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Resumo - Vaquejada é um esporte equestre popular no nordeste brasileiro, que
promove encontros frequentes, onde ha uma grande concentracdo de animais, propiciando a
exposicdo a patdgenos. Na literatura, ndo existem relatos da presenca dos herpesvirus equideo
EHV-1/EHV-4 no Ceard. Objetivou-se determinar o titulo de anticorpos anti-herpesvirus
equideo (EHV-1/EHV-4) de animais ndo vacinados no estado do Ceara. Foram utilizados 68
equinos de vaquejada clinicamente saudaveis. Amostras de sangue foram coletadas para
avaliacGes hematologica, bioguimica e sorologica. Os titulos de anticorpos anti-EHV foram
determinados através da técnica de soroneutralizacdo. Dos 68 animais avaliados, 28 (41,2%)
foram soropositivos para EHV-1 e/ou EHV-4, com titulo médio geométrico de 4,76, enquanto
que 40 (58,8%) foram negativos para o teste. Ndo foram encontradas alteracGes significativas
nos parametros hematologicos e bioquimicos em animais soropositivos e soronegativos. A
idade média dos equinos foi de sete anos e foram observadas leve correlacdo e leve influéncia
sobre os titulos de anticorpos anti-EHV-1/EHV-4. Este é o primeiro relato de herpesvirus
equideo circulante no Ceard. Outros estudos devem ser realizados para conhecimento e

orientacdo sobre a manutencdo da salde em animais praticantes de vaquejada.
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Serological evidences of EHV-1/ EHV-4 in vaquejada horses from Ceara state, Brazil

Abstract: Vaquejada is a popular equestrian sport in Northeastern Brazil, which
promotes frequent tournaments, where many animals are brought together, leading to
exposure to pathogens. In the literature, there are no reports of the presence of equid
herpesvirus (EHV-1/EHAV-4) in the State of Ceara. This study aimed at determining anti-
equid herpesvirus (EHV-1/EHV-4) antibody titer of non-vaccinated horses from the state of
Cearda. Sixty-eight clinically healthy vaquejada horses were evaluated. Blood samples were
collected for hematological, biochemical and serological evaluation. Anti-EHV-1 / EHV-4
antibody titers were determined through serum neutralization technique. Out of the 68
assessed animals, 28 (41.2%) were seropositive for EHV-1 and/or EHV-4, with a mean
geometric titer of 4,76, while the remaining 40 (58.8%) animals were negative for the assay.
No significant alterations in the hematological and biochemical parameters were found among
seropositive and seronegative animals. The average age of the tested animals was 7 years. A
mild positive correlation and a mild influence was observed between age and antibody titer.
This is the first report of circulating equid herpesvirus in Ceard. Further studies must be
performed to obtain knowledge on promoting the welfare of horses involved in the practice of

vaguejada.
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Introducéo

As viroses possuem elevada
importancia sanitaria na equideocultura
mundial, destacando-se as infeccdes
herpéticas (DIEL et al, 2006). Os
herpesvirus equideos (EHV) sdo virus
DNA envelopados pertencentes a familia
Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae (ATASEVEN et al,
2010). EHVs estdo filogeneticamente
relacionados ao género Varicellovirus
(ZELL et al., 2012). EHV 1 e 4 infectam as
células do hospedeiro por intermedio de
uma  glicoproteina de  membrana
independente das integrinas (AZAB &
OSTERRIEDER, 2012). EHV-1 pode
causar principalmente aborto, doenca
neonatal, doenca respiratéria e doenca
neuroldgica, podendo levar o animal a
6bito, enquanto que o EHV-4 pode causar
doenca respiratéria e aborto. EHV tem
como caracteristicas manter a infeccdo de
forma latente e possuir como principal

fonte de infeccdo as secre¢des nasais

(HENNINGER et al., 2007).

No Brasil, o primeiro isolamento do
EHV foi descrito em 1966 (NILSON &
CORREA, 1966). A ocorréncia de abortos
causados pelo EHV-1 foi notificada em
Minas Gerais (CARVALHO et al., 1991),
S30 Paulo (NILSON & CORREA, 1966) e
evidéncias sorolégicas de EHV-1 foram
relatados no Rio Grande do Sul (VARGAS
& WEIBLEN, 1991) e no Pard
(HEINEMANN et al., 2002; PENA et al.,
2006). No periodo de janeiro de 2000 a
junho de 2011, estudo realizado no Rio
Grande do Sul avaliando 72 casos de
abortos em equinos relatou que 3 (4,2 %)
casos estavam associados a infec¢do por
EHV-1  confirmados  por  imuno-
histoquimica (MARCOLONGO-PEREIRA
et al., 2012). Na Franca, em estudo
retrospectivo no periodo de 1986 a 2009
com 1822 casos de aborto em equinos, foi
relatado que 14,5 % dos abortos estavam
associados a infeccdo por EHV-1

(LAUGIER et al., 2011).

Os equinos existentes na Regido

Metropolitana de Fortaleza sdo, em sua
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maioria, utilizados para a prética de
esportes. Dentre esses esportes, destaca-se
a vaquejada, por sua popularidade e pelo
grande numero de praticantes em todo o
nordeste Dbrasileiro, sendo comum o
deslocamento interestadual de animais. As
vaquejadas sdo frequentes e muitos
animais participam semanalmente dessas
competicbes. Nos parques de vaquejada
sd0 observadas alta concentracdo de
animais e baixo controle sanitario que
podem levar a uma intensa exposicdo dos

animais a patégenos.

Na tentativa de  encontrar
evidéncias da circulagio do EHV,
objetivou-se  determinar o titulo de
anticorpos contra o herpesvirus equideo
(EHV-1/EHV-4) de animais de vaquejada

ndo vacinados na regido metropolitana de

Fortaleza, Ceara.
Material e Métodos

Foram utilizados 68 equinos (Equus
caballus), machos, com idade entre 3 e 15
anos, de diversas racas, provenientes de

propriedades particulares localizadas na

regido metropolitana da cidade de
Fortaleza, Ceard, Brasil, sem historico de
vacinacdo para EHV. Fortaleza situa-se
numa planicie litordnea, logo abaixo da
linha do Equador, com latitude sul de
3°43°02” e 38°32°35” de longitude oeste e
a 16 m de altitude. Segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) temperatura média anual oscila
entre 26 e 28°C, e a umidade relativa do ar
situa-se em torno de 82% e pluviosidade

média de 1.338 mm anuais.

Os equinos foram avaliados,
individualmente, quanto as condicGes
clinicas gerais, a higiene do local onde
vivem, a alimentacéo e ao fornecimento de
sal mineral. As informacg6es obtidas foram
armazenadas em fichas de avaliacdo
individual. N&o foram encontradas

alteracdes dignas de nota.

Foram colhidas amostras de
sangue dos 68 equinos através da
venopunc¢do da jugular, com agulhas 21G
apropriadas para tubos com vacuo,

distribuidas em frascos com EDTA e sem
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anticoagulante. Amostras de soro foram
obtidas apds centrifugagdo por dez minutos
a 4.000 rpm, e estocadas a -20°C até o
momento dos exames laboratoriais

(AGUIAR et al., 2008; LARA et al., 2003;

PENA et al., 2006).

Nas amostras de sangue em EDTA
foram realizadas a contagem de leucdcitos
totais e dosagem de hemoglobina em
aparelho de automacdo hematoldgica e nos
soros foram determinados os teores de
proteinas totais (PT) utilizando-se Kits
comerciais com metodologia colorimétrica,
seguindo as orientacdes do fabricante e a
titulacdo de anticorpos anti-EHV-1 e/ou
anti-EHV-4  atraves da técnica de
soroneutralizacdo (SN), segundo HOUSE

& BAKER (1971, adaptado).

Previamente, as amostras de soro
foram inativadas em banho-maria a 56°C
por 30 min. SN foi realizada com a
utilizacdo de células VERO (células de rim
de macaco verde africano), em cultura
estéril com meio essencial minimo - MEM

(GIBCO), adicionado 5% de soro fetal

bovino. As culturas foram mantidas e
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO, e
replicadas a cada 72 horas, usando tripsina
a 37°C, para deslocar a monocamada. Uma
aliguota de 200 ul DICC50/50 EHV-1
(Laboratdrio de Virologia do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Universidade Federal de
Santa Maria) foi adicionada, em dilui¢do
seriada do soro (fator de diluicdo 2),
variando de 1:2 a 1:128. Apds a incubacao
da mistura soro-virus por 90 min, a 37°C,
em camara de CO,, 50 pL da suspenséo de
células VERO, na concentracdo de 300.000
celulas/mL foram adicionados. A leitura
dos resultados foi realizada ap6s 72 h de
incubacdo, por meio do monitoramento do
efeito citopatico (ECP) nos cultivos
celulares. O titulo neutralizante foi
considerado de acordo com a maior
diluicdo capaz de prevenir a producao de
ECP (DIEL et al., 2006). Os animais
positivos foram incluidos no grupo
soropositivos e 0s animais ndo reagentes

foram incluidos no grupo soronegativos.
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Os resultados foram expressos em
percentagem de animais soropositivos e
soronegativos e o0s dados dos exames
hematoldgicos e bioquimicos em media *
desvio padrdo. Foi realizada uma analise
de correlacdo entre o titulo de anticorpos e

a idade dos animais avaliados.

Este projeto foi desenvolvido apds
aprovacio pelo Comité de Etica para Uso
de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do Ceara com o protocolo n°
09232603-0/70, tendo respeitado e seguido
todos os principios éticos recomendados
quanto a utilizacdo de animais em

experimentos.
Resultados

O presente estudo pesquisou pela
primeira vez a presenca de anticorpos
contra EHV-1 e/ou EHV-4 em equideos
criados no Estado do Ceara. Os dados do

teste de soroneutralizacdo estdo dispostos

na Tabela 1. Dos 68 soros avaliados, 28
(41,2%) neutralizaram a acdo do EHV-1 in
vitro, o titulo médio geométrico foi de
4,76, enquanto que 40 (58,8%) foram
negativos para o teste. Houve leve
correlagdo e uma leve influéncia entre a
idade e o titulo de anticorpos anti-EHV-1
(Figura 1).

A avaliagdo clinica dos animais foi
complementada através da determinagéo
dos  parametros  hematologicos e
bioquimicos séricos como expressos na
Tabela 2. Os valores médios de leucdcitos
totais, hemoglobina, plaquetas e proteinas
totais para 0s grupos de animais estudados
encontravam-se dentro dos valores de
referéncia para a espécie. Quando o0s
animais foram agrupados em soronegativos
e soropositivos também ndo foram
observadas alteracbes significativas entre

0s parametros avaliados.
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Tabela 1: Soroneutralizacdo para EHV-1 em equinos de vaquejada da Regido Metropolitana

de Fortaleza, Ceara.

Titulo N° de animais Porcentagem
0 40 58,8 %
2 8 11,76 %
4 9 13,24 %
8 7 10,29 %
16 4 5,88 %
32 0 0%
64 0 0%
128 0 0%
Total de positivos 28 41,2 %
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Figura 1: Influéncia da idade sobre o titulo de anticorpos anti-EHV-1 em equinos de

vaquejada da Regido Metropolitana de Fortaleza, Ceara.
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Tabela 2: Parametros hematoldgicos e bioquimicos em equinos de vaquejada da Regido

Metropolitana de Fortaleza, Ceara.

Parametros Valores de Total Soronegativos  Soropositivos
Referéncia  Min - Méx Min - Max Min - Max
Média+D.P. Média+D.P. Média+D.P.
(n =68) (n = 40) (n =28)
Hematoldgico *
Leucécitos (x10*/mm®) 5,50-12,50 3,70-11,70  3,70-11,60 3,90 - 11,70
6,25+ 1,70 6,10 + 1,67 6,30 + 1,75
Hemoglobina (g/dL) 11-19  6,10-1560 6,10-1560 7,60 - 15,40
11,75+1,84 11,30+1,74 12,40%+1,96
Plaguetas (x10°/mm®) ~ 100-350 116 - 423 138 — 364 116 — 423
270 +57,10 281 + 51,83 248 + 63,04
Bioquimico **
Proteinas Totais (g/dL) 5,70 —7,00 5,80 - 7,40 5,80 -7,40 6,20 - 7,40
6,75+ 0,36 6,75+ 0,39 6,75+0,31

*JAIN, 1993.

** KANEKO, 1997.

Discussao

Os animais utilizados nesse estudo

apresentaram-se sem sinais clinicos dignos

de nota e sem alteracGes laboratoriais,

Nossos dados

apresentando-se

clinicamente

nao

higidos.

revelam diferenca
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significativa entre os dados hematoldgicos
e bioquimicos de animais soropositivos e
soronegativos. A idade média dos equinos
adultos e machos em estudo foi de 7 anos.
Dos animais avaliados 41,2% foram
positivos para herpesvirus com titulo
médio geométrico de 7,29 para EHV-1
e/ou EHV-4. Nossos dados demonstraram
leve correlagdo e uma leve influéncia entre
a idade e titulo dos anticorpos.

Tem sido relatado que a idade é um
fator determinante para o aumento da
prevaléncia da infeccdo por EHV,
provavelmente relacionada a uma maior
probabilidade de o animal entrar em
contato com o virus (LARA et al., 2010).
As fontes mais comuns de infeccdo por
EHV-1 e 4 sdo animais adultos, porque
eles podem excretar 0 virus nas secrecdes
nasais apds a reativacdo de infeccdes
latentes (HENNINGER et al., 2007).
Levando-se em conta que o macho ¢é
utilizado para o melhoramento genético do
rebanho, entrando em contato com diversas

fémeas, ele sendo contaminado, torna-se

um possivel propagador do virus,
disseminando-o, trazendo sérias
repercussdes sanitarias.

Segundo informacdes dos
proprietarios nenhum animal foi vacinado
contra EHV. Nossos resultados evidenciam
a existéncia do virus em animais da regido
metropolitana de  Fortaleza, Ceara.
Ressaltando que as espécies EHV-1 e 4 sdo
antigenicamente relacionadas, considera-se
que o teste de diagnostico utilizado, por
meio da soroneutralizacdo, ndo diferencia
0s anticorpos detectados quanto ao tipo
viral. Esse fato deve ser levado em conta,
devido a possiveis infec¢bes pelo EHV-4
na populacdo estudada, visto que o EHV-4
ja foi descrito no Brasil, em equinos do
Estado de Séo Paulo (MORI et al., 2008).
Nesse aspecto, as amostras de soro
reagentes para EHV-1 identificados neste
estudo poderiam ser, alternativamente,
reativas a EHV-4.

A provavel explicacdo para a maior

frequéncia de amostras com baixo titulo de

anticorpos (2 e 4) pode ser atribuida ao
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mecanismo de laténcia desenvolvido por
esse agente que permite a persisténcia do
virus, mesmo em um rebanho fechado.
Animais portadores podem, eventualmente,
eliminar o virus. A elevada percentagem de
animais com baixo titulo de anticorpos
pode indicar a presenca de anticorpos
residuais, produtos de infeccdo priméria
antiga ou reativacdo viral (KYDD et al.,
2006).

Em nosso trabalho, 41,2% dos
soros avaliados foram EHV-1 positivos.
Em Séo Paulo, foram encontrados 17,6%
das amostras positivas (MONDOLO et al.,
1989 ) e em Minas Gerais 18,7% dos
cavalos eram soropositivos (LARA et al.,
2010). Em um estudo soroldgico realizado
em rebanhos com problemas reprodutivos
no Rio Grande do Sul, foram detectados
84,7% de positividade entre as 348
amostras testadas para 0 EHV-1, utilizando
a prova de soroneutralizacdo (VARGAS &
WEIBLEN, 1991).

Em 1993, foi realizado um estudo

pela EMBRAPA/CPAP, com a cooperacao

do Animal Health Institute da Inglaterra,
com 50 equinos, incluindo animais que
apresentavam sintomatologia respiratoria,
0 qual demonstrou 36% dos animais
positivos para 0 EHV-1 e 58% dos animais
positivos para 0 EHV-4 (SORIANO et al.,
1997). A prevaléncia de 17,71% de
equinos soropositivos observada por
HEINEMANN et al. (2002) aproxima-se
dos dados obtidos por DIAS (2000), que
observou 21,70% e 13,18% de animais
soropositivos na llha de Marajo e no resto
do Estado do Para, respectivamente. No
estado do Rio Grande do Sul, foram
analisados 1.506 soros dos quais 4,5%
foram positivos (DIEL et al., 2006). No
Parana, um estudo realizado nas cidades de
Curitiba e de S3o José dos Pinhais,
demonstrou que 4,1% dos cavalos foram
positivos para EHV-1 (LARA et al., 2006).

O primeiro isolamento do EHV-1
neuropatogenico no Brasil foi realizado a
partir de uma égua com mieloncefalopatia
herpética que foi a Obito (LARA et al.,

2008). No mesmo ano, foi detectado DNA
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viral no sistema nervoso central, por meio
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
de um garanhdo que morreu com menos de
12 horas ap6s o inicio dos sinais
neurolégicos (COSTA et al., 2008). Uma
estirpe mutante neuropatogénica (G2254)
do EHV-1 foi isolada a partir de uma
mieloencefalopatia herpética em uma égua
oriunda de Botucatu, S&o Paulo (MORI et
al., 2010).

Os sinais neurologicos constituem o
extremo das alteracbes observadas na
doenca por EHV-1, sendo, portanto,
observados mais abortos que
manifestacbes  neuroldgicas. Fatores
individuais como idade, imunidade, fatores
hormonais e estresse do hospedeiro, assim
como a reativacdo das cepas latentes de
EHV-1 e a ocorréncia de infec¢bes duplas
podem ser determinantes para 0
desenvolvimento de sinais neuroldgicos.
Adicionalmente, foram observadas
mudancas de aminoacidos na posicao 752

influenciam a ocorréncia de sinais

neurolégicos (NUGENT et al., 2006)

Estudos realizados com equinos
utilizados em vaquejadas relatam a
ocorréncia  de  alteragcbes  fisicas,
bioquimicas e  hematologicas em
decorréncia do estresse associado ao
exercicio fisico, devido a falta de
treinamento adequado e as condigdes
ambientais indspitas dos parques de
vaquejada (LOPES et al, 2009). A
concentracdo de equinos de diversas
procedéncias mantendo contato proximo
pode expor os individuos a uma série de
patogenos.

O tipo de atividade desenvolvida
pelas diferentes espécies e o frequente
deslocamento podem explicar a hipotese de
0S equinos serem mais suscetiveis as
infeccdes virais (ATASEVEN et al., 2009),
aléem do contato com outros animais que
aumenta o risco de infeccdo (DIEL et al.,
2006). O deslocamento desses animais
soropositivos para EHV-1 e/ou EHV-4

pode contribuir para a disseminacdo do

virus.
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Conclusoes

Os equinos utilizados em vaquejada
apresentaram evidéncias soroldgicas da
presenca do EHV-1 e/ou EHV-4. Este € 0
primeiro relato de herpesvirus equideo
circulante na Regido Metropolitana de
Fortaleza. Outros estudos devem ser
realizados no estado do Ceard para
conhecimento e orientacdo sobre a
manutencdo da salde em animais
praticantes do esporte de vaquejada.
Considerando a importancia da
equideocultura, € essencial alocar recursos
para promover politicas de saude para
combater este virus, pois o estudo analitico
da epidemiologia favorece a implantacédo
de medidas adequadas para o controle da
disseminacédo do EHV-1e 4.
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