEV e WEEV também possuem certa
delimitacdo geografica, que é determinada pelas interacbes do agente com seus vetores e
hospedeiros. Esses agentes, no entanto, tém sido também detectados fora de seus nichos
ecoldgicos originais, o que pode, eventualmente, caracterizar uma expansdo de sua
abrangéncia. A restricdo geografica de muitas dessas viroses pode possuir carater apenas
circunstancial e pode ser modificada ocasionalmente, acompanhando alteracdes ecoldgicas ou
epidemioldgicas.

Segundo Thomassian (1996), a doenga acomete 0s equideos independentemente de
sexo e idade. Manifesta-se principalmente nas épocas quentes e nos periodos chuvosos,
devido a grande proliferacdo de insetos. Os mosquitos ndo atuam simplesmente como vetores
mecanicos da doenca, 0 virus se mantém vivo e neles se multiplicam atingindo as glandulas
salivares, podendo ser transmitido pela picada. Mosquitos dos géneros Culex, Aedes,
Anopheles, Culiseta e Mansonia sdo vetores potenciais (FLORES, 2007).
2.1.3.1 Encefalomielite equina Leste (EEL)

A EEL foi a primeira a ser detectada em equinos da regido leste dos Estados Unidos,
em 1831. E a que apresenta maior letalidade em equinos e humanos, 80% a 90% e 65%,
respectivamente (ACHA; SZYFRES, 2003).

Os equinos e também criacbes de aves domésticas (faisbes e emas) tem sido

frequentemente afetados, além de animais de laboratorio, incluindo ratos, cobaias, hamsters e
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primatas ndo-humanos (HOLBROOK; GOWENB, 2008). Os EEEV s&o tradicionalmente
classificados em variantes antigénicos norte e sul-americanas com base em testes de inibigédo
da hemaglutinacdo (HI) (FLORES, 2007). A identificacdo da EEL no Brasil esta descrita na
Figura 2.

Em trabalhos realizados pelo Instituto Osvaldo Cruz, desde o ano de 1940 foram
encontrados equinos com reacdo positiva na prova de soroneutralizacdo para o EEEV no
Brasil (LANNETTE; FOX, 1943).

No estado de S&o Paulo foram realizados véarios isolamentos e identificagdo de virus
da EEL em equinos, com trabalhos, principalmente de Carneiro (1937), onde baseados em
dados clinicos e histopatoldgicos, verificou-se grande semelhanca entre um surto no Brasil e
outro que ocorreu nos Estados Unidos pelo EEEV. Estudos posteriores foram realizados por
Nilsson e Sugay (1962), e Kotait et al. (1992), em S& Paulo. Em estudo realizado
recentemente na regido sul do estado de Sdo Paulo, Cunha et al. (2009) detectaram anticorpos
contra o virus EEL (16%).

Em um levantamento soroldgico realizado no Pantanal Mato-grossense, Iversson et al.
(1993) detectaram anticorpos contra 0 EEEV em 6,7% das 432 amostras de soro de equinos
analisadas.

Em trabalho realizado no estado do Parana por Fernandez et al. (2000), a presenca de
sintomas de encefalomielite e de anticorpos para 0 EEEV nos soros dos cavalos, levou a
identificacdo deste como causador de encefalite em equinos nos anos de 1996 a 1999. O teste
de neutralizacdo revelou a presenca de anticorpos contra 0 EEEV em 12 amostras de 22
testadas, mas ndo se conseguiu isolar o agente.

Heinemann et al. (2006), no municipio de Uruara no estado do Para, obtiveram para o
EEEV uma alta prevaléncia tanto em relacdo ao numero de equideos soro reatores (27,37%),
como para as propriedades positivas (53,12%), demonstrando desta forma que os animais
estudados tiveram contato com o virus. Casseb (2010) encontraram em soros provenientes de
equinos da Ilha de Maraj0 uma prevaléncia de anticorpos no teste de inibicdo de
hemaglutinacdo para EEEV de 29,75%.

Silva et al. (2011) diagnosticaram surtos de EEL em Pernambuco, Ceara e Paraiba,
onde mais de 200 equideos foram afetados, isolando o agente nos trés estados.

A alta prevaléncia (25%) ao EEEV também foi encontrada em varios inquéritos soro-
epidemioldgicos realizados em humanos na regido amazbnica, mas sem a presen¢a de

manifestagdes clinicas compativeis com a EEL (DIXON et al., 1981).



17

Figura 2 - Distribuicdo da encefalite equina Leste no Brasil.

PARA
AMAZONAS
PERNAMBUCO
BAHIA

CEARA

MINAS GERAIS
MATO GROSSO DO SUL
RIO DE JANEIRO
SAOPAULO
PARANA
PARAIBA

Fonte: Adaptado de FERNANDES et al., 2000; WEAVER et al., 2004; HEINEMANN et al., 2006; CASSEB,
2010; SILVA et al., 2011.

2.1.3.2 Encefalomielite equina Oeste (EEQO)

O WEEV foi isolado em 1938, na regido oeste dos Estados Unidos. Ha identificacdo
de diversos subtipos, porém, sé o subtipo classico possui importancia epidemioldgica, cuja
distribuicdo estd demonstrada na Figura 3. Sua letalidade em equinos é de 20% a 30%,
podendo chegar a 50%. Em humanos é de 3% a 4% (ACHA; SZYFRES, 2003). No Brasil, 0
WEEYV ja foi isolado, em vetores, na Floresta da Tijuca, no Rio de Janeiro (BRUNO LOBO et
al., 1961) e no Par4, onde foi isolado pela primeira vez em 1964 do sangue de uma ave
silvestre no municipio de Oriximin4 (JONKERS et al., 1965).

Iversson et al. (1993) em trabalho realizado no pantanal matogrossense detectaram
1,2% de soros reatores para 0 WEEV. Em trabalho recente realizado por Pauvolid-Corréa et

al. (2010) no pantanal, a soroprevaléncia encontrada para 0 WEEV foi de 36,4%.
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Figura 3 - Distribuicdo da encefalite equina Oeste nas Américas.
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Fonte: Adaptado de GRIFFIN, 2001.

2.1.3.3 Encefalomielite equina Venezuelana (EEV)

O VEEV envolve geralmente casos acometendo humanos (WATTS et al., 1998). Sdo
classificados seis subtipos (I a V1), sendo que algumas variantes sdo chamadas de epizod6ticas
e outras de enzooticas. As do subtipo | sdo denominadas IAB, IC, ID, IE e IF e a do subtipo
Il sdo denominadas IIIA, B, 1HIC e IlID. Até alguns anos apenas duas variantes eram
consideradas epizooticas (IAB e IC) (WEAVER et al., 2004).

Os sorotipos enzodticos (I-E, I1, 11l e 1V) em geral sdo avirulentos para equinos e,
geralmente, produzem niveis baixos de viremia, sem produzir sinais clinicos. Alguns VEEV
enzodticos podem ser virulentos para humanos. Os sorotipos epizodticos (IAB e IC),
geralmente, produzem altos titulos de viremia em equinos e séo virulentos para essa espécie e
para humanos (FLORES, 2007). A cepa IE passou a ser associada a surtos em equinos e
humanos, demonstrando a alteracdo da viruléncia de uma cepa conhecida como avirulenta



19

para equinos em surtos que ocorreram no México, apresentando mortalidade de até 50% dos
animais (GONZALEZ-SALAZAR et al., 2003).

Casos vem sendo descritos na Argentina, Venezuela, Coldmbia e Brasil (AGUILAR
et al., 2004). Cunha et al. (2009), em trabalho realizado na regido sul do estado de S&o Paulo,
encontraram 2,26% dos animais testados com sorologia positiva para o VEEV. Pauvolid-
Corréa et al. (2010) encontraram no pantanal uma soroprevaléncia de 47,7% para o VEEV.

O primeiro caso humano com o VEEV no sangue foi encontrado na floresta do
Oriboca, estado do Pard, por Causey e Macedo (1958). Os testes soroldgicos, feitos com o
soro da fase aguda e pds-infecciosa deste paciente, mostraram a conversao de negativo para
positivo.

Isolamentos foram realizados em morcegos hematdéfagos (Desmodus rotundus) e em
morcegos frugivoros (Artibeus lituratus, Carollia perspicillata e Uroderma bilobatum) por
Sanmartin et al. (1967), Seymour; Dickerma e Martin (1978) e Calisher et al. (1982).

A Figura 4 apresenta a distribuicdo conhecida dos subtipos dos virus da

encefalomielite equina venezuelana.

Figura 4 - Distribuicio dos virus da encefalomielite equina venezuelana.
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Fonte: Adaptado de WEAVER et al., 2004.
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2.1.4 Sinais clinicos

Os EEEV e 0s VEEV epizoo6ticos sdo mais neuroinvasivos que os WEEV e os VEEV
enzodticos. Os sorotipos VEEV enzodticos (I-E, II, 111 e 1V) sdo avirulentos para equinos e,
geralmente, produzem niveis baixos de viremia, sem produzir sinais clinicos. Alguns VEEV
enzooticos podem ser virulentos para humanos, sendo que os sorotipos epizooticos (IAB e
IC), geralmente, produzem altos titulos de viremia e sdo virulentos para humanos (FLORES,
2007).

Em casos de infeccdo pelos WEEV e EEEV, o periodo de incubacdo é de
aproximadamente 10 dias, podendo variar de cinco a 14 dias. Enquanto que na infeccdo pelo
VEEV o periodo de incubagdo é menor, em torno de cinco dias (HOLBROOK; GOWENB,
2008; CFSPH, 2011).

Ap6s o periodo de incubacdo ha febre e depressdao que, usualmente, passam
despercebidas. Alguns animais podem curar-se neste periodo inicial de viremia e
desenvolverem imunidade ou o virus pode atingir o SNC, levando a sinais de alteracdo
nervosa. Quando esses ocorrem, a febre e a viremia ja desapareceram (BARROS, 2007).

Nos animais em que a doenga evolui, a febre cede em 24 a 48 horas, e 0s sinais
neuroldgicos incluem apatia, ranger de dentes, depressdo, ataxia, andar em circulos, andar a
esmo, pressao da cabeca contra objetos, hiperexitabilidade, paralisia, anorexia, cegueira e na
fase final, embotamento dos sentidos. Nessa fase, os cavalos apresentam cabeca baixa, orelhas
caidas, ptose labial e protrusdo da lingua (BARRQOS, 2007).

Cavalos com ataxia acentuada podem escorar-se contra paredes e cercas para manter-
se em peé e ocasionalmente, mantém-se em estacdo com 0os membros posteriores cruzados ou
mantém os anteriores abertos, outros ainda sentam-se sobre os posteriores. Hipersensibilidade
aos estimulos e movimentos musculares involuntarios podem ocorrer nas infecgdes por
WEEV e EEEV (CFSPH, 2011). O animal ndo se alimenta e nem bebe &gua devido a
impossibilidade de deglutir em consequéncia da paralisia dos nervos cranianos IX e X e
frequentemente mantém o capim ou feno parcialmente mastigado pendendo da boca. Podem
ocorrer contracbes musculares involuntarias na escapula e na face e erecéo peniana. Nas fases
finais, j& em decubito, ocorrem movimentos de pedalagem (THOMASSIAN, 1996).

Na EEV a progressdo da enfermidade sistémica para a morte, sem a ocorréncia de
manifestacdes neurologicas, € relativamente frequente. Nos animais que evoluem para a
infeccdo neuroldgica, os sinais especificos geralmente sdo observados de cinco a 10 dias apds

a infeccdo. Outros animais domésticos, como cdes, caprinos, ovinos e coelhos, também séo
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frequentemente afetados durante as epizootias e podem desenvolver doenca febril e encefalite
fatal (FLORES, 2007).

Em humanos, inicialmente ocorre febre, dores no corpo, vomitos e diarréia, sinais
semelhantes a outras arboviroses como a dengue, porém, h& o relato de complicacGes
neuroldgicas, mais comumente observadas em pessoas mais jovens podendo levar a morte,
dai a importancia da doenca em saude publica (ALICE, 1956; VILCARROMERO et al.,
2010).

2.1.5 Patologia

De modo geral, as lesdes macroscépicas sdo pouco comuns, mas podem ocorrer no
cérebro: hiperemia, edema, petéquias, necrose focal e edema das leptomeninges (CARLTON;
MCGAVIN, 1998; BARROS, 2007).

As lesdes microscépicas do SNC séo representadas por encefalite ndo purulenta
disseminada, que envolve principalmente a substancia cinzenta. As alteragbes sdo
particularmente acentuadas no cortex, no tdlamo e no hipotalamo. As lesdes medulares,
guando ocorrem, localizam-se de preferéncia nos cornos ventrais. Degeneracao neuronal com
destruicdo de células de Purkinge é marcante, principalmente na infeccdo pelo EEEV
(SANTOS, 1979).

H& numerosos polimorfonucleares nos infiltrados vasculares levando a vasculite
necrosante, tais neutréfilos ocorrem em pequenos aglomerados na propria substancia nervosa,
formando esbocos de abscessos. As meninges mostram frequentemente uma reagdo
inflamatoria, dai a doenca ser denominada também meningoencefalite equina (CARLTON;
MCGAVIN, 1998).

2.1.6 Diagnostico

Para realizacdo do diagndstico devem ser considerados os dados clinicos (alteraces
neuroldgicas), epidemioldgicos (espécies afetadas, ambiente, exposi¢do a mosquitos vetores,
historico da doenca na regido), seguidos dos exames laboratoriais (BARRQOS, 2007).

Dada a baixa resisténcia dos Alphavirus as alteracdes de temperatura e de pH, tem sido
importante o uso de técnicas de biologia molecular, como a Trancri¢do reversa da reacéo de
polimerase em cadeia (RT-PCR) e RT-Nested PCR (PISANO et al., 2009), com o objetivo de
identificar os virus causadores das encefalites equinas, mesmo em amostras nas quais ndo foi
possivel o isolamento viral em camundongos. Os resultados deste tipo de procedimento tém
sido promissores, uma vez que ja foram identificados e/ou sequenciados quatro isolados de
EEEV nos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo (BRANDAO et al., 2004; BRANDAO et al.,
2005).
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A técnica de imunofluorescéncia direta (IFD), com conjugados especificos para o
diagnostico das encefalites equinas, também fornece importante contribuicdo ao diagnostico
(KOTAIL et al., 2006).

No soro podem ser realizados os testes de soroneutralizacdo, inibicdo de
hemaglutinacdo (HI) ou fixacdo de complemento (FC) (SHOPE, 1963). A utilizacdo da
técnica de soroneutralizacdo em inquéritos sorologicos para deteccdo de anticorpos contra 0s
virus é comumente utilizada (HEINEMANN et al., 2006). A técnica de HI pode ser utilizada
tanto para a deteccdo de anticorpos antivirais como para a identificacdo de virus
hemaglutinantes. A técnica de HI é realizada, utilizando-se um anti-soro especifico contra o
virus suspeito para confirmar o diagnostico. A HI é uma técnica de facil execucdo, porém
apresenta falhas na deteccdo de pequenas quantidades de virus (FLORES, 2007).

Tecidos frescos, congelados ou incluidos em parafina podem ser utilizados para a
realizacdo de IFD, a qual se baseia na reacdo de anticorpos especificos com o antigeno
presente no material suspeito. Imunofluorescéncia indireta também pode ser realizada
(FLORES, 2007).

Aranguren et al. (2006) compararam as técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e
fixagdo do complemento (FC) para o diagndstico de EEV, utilizando cérebros de
camundongos lactentes inoculados com trés diferentes cepas de VEEV sem sinais
neuroldgicos. A IFI apresentou resultado superior na detec¢do de antigenos virais em animais
sem sinais clinicos, quando comparada com a prova de FC.

Imunohistoquimica (IHC) é uma prova eficiente que pode se realizada em material
fixado em formalina (WILLIAMS et al., 2000).

2.1.7 Diagnostico diferencial

Algumas doencas devem ser consideradas no diagnostico diferencial com EEL. A
raiva, a infeccdo em sua forma nervosa por Herpesvirus Equino tipo 1 (EHV-1), a
leucoencefalomalécia e a encefalopatia hepatica seriam as principais.
2.1.7.1 Raiva

A raiva estd distribuida em quase todo o mundo, afetando diversas espécies,
apresentando 100% de letalidade. O periodo de incubagdo varia de duas semanas a VAarios
meses e em equinos a morte ocorre geralmente em quatro a seis dias (ACHA; SZYFRES,
1986). Os sinais clinicos podem ser variados, mas sdo comumente observados sinais
caracteristicos de lesbes no tronco encefalico e medula, com diminuicdo ou auséncia de

sensibilidade ao teste do anus, da cauda e do reflexo flexor dos membros com graus variaveis
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de paresia e paralisia, principalmente dos membros pélvicos, seguidas de decubito
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

Uma das lesbes mais caracteristicas da raiva € a presenca dos corpusculos de Negri na
histologia (PIMENTEL et al., 2009). O diagndstico deve ser feito por IFD seguida por IIC e
por fim o exame histopatologico (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).
2.1.7.2 Herpesvirus Equino tipo 1

Cavalos de todas as idades sdo suscetiveis a doenca neurologica pelo EHV-1. Alguns
casos clinicos isolados podem ocorrer, ou a doenga pode afetar muitos animais dentro do
grupo. Surtos de EHV-1 geralmente estdo associados com a ocorréncia prévia de doenca
respiratoria ou aborto. Os sinais clinicos, geralmente, tém rapido inicio, com severidade
méaxima ocorrendo dentro de 48 horas apos as alteracBes neuroldgicas iniciais. Os cavalos
mostram andar cambaleante, debilidade e incoordenagdo, que se inicia nos membros
posteriores (TIMONEY, 1992). Alguns animais podem sobreviver (RUDI, 2007).

No exame histol6gico, focos de necrose podem ser encontrados no figado, pulmao,
baco e centros germinativos dos linfonodos. Ocorre meningoencefalite difusa severa, com
marcada infiltracdo perivascular de células mononucleares e areas de malécia. Inclusées virais
podem ser observadas nos focos de necrose através de histopatologia (RUDI, 2007).
2.1.7.3 Leucoencefalomalécia

A leucoencefalomalacia possui epidemiologia caracteristica. Os surtos ocorrem em
animais ingerindo alimentos mofados como milho moido, milho em espigas, roldo e racGes
contendo milho (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

A evolucdo € aguda, com morte apos poucas horas do inicio dos sinais clinicos. Os
sinais clinicos incluem alteracdes neurologicas, mas sem a presenca de febre, e muitos
equinos séo encontrados mortos sem observagéo de sinais. As lesdes ndo regridem e a doenca
apresenta alta letalidade (KELLERMAN et al., 1990).

As lesdes macroscopicas consistem em areas de malédcia na substancia branca do
cérebro (KELLERMAN et al., 1990; FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).
2.1.7.4 Encefalopatia hepética

A encefalopatia hepatica é caracterizada por alteracdes nervosas cerebrais causadas
por uma lesdo primaria do figado, devido, na maioria das vezes, a ingestdo de plantas
hepatotdxicas que causam cirrose ou necrose aguda de hepatécitos (FERNANDES; RIET-
CORREA, 2007).

A doenca tem sido observada pelo consumo de plantas dos géneros Crotalaria,

Senecio e Cestrum. A ingestao dessas plantas provoca uma lesdo hepatica progressiva, com 0s
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sinais clinicos e as mortes ocorrendo em um periodo prolongado de tempo, mesmo Varios
meses apos a ingestdo da planta e mortes esporadicas sdo observadas durante todo o ano
(NOBRE et al., 2004). O principio ativo dessas plantas sdo alcalbides pirrolizidinicos, que sdo
hepatotoxicos e produzem cirrose hepética (PIMENTEL et al., 2009).

Os sinais clinicos observados caracterizam-se por apatia, perda de peso, anorexia,
ictericia, diarréia, sonoléncia, bocejos, incoordenacéo, dismetria, tremores musculares, andar
em circulo ou a esmo, batendo em objetos, pressdo da cabeca contra obstaculos, fortes
contragdes musculares e gemidos de dor. Outros sinais incluem fotodermatite, opacidade da
cérnea e edema no prepucio e regido ventral do abdémen. O curso clinico pode variar de trés
a 60 dias (PIMENTEL et al., 2009).

O figado pode apresentar acentuacdo do padrdo lobular, conferindo ao 6rgdo um
aspecto de noz-moscada. As lesdes histoldgicas do figado consistem em megalocitose, fibrose
difusa e proliferacdo de células epiteliais dos ductos biliares. Observam-se também,
degeneracdo e necrose de hepatocitos, extensas areas de fibrose no paréngquima com auséncia
de hepatdcitos e infiltracdo de células inflamatorias. No sistema nervoso central observam-se
lesbes de encefalopatia hepatica caracterizadas por microcavitagdes localizadas na substancia
branca, no limite entre esta e a substancia cinzenta, e as vezes na substancia cinzenta. Lesdes
pulmonares podem ocorrer (NOBRE et al., 2004; PIMENTEL et al., 2009).

O diagnostico é realizado pelos dados epidemioldgicos, sinais clinicos e lesdes
macroscopicas, sendo confirmado pelo estudo das lesGes histoldgicas do figado, caracteristico
da intoxicacao por alcal6ides pirrolizidinicos. O aumento das enzimas hepaticas contribui no
diagnostico (NOBRE et al., 2004).

2.1.8 Importéancia das encefalites por Alphavirus em satde publica

O primeiro foco detectado de EEL em equinos que ocorreu nos Estados Unidos foi o
maior que ocorreu em humanos, com 38 casos. E a que apresenta maior letalidade em
humanos de aproximadamente 65% (ACHA; SZYFRES, 2003).

E frequente um curso bifasico, ou seja, a febre, a dor de cabeca e o vomito persistem
por dois dias, hd uma aparente recuperacdo e depois uma subita e fulminante encefalite. Em
sobreviventes desta encefalite é frequente, também, o aparecimento de sequelas como o
retardo mental, convulsdes e paralisia. O homem atua como hospedeiro acidental e néo
contribui para a manutencéo dos virus (KOTAIT; BRANDAO e CARRIERI, 2006).

Foram identificadas por Causey e Macedo (1958) em seu trabalho realizado as
margens do rio Guama4, nas proximidades de Belém-PA, cinco infecgdes naturais por VEEV

encontradas no homem, das quais, quatro, foram de aspecto benigno e o ultimo caso que
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mostrou sintomatologia mais grave tinha tido uma infeccao respiratdria severa na semana que
precedeu a infeccdo pelo VEEV.
2.1.9 A llha de Marajé

A llha de Marajé, no estado do Pard, é uma ilha de 49.000 Km? de &rea (Figura 4), dos
quais 50% é constituido de floresta equatorial e o restante de campos naturais onde, alias, vive
o maior rebanho de bdfalos do Brasil e um enorme rebanho de gado bovino e equino. E
considerada a maior ilha fluvial do mundo, cercada por centenas de outras ilhas menores que,
no conjunto, formam o arquipélago que leva o seu nome e que esté situado no delta-estuério
do rio Amazonas (CARDOSO; PEREIRA, 2002).

Os campos naturais predominantes na regido podem ser sazonalmente inundaveis ou
campos de terra-firme, conhecidos localmente como tesos, e que apresentam vegetacdo de
savana. As formacGes florestais incluem as florestas de varzea (predominantes), as florestas
de igapé e as florestas ombrofilas densas de terras baixas (matas de terra firme). A vegetacdo
com influéncia marinha inclui os manguezais e extensas praias e restingas (VALENTE et al.,
2011).

De acordo com Cardoso e Pereira (2002), o clima da ilha segundo a classificagéo de -
Kdppen é a do tipo tropical chuvoso Ami, com precipitacdo média anual de 2500 mm,
temperatura média de 27°C, umidade relativa de 85% com pluviosidade distribuida em dois
periodos distintos: um de maxima de janeiro a junho e outro de minima de setembro a
novembro. A maior intensidade das chuvas, no entanto, acontece de fevereiro a maio e €
tamanha que dois tercos de Maraj6 ficam completamente alagados.

2.1.10 Reservatorios naturais (Aves silvestres)

Aves migratorias sao reservatorios naturais de virus de importantes enfermidades, fato
que causa preocupacdes nas autoridades e populacdo dos paises que estdo ao longo de suas
rotas, pois sugere um risco de transporte de doencas para regides ndo-infectadas. Os locais de
concentracdo de aves migratdrias sdo importantes no contexto de vigilancia epidemiolégica
dos paises (Figura 5). Desta forma, é fundamental a realizagdo do monitoramento das areas
onde elas se concentram, para a deteccdo de possiveis portas de entrada de diversos virus no
pais e a prevencdo da disseminacdo desses agentes e da ocorréncia de epidemias (CEMAYV,
2008).
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Figura 5 - Rotas migratorias das aves migratdrias setentrionais.
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Fonte: IBAMA/CEMAVE, 2008.

A Amazonia e zona costeira da regido norte e nordeste sdo locais com muitos registros
de espécies migratorias do hemisfério norte. Essas aves chegam no pais entre agosto e outubro
e retornam para suas areas de reproducdo entre marco e maio (CEMAYV, 2008). Morrison e
Ross (1989) indicaram o arquipélago de Marajé como moderadamente importante para varias
espécies de aves migratdrias nearticas, pelo menos como ponto de parada. O Ministério da
agricultura Pecuédria e Abastecimento (MAPA) inclui a Ilha de Marajéo em suas areas de

monitoramento periddico para aves silvestres (Figura 6).
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Figura 6 - Sitios de aves migratdrias a serem monitorados periodicamente na Ilha de Marajé.

UF MUNICIPIOS E REGIOES SITIO CRITERIOS
PA Breves, Séo Sebastido da Boa Vista Ilha de Marajé 1;2
PA Vigia e Sdo Caetano de Odivelas Baia de Marajé 1;2

Critério 1 - Areas de concentracdo de Anseriformes silvestres e ou domésticos na proximidade de areas (midas
(alagadicas), com concentracdo de populacdo humana e com criacdo de aves (comercial e de subsisténcia).
Critério 2 - Areas de concentracio e ou reproducdo de aves migratorias aquaticas (Anseriformes e
Charadriiformes), em areas continentais ou em até 30 km da costa, sem informacédo epidemioldgica, associadas a
concentragdo de populacdo humana e criagdo de aves (comercial e de subsisténcia).

Fonte: MAPA, 2006.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Cachoeira do Arari, Ilha de Marajd, estado do
Para, entre 0os meses de junho a setembro de 2009. A localizagdo da llha de Marajé e do
municipio de Cachoeira do Arari podem ser observados na Figura 7.

Figura 7 - Mapa do Brasil mostrando a localizacdo da llha de Marajé e do Municipio de

Cachoeira do Arari.
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Fonte: Adaptado de Paratur (2011).

3.2 ANIMAIS

Foram acompanhados clinicamente oito animais e realizada a necropsia de um animal,
gue segundo o proprietario apresentava sintomatologia nervosa, este Gltimo, foi encontrado
morto.
3.3 VISITAS TECNICAS

Foram visitadas sete propriedades rurais com o objetivo de identificar equinos
acometidos pela enfermidade, sendo realizado o exame clinico completo dos animais com
énfase no sistema nervoso.
3.4 EXAMES ANATOMO-PATOLOGICOS
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Foram necropsiados quatro animais (01, 03, 05 e 06) que apresentaram sinais clinicos
da enfermidade. Fragmentos de diversos orgaos foram coletados e fixados em formol a 10% e
processados rotineiramente para exame histopatologico, incluidos em parafina, cortados a
Sum de espessura, corados pela hematoxilina-eosina (HE) e analisados sob microscopia
Optica de luz, no Setor de Anatomia Patoldgica do Projeto Sanidade Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.5 IDENTIFICACAO VIRAL

Foram coletados de trés animais (03, 05, 06) fragmentos de diversas regides do
sistema nervoso central (cérebro, cerebelo, tronco encefalico e medula), acondicionados em
tubos de polietilenos (tipo ependorff) e refrigerados.

O material refrigerado foi remetido a Secdo de Diagnostico do Instituto Pasteur em
Sao Paulo, onde foi realizado o teste de IFD e IIC para realizacdo de diagnostico diferencial
de raiva. Para o diagndstico dos agentes causadores das encefalomielites equina, 0s
fragmentos de cérebro foram submetidos a RT-PCR e, posteriormente, 8 NESTED-PCR.

A extracdo de RNA foi realizada pelo método do Trizol® segundo orientacdes do
fabricante, a partir do SNC dos equinos. A extracdo foi realizada de um pool de tronco
encefalico e cerebelo e em trés de medula cervical, hipocampo e cortex frontal. Como
controle positivo foi utilizado uma amostra de virus fixo de encefalite equina do oeste
(WEEV), cedido pelo Instituto Evandro Chagas (IEC) e mantido em camundongos albinos
suicos. Como controle negativo foi utilizada agua ultra pura livre de DNAse e RNAse. Os
controles positivo e negativo, juntamente com as amostras de SNC foram submetidas a
técnica de Semi-Nested RT-PCR dirigida para a amplificacdo de um fragmento de 310 pares
de base (nucleotideos 283 a 592) da proteina ndo estrutural 1 (NSP1) do género Alphavirus,
segundo protocolo descrito por Pfeffer et al. (1997).

Na reacdo de Semi-Nested PCR foi utilizado um controle negativo para as amostras
testadas, visando um maior controle sobre possiveis contaminagfes da reacdo. Os primers
utilizados na Semi-Nested RT-PCR encontram-se descritos na Figura 8. O fragmento de 310
pb resultante da Semi-Nested RT-PCR foi purificado a partir de géis de agarose a 1%, com o
Kit QIAquick® Gel Extraction Kit, de acordo com instru¢des do fabricante e quantificados
com Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) em gel de agarose a 2%, segundo instrucGes do

fabricante.



Figura 8 - Descricdo dos primers usados no Semi-Nested RT-PCR.
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Primer  Sentido Utilizado Sequéncia Posigao no
Genoma
5’AGAGCDTTTTCGCAYS .
Al Sense RT-PCR TRGCHW 3’ nucleotide 159-180
RT- 5’ACATRAANKGNGTNG
A2 Antisense  PCR/Semi- TRTICRAANCCDAYCC 3° nucleotide 563-592
Nested PCR
Semi-Nested 5’TGYCCNVTGMDNWSY .
A3 Sense PCR VCNGARGAYCC 3° nucleotide 283-308

Fonte: Trabalho de campo, 2009.

Para cada reacdo de sequenciamento de DNA foram utilizados entre 2,5 a 10 ng de

DNA. Os fragmentos de DNA foram submetidos ao sequenciamento bidirecional de DNA,

com os primers A2 e A3 em reacOes separadas, utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

A purificacdo da reacdo de sequenciamento foi realizada por Sephadex™ G-50 (GE

healthcare Bio-sciences), em placas com filtro Multiscreen HV com 96 orificios. Apds a

purificacdo, as sequencias foram geradas em analisador genético automéatico ABI-3130

(Applied Biosystems™).

A confirmacdo do sequenciamento e determinacdo da espécie viral foi realizada
através do aplicativo BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Foi realizada a

identificacdo do virus pelo Semi-Nested RT-PCR em dois animais (05 e 06).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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4 RESULTADOS
4.1 EPIDEMIOLOGIA

Ha alguns anos os proprietarios de fazendas na llha de Marajo, relatam a ocorréncia de
mortes de equinos apresentando sinais clinicos neuroldgicos na época das chuvas, que
compreende 0s meses de janeiro a junho. Durante uma visita técnica a uma destas
propriedades, localizada no municipio de Cachoeira do Arari, foi observado um equino,
macho, da raca marajoara e idade aproximada de dois anos, em decuUbito lateral, apresentando
extrema dificuldade de se colocar e manter em estacéo, sofrendo varias quedas durante essas
tentativas, apatia, anorexia e diminuigdo do reflexo lingual, vindo a 6bito cinco dias ap6s o
inicio dos sinais clinicos.

A suspeita clinica era de raiva, porém, 0s capatazes relataram a recuperacdo de
animais apresentando sinais semelhantes, além de sinais mais brandos e véarios animais de
propriedades vizinhas estavam apresentando o0 mesmo problema, sendo a doenca
popularmente conhecida na regido como “mormo de roda”, ja que os vaqueiros encontravam
0s animais andando em circulo nos campos naturais da regido. Surtos nos meses de abril,
maio e junho de 2009 levou a organizacao de visitas técnicas para estudo dos casos.

Foram estudados nove animais em sete propriedades. Os animais acometidos eram de
ambos 0s sexos e de idades variando de seis meses a 11 anos, sendo oito da raca Marajoara e
um da raca Puruca.

Dados epidemioldgicos de morbidade foram de dificil obtencdo devido a falta de
confiabilidade nas informacGes prestadas, além da caracteristica da Ilha de Marajé em que
animais de varias propriedades sdo criados extensivamente e vivendo juntos pela auséncia de
cercas nas propriedades. Dos nove animais estudados, quatro recuperaram-se.

4.2 SINAIS CLINICOS
A Figura 9 apresenta os animais atendidos, a situagdo em que se encontravam durante

o atendimento e o desfecho de cada caso.



32

Figura 9 - Animais atendidos com sinais clinicos de encefalomielite equina nos meses de
maio e junho no municipio de Cahoeira do Arari, Ilha de Marajo.

Situacéo no dia do

Propriedade Animal Sexo Idade Raca . Desfecho
atendimento
A 01 15 Marajoara Com sinais clinicos Eutanasmdq para
anos leves necropsia
B 02 M  2anos Marajoara Com sinais clinicos Morreu,_nao
graves necropsiado
C 03 = 6 Marajoara Com sinais clinicos Eutana5|ado_ para
meses graves necropsia
D 04 M  5anos Marajoara Com sinais clinicos Recuperou
graves
E 05 F 5anos Marajoara Em fas; terminal da Eutana3|adq para
oenca necropsia
F 06 F 4anos Marajoara Morto Necropsiado
F 07 M aiis Puruca Em recuperacao Recuperado
F 08 M  3anos Marajoara  Em recuperacdo Recuperado
G 09 F 3anos Marajoara  Em recuperagédo Recuperado

Fonte: Trabalho de campo, 2009.

O Animal 01 encontrava-se na fase inicial da enfermidade. Os sinais clinicos
observados foram anorexia, hipermetria, dificuldade de locomocgéo, andar em circulo e
escoriacdes de pele na regido da cabeca.

Os Animais 02, 03 e 04 apresentavam quadro clinico considerado grave. O Animal 02
encontrava-se em decubito lateral, apresentando extrema dificuldade de colocar-se e manter-
se em estacdo, sofrendo véarias quedas. Observou-se também, ataxia, apatia, anorexia e
diminuig&o do reflexo lingual, vindo a 6bito cinco dias apds o inicio dos sintomas.

No Animal 03, os sinais clinicos observados consistiam em acentuada depressdo,
dificuldade em manter-se em estacdo, permanecendo longos periodos parados no mesmo
lugar (Figura 10) ou em decubito, &s vezes, com 0os membros abduzidos, as vezes com 0s
membros cruzados e quando na tentativa de se locomover andava em circulo. Foi observada

ainda, cabeca baixa, levemente rotacionada para direita, palpebras cerradas, paralisia da
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lingua (Figura 11), tremores musculares, ranger de dentes, anorexia, desidratacdo e fezes
ressecadas.

O Animal 04 foi encontrado em estacdo com 0 corpo apoiado em uma palmeira
(Figura 12). No exame clinico evidenciou-se que o animal arrastava as ping¢as dos membros
posteriores, quando em locomocgdo. Observou-se ainda sonoléncia, incapacidade de comer e
beber agua, e permanecendo por algum tempo com a cabeca baixa. Apresentava o tonus da
lingua diminuido, auséncia dos reflexos palatal e de degluticdo, assim como diminuicdo da
acuidade visual, demonstrada pela auséncia dos reflexos de ameaga e por ndo desviar de
obstaculos, quando eram conduzidos a estes. Ap0s oito dias, o animal iniciou um quadro de
recuperacdo, passando gradativamente a beber e a se alimentar.

O Animal 05, em fase terminal da doenca, foi encontrado em decubito esternal, com a
cabeca voltada para o flanco e apoiada no solo (Figura 13). Apresentava ainda incapacidade
de se colocar em estacdo, paralisia da lingua e dificuldade respiratéria.

O Animal 06 foi encontrado morto. Segundo dados obtidos pelo proprietario, 0 mesmo
tinha apresentado andar em circulo ha dois dias e no dia anterior havia caido sem conseguir
colocar-se em estacéo.

Os Equinos 07, 08 e 09, que se encontravam em recuperacdo, apresentavam estado
nutricional ruim, leve incoordenacdo, diminuicdo do reflexo lingual e feridas nos bordos

laterais da lingua, indicando falta de controle da mesma durante a mastigacéao.
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Figura 10 - Animal 3, equino, fémea, com seis meses de idade, apresentando apatia, cabeca
baixa e abducao dos membros.

Fonte: Trabalho de campo, 20009.

Figura 11 - Animal da figura anterior com diminuigdo do ténus da lingua.

Fonte: Trabalho de campo, 2009.
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Figura 12 - Animal 4, equino, macho, com cinco anos de idade, apresentando apatia, cabeca
baixa e corpo apoiado em uma palmeira.

Fonte: Trabalho de campo, 2009.

Figura 13 - Animal 5, equino, fémea, cinco anos de idade, com a cabeca voltada para o flanco
(em posicéao de auto-auscultagéo).

Fonte: Trabalho de campo, 2009.
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4.3 ACHADOS DE NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

As alteracbes macroscopicas observadas durante a necropsia consistiam de hemorragia
das leptomeninges e medula e aderéncia das leptomeninges (Animal 3 e 5). A histopatologia
verificou-se encefalite difusa afetando principalmente a substancia cinzenta, com meningite e
coroidite (Animal 5). Foi observada presenca de manguitos perivasculares constituidos por
células inflamatorias mononucleadas (Figura 14). N&o foram observadas alteractes

macroscopicas nos 0rgdos abdominais e toracicos.

Figura 14 - Perivasculite mononuclear em encéfalo de equino no estado do Para. HE. Obj.
16X.
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4.4 DIAGNOSTICO
Dos fragmentos do SNC dos animais 03, 05 e 06 enviados para o Instituto Pasteur em
Sdo Paulo, dois animais (05 e 06) tiveram resultado positivo para o Eastern equine

encephalitis virus e todos foram negativos para o virus rabico, apos os exames de IFD e IIC.
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5 DISCUSSAO
5.1 EPIDEMIOLOGIA

A llha de Marajo permanece alagada parte do ano, a 4gua é mantida represada no
campo, propiciando a proliferagdo dos mosquitos e de todo um ciclo (BRASIL, 2007). O
surto ocorreu nos meses chuvosos, dados semelhantes aos descritos por Pimentel et al. (2009),
no qual cerca de 60 animais morreram em um surto ocorrido nos municipios de Parnamerim e
Exd, em Pernambuco, no més de junho de 2008, também periodo chuvoso naquela regido.
Nos estados do Ceara, Pernambuco e Bahia, Silva et al. (2011) encontraram uma forte relacéo
entre 0 aumento do indice pluviométrico (o0 maior em 15 anos) com o surgimento de casos de
EEL em 2009. Segundo Barros (2007), a atividade dos mosquitos vetores, que transmitem a
doenca, depende de condicBes climaticas, como calor e umidade. Por isso, a manifestacdo
clinica da enfermidade em equinos ocorre de forma sazonal, durante a época das chuvas nas
regides tropicais.

Fernandés et al. (2000) ressaltam em seu estudo no Parana que, o Brasil faz parte do
roteiro migratério de aves silvestres, residentes e migratdrias, em especial a regido amazonica,
que pode constituir reservatorios naturais de virus causadores de encefalomielites. O MAPA
inclui alguns municipios da llha de Marajo como sitios de aves migratrias a serem
monitorados periodicamente, por possuirem areas de concentracdo de aves silvestres migratorias,
entendendo esse fator como ponto importante na epidemiologia de doencas onde essas aves atuam
como reservatorios naturais de agentes infecciosos.

Silva et al. (2011) relatam o acometimento de animais com idade entre seis meses e
16 anos, de ambos 0s sexos, incluindo uma mula e um jumento, no que concorda Thomassian
(1996), o qual afirma que a doenga acomete 0s equideos, independentemente de sexo e idade.
Ja Barros (2007), afirma que cavalos jovens sdo mais susceptiveis. No presente trabalho
foram acometidos animais de seis meses a 11 anos de idade e de ambos 0s sexos.

Dos nove animais estudados neste trabalho, quatro se recuperaram. Silva et al. (2011)
encontraram diferentes taxas de morbidade e letalidade entre duas variantes de EEEV. Uma
morbidade de 61% (61/100) e uma letalidade de 98,36% (60/61) em um surto estudado no
estado de Pernambuco, enquanto que, em outro surto um ano depois (2009), nos estados da
Paraiba e do Ceara, a morbidade encontrada foi de 17,5%, e a letalidade de 64,8%, mostrando
que alguns animais podem se recuperar de acordo com a viruléncia do agente.

5.2 SINAIS CLINICOS
Os sinais clinicos foram os mesmos verificados por Pimentel et al. (2009) e Silva et al.

(2011), andar a esmo e cambaleante, cegueira, salivacdo, ranger de dentes, pressdo da cabeca
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contra objetos, quedas, movimentos de pedalagem, andar em circulo e decubito seguido de
morte em cerca de trés dias, alteracdes essas que segundo Borges (2004), estdo associadas a
lesGes cerebrais.

Os sinais clinicos como, dificuldade de se alimentar e beber, diminuic&o dos reflexos
palpebral, palatal e de degluticho observados nos animais do presente estudo, estdo
relacionados com alteracfes dos nevos cranianos, cujos nucleos estdo localizados no tronco
encefalico (THOMASSIAN, 1996; BORGES, 2004).

5.3 ACHADOS DE NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

No presente trabalho ndo foram encontradas alteraces em Orgdos da cavidade
abdominal ou toracica. Pimentel et al. (2009) e Silva et al. (2011), também ndo relatam
alteracdes nesses drgdos em surtos de EEL.

As lesdes como hemorragia das leptomeninges e medula e aderéncia das
leptomeninges encontradas no presente trabalho foram semelhantes as descritas por Silva et
al. (2011), que descrevem ainda maldcia, principalmente no cortex occipital. Ja Pimentel et al.
(2009) nao observaram alteracGes macroscopicas no SNC nos animais estudados.

A encefalite difusa afetando principalmente a substancia cinzenta do cérebro, com
meningite e coroidite encontrada no exame histopatolégico foi semelhante a encontrada por
outros autores em surtos de EEL no Brasil (PIMENTEL et al., 2009; SILVA, 2011). Filho
(2007) relata também a presenca de manguitos perivasculares constituidos por células
inflamatérias mononucleadas. Na infeccdo pelo EEEV, Santos (1979) descreve a presenca de
numerosos polimorfonucleares nos infiltrados vasculares. As meninges mostram
frequentemente uma racdo inflamatéria, dai a doenca a ser denominada também
meningoencefalite equina.

5.4 DIAGNOSTICO

Kotail, Branddo e Carrieri (2006), relatam a baixa resisténcia dos Alphavirus as
alteracdes de temperatura e de pH.

A técnica semi nested RT PCR vem sendo utilizada para identificacdo dos Alphavirus
tanto em mosquitos, passaros como em equinos (MONROY; SCOTT; WEBB, 1996; SILVA
etal., 2011).

Pfeffer et al. (2007) indicam que a semi-nested RT-PCR pode ser aplicada como uma
alternativa altamente sensivel para o isolamento do virus na triagem rapida e diagnostico de
infeccOes de alfavirus, incluindo diagnostico post-mortem.

Silva et al. (2011) encontraram 100% dos animais testados positivos na técnica semi
nested RT PCR. No presente trabalho foi utilizada, identificando o agente em dois dos trés
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animais testados. Esse resultado pode ser explicado por provavel auséncia do agente nos
fragmentos do SNC coletados, j& que o animal com resultado negativo para Alphavirus
apresentava toda a sintomatologia caracteristica da doenca, apresentando ainda resultado
negativo para raiva e descartadas as demais doengas inclusas no diagnostico diferencial.

5.5 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

As principais doencas a serem consideradas no diagnostico diferencial com EEL séo a
raiva, a infeccdo por EHV-1, a leucoencefalomalacia e a encefalopatia hepatica
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

A raiva afeta diversas espécies de mamiferos. A letalidade é de 100% (ACHA;
SZYFRES, 1986), enquanto que na EEL, a recuperacdo de alguns animais é frequente,
inclusive sendo apresentada pela maioria dos animais do presente estudo (5/9). Foram
realizados exames de IFD com resultado negativo para raiva.

Na infecgdo por EHV-1 casos clinicos isolados ocorrem com frequéncia, enquanto
infeccbes pelo EEEV sédo relatadas quase sempre em surtos como verificado no presente
estudo e relatados por alguns autores (PIMENTEL et al., 2009; SILVA et al., 2011).
AlteracGes respiratorias ou abortos ndo foram apresentados pelos animais estudados, ja nas
infec¢Oes por EHV-1, esses sinais séo relatados antecedendo o quadro de alteragdes nervosas
(TIMONEY, 1992). A infeccdo por EHV-1 apresenta uma alta taxa de letalidade, enquanto
gue na EEL, muitos animais se recuperam (SILVA, 2011).

A necessidade de ingestdo de alimentos mofados, como milho moido, milho em
espigas, racdes contendo milho (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007), que em geral, ndo
sdo disponibilizados aos animais da Ilha de Marajd, exclui a leucoencefalomalacia como
causa das alteracbes nervosas dos animais desse surto. As lesdes ndo regridem e a doenca
apresenta alta letalidade, fatores a serem considerados para diferenciar as duas doencas, ja que
na EEL do presente estudo, ocorreu a melhora da maioria dos animais. As lesfes
macroscopicas se apresentam com areas de maldcia na substancia branca do cérebro,
provocando assimetria, enquanto que nos animais do presente estudo, ndo foram verificadas
essas alteracdes e quando presentes em casos de EEL afetam principalmente a substancia
cinzenta do cérebro (KELLERMAN et al., 1990; FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

As principais plantas responsaveis pela ocorréncia de encefalopatia hepéatica em
equinos no Brasil, as plantas do género Crotalaria e Senecio sdo descritas na regidao sul,
centro-oeste e nordeste (PIMENTEL et al., 2009), ndo havendo relatos da presenga dessas
plantas na Ilha de Marajo. Casos da doenca podem ser observados durante diversas épocas do
ano (NOBRE et al., 2004), enquanto que na EEL, os fatores epidemiolégicos limitam a
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enfermidade a épocas especificas como verificado no presente surto. Além dos sinais de
alteracdes nervosas semelhantes ao da EEL, sinais de lesdo hepatica e lesdes caracterizadas
por microcavitacdes (espongiose), localizadas principalmente na substancia branca do cérebro
sdo caracteristicos e ndo foram encontrados nos animais estudados neste trabalho
(PIMENTEL et al., 2009; SILVA et al., 2011).
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5 CONCLUSOES

A sintomatologia nervosa apresentada pelos equinos estudados foi compativel com
encefalomielite equina Leste, sendo o0s exames laboratoriais indispensaveis para a
confirmacéo do diagnostico.

Esses resultados também confirmam a percepcdo de que a Ilha de Marajé retne condicGes
ambientais favoraveis ao surgimento da enfermidade devendo ser dada atencdo especial a
area, pois seus aspectos geograficos lhe concedem grande importancia na epidemiologia da

encefalomielite equina Leste.
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