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RESUMO

A Influenza Equina, ou gripe equina, ¢ uma das principais doengas respiratdrias que afetam os
equideos, causando um impacto econdmico significativo e representando uma séria ameaca
para a industria equina durante surtos. A dissemina¢do da doenca em populagdes suscetiveis é
uma grande preocupacao. A equideocultura no Brasil ¢ vital para a economia, com equinos,
asininos e muares distribuidos por todo o pais e desempenhando fun¢des em trabalho, esporte
e lazer. Animais de tracdo, como os de carroga, sdo parte importante das dinamicas urbanas e
estdo proximos aos humanos, fatores que facilitam a disseminagdo da doenga e possiveis
transmissoes entre espécies. Em Belo Horizonte, os animais de carroga sao essenciais para a
coleta de entulhos, restos de obras e lixo, € ndo sdo vacinados contra o virus da Influenza
Equina, tornando-se uma populacdo-chave para estudos epidemioldgicos. Este ¢ o primeiro
estudo retrospectivo de soroprevaléncia a analisar 745 amostras de equideos de tragdo coletadas
entre 2010 e 2017 na regido metropolitana de Belo Horizonte, usando testes de inibi¢do da
hemaglutinacdo para o virus H3N8 FCI. Os resultados mostraram 47,92% de amostras
positivas, com 62,76% apresentando altas titulagdes (>640), 12,41% titulagdo média (160-320)
e 24,82% baixa titulagdo (40-80). Esses resultados confirmam a circulagdo endémica do virus
na regido, alinhando-se com estudos anteriores. A presenca de altas titulagdes em animais nao
vacinados sugere uma circulacdo viral ativa, destacando a necessidade de vigilancia
epidemioldgica, especialmente em Belo Horizonte, onde eventos equestres sdo comuns e 0s
animais de carroga sdo fundamentais para a cidade. Os resultados também t€ém implicagdes para
a saude publica, dado o potencial de transmissao entre equinos ¢ humanos. Embora casos de
infeccdo humana sejam raros, a possibilidade de transmissdo cruzada entre espécies €
preocupante. A auséncia de vacinagdo nessa populacdo de equideos aumenta o risco de
disseminagdo do virus. Este estudo fornece a primeira estimativa retrospectiva de
soroprevaléncia do virus da Influenza Equina em equideos de tragdo em Belo Horizonte,
destacando a necessidade de vigilancia continua e medidas preventivas para controlar a
disseminagdo do virus e proteger a saide animal e humana.

Palavras chave: H3N8; animais de tracao; soroprevaléncia



ABSTRACT

Equine influenza, or equine flu, is one of the most prominent respiratory diseases affecting
equids, causing significant economic impact and posing a serious threat to the equine industry
during outbreaks. The spread of the disease among susceptible populations is a major concern.
The equine industry in Brazil is vital to the economy, with horses, donkeys, and mules
distributed across the country, playing roles in labor, sports, and leisure. Draft animals, such as
cart horses, are important in urban dynamics and close to humans, factors that facilitate the
spread of the disease and potential interspecies transmission. In Belo Horizonte, cart animals
are essential for collecting debris, construction waste, and garbage, and are not vaccinated
against equine influenza virus, making them a key population for epidemiological studies. This
is the first retrospective seroprevalence study to analyze 745 samples from draft equids
collected between 2010 and 2017 in the metropolitan area of Belo Horizonte, using
hemagglutination inhibition tests for the H3N8 FC1 virus. The results showed 47.92% positive
samples, with 62.76% showing high titers (>640), 12.41% medium titers (160-320), and
24.82% low titers (40-80). These results confirm the endemic circulation of the virus in the
region, aligning with previous findings. The presence of high titers in unvaccinated animals
suggests active viral circulation, highlighting the need for epidemiological surveillance,
especially in Belo Horizonte, where equestrian events are common and cart animals play a vital
role in the city. The results also have implications for public health, given the potential for
transmission between equines and humans. Although human infection cases are rare, the
possibility of cross-species transmission is concerning. The lack of vaccination in this equid
population increases the risk of virus spread. This study provides the first retrospective estimate
of seroprevalence of equine influenza virus in draft equids in Belo Horizonte, highlighting the
need for continuous surveillance and preventive measures to control the spread of the virus and
protect both animal and human health.

Keywords: H3N8; draught animals; seroprevalence
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1 INTRODUCAO

A Influenza Equina (IE), também conhecida como gripe equina, ¢ uma das doengas
respiratorias mais significativas em termos econdmicos entre os equideos globalmente. Causada
pelo Alphainfluenzavirus influenzae, ¢ altamente contagiosa e afeta cavalos, burros, mulas e
outros equideos (WOAH, 2022). Os virus da Influenza Equina pertencem a familia
Orthomyxoviridae, género Alphainfluenzavirus, espécie Alphainfluenzavirus influenzae, sendo
o genoma viral composto por oito segmentos de RNA, de fita unica, polaridade negativa que
codifica entre 11 a 12 proteinas. Os Alphainfluenzavirus sao classificados em subtipos com base
na reatividade antigénica das glicoproteinas de superficie, responsaveis por sua viruléncia e
antigenicidade, sendo hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA) em maior importincia
(PALESE & SHAW, 2007).

Os dois subtipos conhecidos do virus da Influenza Equina (EIV) sdo o H7N7 (subtipo
equino-1 ou equino A-1), identificado pela primeira vez em 1956, e o H3NS (subtipo equino-2
ou equino A-2), identificado em 1963 (ABDEN ET AL., 2010). Desde 1980, o H7N7 parece
ter sido erradicado da populacdo equina, levando a retirada da recomendagao de sua inclusao
nas vacinas pela WOAH em 2009 (WOAH, 2009). No entanto, o H3N8 continuou a circular
em equinos, divergindo em linhagens evolutivas europeias (A/eq/Suffolk/89-like) e americanas
(A/eq/Newmarket/1/93-like) na década de 1990 (LAI ET AL., 2004). Essas linhagens
americanas se subdividiram em sublinhagens, como Florida, Kentucky e Sul-Americana, sendo
a sublinhagem Flérida dividida em clados 1 (FC-1) e 2 (FC-2). A evolugdo continua do H3N8
resultou em surtos em equinos vacinados globalmente, exigindo esfor¢os para monitorar e
ajustar as cepas virais nas vacinas de acordo com as mudangas antigénicas detectadas nos surtos.

No Brasil, a caracterizacdo do virus tem sido desafiadora, com o tultimo virus
caracterizado datando de 2015, quando FAVARO (2015) e colaboradores isolaram e
caracterizaram a cepa H3N8 FC-1, responsavel pela epidemia de Influenza Equina na América
do Sul naquele ano.

A complexidade desse processo se evidencia ao analisar que o tltimo virus caracterizado
no Brasil ocorreu ha mais de uma década. Essa falta de atualizacdo no reconhecimento das
cepas virais representa um desafio significativo para o controle e a prevencao eficazes da
doenga. (FAVARO ET AL, 2015).

A (IE) afeta equideos de todas as idades, resultando em perda dos cilios da superficie
epitelial e predispondo a infecgdes bacterianas secundarias, como Streptococcus zooepidemicus

e Pasteurella spp., tendo como consequéncia a minestacdo de quadros clinicos mais graves
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(FLORES, 2007). Sintomas como tosse seca e continua, febre, apatia e lacrimejamento sdo
comuns, com a severidade variando conforme a saude do animal, a viruléncia do virus, o tipo
viral e as condi¢des de manejo e as condigdes ambientais. Grandes concentragdes de equinos
facilitam a propagacdo da doenca (THOMASSIAN, 2006), por sua natureza altamente
contagiosa e de transmissdo através do contato direto com animais infectados, assim como por
contato indireto através de roupas e equipamentos (WOAH, 2022). No Brasil, onde o rebanho
de equideos ¢ significativo, surtos de IE em equinos vacinados e ndo vacinados tém sido
relatados, com estudos sorologicos indicando a presenca de ambos os subtipos (H3N8 e H7N7)
em diversas regides (FAVARO E RICHTZEHAIN, 2016). Analises filogenéticas revelaram
mutagdes antigénicas em isolados recentes, possivelmente impactando na eficacia das vacinas
disponiveis (FAVARO ET AL, 2018).

A IE ¢ uma doenca de notificagdo obrigatoria no Brasil e no mundo, em que casos devem
ser reportados e Organizagdo Mundial de Saude Animal ou WOAH. A vacinagao ¢é obrigatoria
em solo brasileiro em casos de necessidade de emissdo de Guia de Transito Animal, visando
controlar sua dissemina¢do em ambientes com aglomeragdo de equideos. Apesar da
disponibilidade de vacinas, a natureza altamente contagiosa e capacidade de variagdo antigénica
do virus da IE sdo necessarios programas de vigilancia continua e estudos sorologicos para um
melhor controle e prevencao da doenca. O estudo proposto visa investigar a soroprevaléncia do
EIV, subtipo H3N8, sublinhagem Florida clado 1, em equideos ndo vacinados da regido
metropolitana de Belo Horizonte, chamando a atengdo para a circulagdo do virus ndo apenas
em propriedades, eventos e aglomeragdes, mas também nos centros urbanos, através do estudo
de uma populacao de equideos de tragdo de carroceiros que vivem em meio a regido da grande

Belo Horizonte.

2  HIPOTESE

O EIV do subtipo H3NS, pertencente a sublinhagem Florida clado 1, esta disseminado
na populacdo de cavalos de tracdo animal que circulam na regido metropolitana de Belo

Horizonte, ao longo dos anos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar a presenc¢a de anticorpos neutralizantes contra o subtipo H3NS, sublinhagem
Florida 1, clado 1, em soros de equideos nao vacinados, provenientes de um banco de soros de

cavalos de tragdo animal, que circularam na regido metropolitana de Belo Horizonte, durante o

periodo de 2010 a 2017.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar o EIV subtipo H3N8 sublinhagem Florida clado 1 em linhagem
continua de células epiteliais Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells
(MDCK);

e Realizar a técnica de inibi¢do da hemaglutinacdo contra o subtipo H3NS,

sublinhagem Florida 1, clado 1, nos soros amostrados.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 INFLUENZA

A influenza ¢ uma doenca respiratoria infecciosa causada pelos virus da
Alphainfluenzavirus influenzae e Betainfluenzavirus influenzae (ICTV, 2023) em humanos,
caracterizada por epidemias sazonais anuais e surtos pandémicos esporadicos envolvendo cepas
zoondticas do virus influenza A (KRAMMER ET AL., 2018). Os virus da influenza pertencem
a familia Orthomyxoviridae, que consiste em virus envelopados com genoma composto por
segmentos de RNA de fita simples de sentido negativo (BLUT, 2009). De acordo com o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV 2023), existem nove géneros sendo eles,
Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus, Isavirus,
Mykissvirus, Quaranjavirus, Sardinovirus, e Thogotovirus reconhecidos na familia, com os

géneros Alphainfluenzavirus e Betainfluenzavirussendo os unicos relevantes para os humanos

(WEBSTER ET AL., 1992).
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4.2 ALPHAINFLUENZAVIRUS INFLUENZAE (VIRUS INFLUENZA A)

Acredita-se que os Alphainfluenzavirus influenzae (Virus Influenza A) tenham evoluido
a partir de um ancestral comum, a influenza aviaria, que divergiu em subtipos continuos de
(IVA) infectando diferentes espécies animais, incluindo cavalos e humanos.
(WEBSTER,1992). Os Alphainfluenzavirus influenzae acometem naturalmente os humanos,
causando doencas respiratorias. Além disso, alguns desses virus infectam outras espécies de
mamiferos e varias aves, (ICTV, 2011). A distribui¢do global desses virus resulta em epidemias
sazonais e pandemias, caracterizadas por altas taxas de infec¢do (WRIGHT et al., 2007).

Tanto os Alphainfluenzavirus influenzae quanto os Betainfluenzavirus influenzae (Virus
Influenza B) tém oito segmentos de RNA que codificam subunidades de RNA polimerase,
glicoproteinas virais (hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA)), nucleoproteina viral (NP),
proteina da matriz (M1), proteina da membrana (M2), proteina ndo estrutural NS1 e proteina
de exportacdo nuclear (NEP) (KRAMMER ET AL., 2018) Sendo oito segmentos unicos de
RNA de fita simples, de polaridade negativa, encapsulados por multiplas moléculas de NP. Os
complexos de polimerase viral (PB1, PB2 e PA) estdo localizados nas extremidades dos
nucleocapsideos (WEBSTER ET AL., 1992). Mesmo que antigenicamente diferentes, as
proteinas virais codificadas pelo genoma dos virus Alphainfluenzavirus e Betainfluenzavirus,
possuem fungdes e estruturas similares (KRAMEMER, 2018) como representados na FIGURA
1 e QUADRO 1, respectivamente.

FIGURA 1: Representacdo esquematica da organizacdo do genoma e da estrutura do
Alphainfluenzavirus

A) B)
120 | 1(PB2) [120
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Bl o] s5np) [120
i (oo 157 3
222 | 7(M) [220
2 SORIUEN =2

Accessory proteins
PA-X
PB1-F2

FONTE: ADAPTADO DE OLADUNNI ET AL, 2021
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(A) A organizagdo do genoma dos oito segmentos de genes de RNA de sentido negativo
(PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M e NS) do virus Influenza A. B: A arquitetura basica do Virus
Alphainfluenzavirus que contém as glicoproteinas de superficie do envelope HA, NA ¢ a
proteina do canal de ions M2, todas incorporadas dentro da camada lipidica do envelope
derivado da célula hospedeira. Imediatamente abaixo do envelope, hd uma camada bem
organizada de proteinas M1 e NEP que cercam os oito segmentos de RNA viral de sentido

negativo. (Adaptado de OLADUNNI ET AL, 2021)

QUADRO 1: Segmentos do virus da Influenza Equina, numeragdo correspondente aos
segmentos demonstrados na FIGURA 1.

Segment Classe

EIV Funcional Proteina(s) viral(is) e Func¢ao(oes)

A proteina basica 2 da polimerase (PB2), junto com PB1 e PA, forma o
complexo da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que ¢

Proteina ) S g .. . .
1 importante para a replicag@o do virus. Inicia a transcri¢@o por meio da
Estrutural . . ;. .
captura de capuz em conjunto com a atividade proteolitica da subunidade
PA.
, A proteina basica 1 da polimerase (PB1) é a subunidade catalitica do
Proteina

2 complexo RdRp envolvida na iniciagdo e elongagdo do mRNA, RNA

Eaened complementar (CRNA) e vRNA gendmico.
Proteina PB1-F2, um fator de viruléncia viral conhecido por promover inflamagao e
2" Estrutural morte celular, a0 mesmo tempo que também aumenta a atividade da RdRp
viral.
Proteina A proteina acida polimerase (PA) possui atividade proteolitica necessaria

3 para a degradacao da RNA polimerase II (RNAP II) do hospedeiro durante a
Estrutural ~ z : . ;
infecgdo. Também esta envolvida na montagem do virus.

Proteina ~ PA-X contribui para o crescimento viral e repressao da resposta antiviral do

37 . , .
Estrutural  hospedeiro e da sintese de proteinas.

Glicoprote Hemaglutinina (HA), uma importante glicoproteina de superficie viral que
4 ina de determina a gama de hospedeiros por meio da ligacdo do virus a células
Superficie hospedeiras suscetiveis.

Proteina A nucleoproteina (NP) se liga diretamente ao RNA viral (v) recém-
Estrutural sintetizado, fornecendo uma estrutura para os complexos vRNP.

Glicoprote A neuraminidase (NA), outra importante glicoproteina de superficie, facilita
6 ina de a liberacdo do virus e a disseminagao eficiente do virus progenitor de célula
Superficie para célula.

A proteina da matriz 1 (M1) serve como o local de ancoragem para os
, complexos de RNA viral nucleoproteico (VRNPs) ¢ a proteina de exportacao
Proteina :
7 nuclear (NEP), desempenhando um papel importante no transporte dos
Estrutural , . , , .
vRNPs entre o nicleo e o citoplasma. Também esta envolvida na montagem
dos VRNPs.
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Glicoprote A proteina da matriz 2 (M2) atua como um canal i6nico de membrana
7E ina de localizado dentro das bicamadas lipidicas do virus, onde facilita o processo
Superficie de acidificagdo necessario para a liberagao do virion em brotamento.

A proteina ndo estrutural 1 (NS1) desempenha um papel critico na
replicacdo viral e na patogénese. Ela suprime o processamento do mRNA

Protei . ~ . . .
] Nrg)oema celular e impede a exportagdo nuclear do RNA celular poliadenilado. Além
Estrutural disso, inibe a resposta imune inata do hospedeiro, particularmente o sistema
de interferon (IFN) do tipo I, promovendo assim a replicacao viral eficiente
e a disseminacao viral de célula para célula.
li t . o ~
" G icoprote NEP, em conjunto com M1, facilita a exportagdo nuclear dos complexos
8 ina de . , .
. VRNP para o citoplasma das células infectadas.
Superficie

FONTE: ADAPTADO DE OLADUNNI ET AL, 2021

A variabilidade dos Alphainfluenzavirus resulta da acumulacido de mudangas
moleculares nos oito segmentos de RNA, que podem ocorrer por meio de diversos mecanismos,
incluindo mutagdes pontuais (deriva antigénica), rearranjo génico (mudanga genética),
particulas defeituosas interferentes e recombina¢do de RNA. Cada um desses mecanismos pode
contribuir para a evolugdo dos virus da influenza. (WEBSTER, 1992). Os principais alvos dos
anticorpos neutralizantes sdo as glicoproteinas de superficie (DALY, ET AL 2011), sendo HA
e NA os principais alvos de anticorpos protetores induzidos pela infecgdo e vacinagao.

A variacdo desses segmentos HA e NA, permitem ndo somente variagdo antigénica, mas
também classificacdo em subtipos de acordo com a sua reatividade antigénica. (FOUCHIER
ET AL., 2005).

Sendo divididos em dois subgrupos de acordo com a HA e NA presentes. Sdo 18
subtipos diferentes de HA E 11 subtipos diferentes de NA descritos, que sao nomeados de H1
aH18 e N1 aNIl11. (CDC, 2023).

Embora tenham sido descritos mais de 130 subtipos de Alphainfluenzavirus na natureza,
primariamente de aves silvestres, existem potencialmente muitas outras combinagdes, devido a
propensado dos virus influenza realizarem o rearranjo genético, que € a capacidade de troca de
segmentos genéticos, que ocorre quando dois virus influenza infectam um mesmo hospedeiro
ao mesmo tempo, trocando material genético. (CDC, 2023). Através dessa propensdo ao
rearranjo e da complexidade na ancestralidade dos subtipos dos A/phainfluenzavirus, acredita-
se que o subtipo H3NS8 causador da Influenza Equina, possua genes que divergiram de virus

influenza aviaria no fim do século dezenove. (OKAZAKI ET AL.1989).
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4.3 INFLUENZA EQUINA

A Influenza Equina ou gripe equina, ocasionada principalmente pelos
Alphainfluenzavirus subtipos H7N7 e H3N8, emerge como uma das mais proeminentes doengas
respiratérias enfrentadas pelos equideos, exercendo consideravel impacto econdmico e
representando uma séria ameaga para a industria equina. (COSTA E MERCHAN-HAMANN,
2016).

Analises filogenéticas sugerem complexidade na ancestralidade dos virus H3N8 VIE,
em que genes PA e NP divergiram de virus da influenza aviaria no fim do século XIV
(OKAZAKIET AL., 1989).

Sua natureza altamente contagiosa e rapida propagacao entre cavalos, mulas e asininos,
disseminada de forma endémica globalmente, justifica sua classificagdo como um dos
patdgenos mais significativos nesse contexto, desencadeando sintomatologia respiratoria
aguda. (DALY, 2021; GONZALEZ-OBANDO ET AL., 2022; WOAH, 2021).

Os sinais clinicos caracteristicos da Influenza Equina incluem tosse seca e aspera, febre
e secre¢do nasal serosa, evoluindo para um estado mucopurulento, contribuindo para sérias
perdas financeiras na criacao dos equideos e eventos equestres, devido ao comprometimento da
saude e desempenho dos animais (DULBECCO & GUNSBERS, 1988; A.L. WOODWARD
ET AL., 2014).

Sinais clinicos, combinados a capacidade de transmissdo rapida do virus, causam
perturbagdes significativas nas industrias de corrida e reproducdo equina, demandando medidas
rigorosas tanto para o controle, quanto para a prevengao. (WHITLOCK ET AL., 2022)

A dinamica da transmissao pode ser determinada por fatores do virais, do hospedeiro e
do ambiente. As fontes comuns para a transmissdo incluem chegadas recentes de animais,
aglomeragdes temporarias de populacdes diferentes como ocorrem em eventos, competigoes,
viagens internacionais, além da movimentagdo de pessoas que trabalham com os equideos em
populagdes diferentes e o compartilhamento de equipamentos contaminados. (WHITLOCK ET
AL., 2022)

Os custos associados a prevencdo e contencdo de surtos de Influenza Equina sdo
substanciais, como evidenciado por um estudo realizado por (SMYTH ET AL., 2011), um custo
de cerca 673 milhdes de reais gastos para erradicar o surto ocorrido na Australia no ano de
2007.

Nao somente os custos sdo desafiadores para o controle de doenga, mas também a

identificacao precoce dos subtipos H7N7 e H3N8 em cavalos desde o século XX apontam para
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a persisténcia desses agentes virais, destacando a importancia continua da vigilancia e pesquisa
para aprimorar as estratégias de controle (SOVINOVA ET AL., 1958; FAVARO, 2017;
WADDEL ET AL., 1963).

4.3.1 Evolucao dos virus H3N8 da Influenza Equina

Dois subtipos de Alphainfluenzavirus sao conhecidos por terem infectado cavalos, sendo
eles H3N8 e H7N7. O H7N7 equino foi isolado pela primeira vez em 1956, e o H3N8 equino
surgiu em 1963, disseminando-se globalmente nos dois anos seguintes. Entre 1963 e o final da
década de 1970, ambos os subtipos co-circularam em cavalos, e o rearranjo ocorreu entre eles,
indicando a ocorréncia de infec¢des mistas (ITO ET AL., 1999).

O subtipo H3NS8 ¢ dividido em sub linhagens (FIGURA 2) a linhagem americana (The
American lineage) que posteriormente se dividiu em Kentucky, Sul Americana e Florida.
Florida ¢ dividida em clados 1 (FC-1) e 2 (FC-2). (LAI ET AL., 2001). Embora os virus do
clado 1 (FC1) predominem na América, eles também se espalharam e causaram surtos na
Europa, Australia, Africa e Asia.

Os virus do clado 2 (FC-2) foram isolados na Europa, partes da Africa e Asia
(LANDOLT, 2014), ja tendo sido documentados, mesmo que poucos, casos de exposi¢ao
ocupacional ao virus de IE em humanos (ALEXANDER & BROWN, 2000)

Atualmente o virus do subtipo H3NS circula principalmente em todo o mundo, sendo a
América do Sul considerada a origem da disseminacdo do H3N8 para outros paises

(PERGLIONE ET AL., 2016).

FIGURA 2: UC DAVIS: EIV H3N8 linhagem americana e eurasiana.
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FONTE: YOUNG, 2019
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4.3.2 Distribuicao da Influenza Equina no mundo e no Brasil

A Influenza Equina ¢ considerada endémica em todo o mundo, sendo considerada pelo
WOAH, enraizada por todo mundo, exceto na Nova Zelandia e Islandia e Australia, onde as
populagdes de cavalos permaneceram livres da doenga. Paises como Australia e Africa do Sul
conseguiram erradicar a IE apds surtos, mas na Europa, América do Norte e do Sul, e Asia, ela
permanece endémica (OLADUNNI, 2021).

Distribuida por todo o mundo e se manifestando em formas de surtos em vdrias regioes,

a doenga pode ser analisada através da sua distribui¢do no mundo e no Brasil.

4.3.2.1 Influenza Equina no mundo

Grandes epidemias ocorreram no mundo desde a primeira detec¢do da transmissdo do
virus H3N8 em cavalos no inicio dos anos 60. Em algumas situagdes essa condi¢do ocorreu em
populagdes imunologicamente suscetiveis como ocorrido no ano de 2003 na América do Sul e
em 2007 na Australia. (ALVES BEUTTEMMULLER. ET AL., 2012)

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde Animal (WOAH, 2022), entre os anos
de 2020 e 2022, foram relatados surtos de Influenza Equina na Africa, Asia, América do Norte
e do Sul, Oriente Médio e Europa. Os virus da Influenza Equina A (H3N8) foram isolados e/ou
caracterizados a partir de surtos na China, Franga, Irlanda, Israel, Suécia, Reino Unido, Canada
e Estados Unidos da América. Na Europa, surtos esporadicos foram reportados na Bélgica,
Estonia, Finlandia, Franca, Alemanha, Irlanda, Italia, Paises Baixos, Suécia e no Reino Unido.

O quadro abaixo representa os maiores surtos de Influenza Equina no mundo, o que

evidencia a distribui¢do mundial dos virus causadores da Gripe Equina.
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QUADRO 2: Linha do tempo dos maiores surtos de Influenza Equina dos séculos 20 e 21 no

mundo.

PAIS ou REGIAO ANO
Estados Unidos e Canada 1963
Japao 1971
Malasia 1977
Reino Unido 1979
Africa do Sul 1986
fndia 1987
Reino Unido 1989
China 1989
Nigéria 1991
Hong Kong 1992
Estados Unidos 2004
Australia 2007
India e Asia Central 2008
América do Sul e Asia Central 2011-2012

FONTE: ADAPTADO DE SACK ET AL,2019

4.3.2.2 Influenza Equina no Brasil

A Influenza Equina ¢, de acordo com a WOAH, uma enfermidade de notificacao
obrigatoria e mensal de casos confirmados em todo o mundo, o que obriga relatar a ocorréncia
dessa doenca a Organizagdo Mundial de Satide Animal, porém ndo ha na legislagdo de defesa
sanitaria animal brasileira um plano de acdo para essa enfermidade em caso de surto
confirmado.

A Influenza Equina pode ser controlada pela vacinag¢do, mas tem sido demonstrado
repetidamente no campo que a deriva antigénica afeta a eficacia da vacina. A vigilancia de IE
mantém a consciéncia da emergéncia e dissemina¢do internacional de variantes antigénicas.
Nao serve apenas como um sistema de alerta precoce para proprietarios de cavalos, treinadores
e clinicos veterinarios, mas ¢ fundamental para programas de controle da influenza baseados na
vacinacao. (OLIVEIRA JR, 2018)

Os dados sobre surtos de IE e caracterizagao de cepas sao revisados anualmente por um
Painel de Vigilancia de Especialistas, incluindo representantes da WOAH e da OMS.

Este painel faz recomendacdes sobre a necessidade de atualizar as vacinas com base na
analise de evidéncias de doencas em cavalos bem vacinados, alteragdes antigénicas, alteragdes
genéticas e, quando possivel, dados de desafio experimental. No entanto, a disparidade no nivel
de vigilancia e coleta de virus em diferentes paises resulta em informagdes potencialmente

tendenciosas sobre a prevaléncia relativa de diferentes virus, o que ressalta ainda mais a
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necessidade de maior vigilancia em nivel global e maior conscientizag@o sobre os beneficios da
atualizagao das vacinas (CULLINANE ET AL., 2010)

A Influenza Equina ¢ considerada endémica no Brasil, se manifestando comumente
através de surtos (FAVARO E RICHTZENHAIN,2015), sendo uma doenca autolimitante em
que ndo ¢ possivel detectar a presenca do virus em cavalos que tenham se recuperado da doenga.
Acredita-se que a IE se mantém de forma endémica nas populagdes em situagdes que cursem
com baixa circulagdao viral, causando pequenos surtos ocasionais, que contribuem para a
manuten¢do do virus nas populagdes. (GLASS ET AL.,2002)

A primeira deteccdo da IE causada pelo virus H3N8 no pais ocorreu no ano de 1963.
(FAVARO E RICHTZENHAIN, 2015) e os surtos que ocorrem no pais sdo notificados a
WOAH. De 2005 até 2014 foram reportados a WOAH 2972 casos, sendo estes espalhados por
todo territorio brasileiro.

A tabela abaixo separa os casos reportados por anos, nimeros de casos e niumero de

mortes que constam na WOAH.

TABELA 1: Numero de casos brasileiros reportados 8 WOAH no periodo de 2005 a 2014

ANO CASOS MORTES
2005 231 2
2006 438 4
2007 162 1
2008 272 0
2009 185 0
2010 3 0
2011 62 0
2012 1382 0
2013 12 2
2014 225 0
TOTAL 2972 9

FONTE: WOAH, 2024

De acordo com a WOAH, em 2012 no Brasil ocorreram 29 surtos da doenca gerando
um total de 1382 casos e duas mortes em equideos, na ocasido foi realizada a caracterizacdo do
virus causador do surto, que envolveu o Brasil e paises da América do Sul, tais como Chile,
Brasil, Uruguai e Argentina.

O surto de 2012, de acordo com (ALVES BEUTTEMMULLER ET AL., 2016) iniciou-
se no Chile, tendo o Brasil como segundo pais a ser atingido, seguido do Uruguai e Argentina.

O virus responsavel pelo surto foi caracterizado através das suas sequéncias de HA em

Rio Grande Do Sul/1/12, sendo pertencente ao clado FC1 (Florida Clado 1).
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No ano de 2015, entre 16 de setembro a 25 de setembro, o Hospital Escola Veterinario
da Escola de Medicina Veterinaria e Ciéncia Animal da Faculdade do Estado de Sdo Paulo,
experienciou um surto de IE em animais vacinados e nao vacinados, que estavam internados no
local. Haviam no momento 32 pacientes internados, 26 manifestaram sintomas respiratorios
condizentes com a sintomatologia da gripe equina, apresentando febre, inapeténcia, descargas
nasais, tosse seca, espirros e congestdo das mucosas. (FAVARO, 2018)

As notificagdes de casos positivos e identificagdo do agente sdo importantes em
qualquer parte do mundo, por ser ferramenta necessaria na vigilancia da doenga, sendo de
grande relevancia no cenario brasileiro para entender como ela se distribui no pais. Estudos de
soroprevaléncia em equinos nao vacinados que foram conduzidos ao longo dos anos sdo, assim
como as notificacdes e identificagdo do agente causador do surto, ferramentas importantes para

o entendimento e distribuicdo da doenca no Brasil.

4.3.2.3 Soroprevaléncia no Brasil

No Brasil, os surtos da Influenza Equina sdo relatados desde 1963 e desde essa data
estudos tém sido realizados para identificar a presenga de anticorpos hemaglutinantes contra os
subtipos virais nos equideos brasileiros. (FAVARO E RICHTZENHALIN, 2015).

Titulos de inibicdo da hemaglutinacdo (HI) contra H3N8 e H7N7 foram detectados em
soros de cavalos ndo vacinados nas regides norte e nordeste do Brasil, em que 1344 foram
testados para H3N8 e 718 animais testados para H7N7. Os titulos obtiveram varia¢do entre
41,22% (H3NS) e 77,75% (H7N7) no Norte e entre 24,79% (H3N8) e 30,64% (H7N7) no
Nordeste (PAGANO ET AL., 1985).

Na Cidade de Uruard, estado do Pard, um estudo que aconteceu em 1998, 81 amostras
de soro de cavalos foram analisadas para quantificar anticorpos HI contra o H7N7
(A/equi/SP/1/1956) e o H3N8 (A/equi/SP/1/1985). As prevaléncias encontradas foram de
55,6% e 76,55%, respectivamente (HEINEMAN ET AL., 2009).

Aguiar e colaboradores, também em um estudo sobre a soroprevaléncia do virus da
Influenza Equina (H7N7 e H3NS), cujo objetivo era detectar anticorpos inibidores da
hemaglutinagdo em cavalos em Monte Negro, estado de Ronddnia, na regido oeste da Amazonia
brasileira, analisaram amostras de soro de 176 cavalos e mulas, encontraram uma prevaléncia
de 19,9% para o H7N7 e de 42% para o H3NS. (AGUIAR ET AL., 2008).

A literatura traz em um estudo datado de 2009, que tinha o intuito de estabelecer a

prevaléncia de anticorpos contra agentes virais em eqiiideos no sul do Estado de Sao Paulo
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realizado por (CUNHA ET AL., 2009), soros de 163 equideos (143 equinos ¢ 20 muares)
provenientes de 16 municipios do sul do Estado de Sao Paulo foram testados, o que demonstrou
e prevaléncia de 2,7% para o virus H7N7 e 11% para virus H3NS.

Em 2002, estudo conduzido por LOUREIRO e seus colaboradores (2002) no estado do
Rio de Janeiro, encontrou resultados de soroprevaléncia de 29.7% para o virus A/Eqiiino-2
(H3N8) em animais ndo vacinados.

Ja em 2004, foi conduzida uma pesquisa em que se tinha como objetivo a analise da
ocorréncia dos virus influenza A e B e a transmissao interespécies. Foram testadas amostras de
virus Influenza especifico e ndo especificos nos equinos ¢ na ocasido Mancini encontrou
resultados na inibi¢do da hemaglutinacdo para os virus H7N7 ¢ H3N8 com porcentagens de
62,75% e de 60,65% respectivamente. (MANCINI ET AL., 2004)

Prevaléncia de anticorpos para o VIE foram analisadas por (SILVA, ET AL.,2014) em
amostras coletadas no estado do Mato Grosso, em animais que pertenciam ao municipio de
Poconé, regido do Pantanal Matogrossense. O virus H3N8 (SP/1/85) foi utilizado como
antigeno para analisar titulacdo de anticorpos no teste de inibicdo da hemaglutinacdo em 529
equideos que haviam sido coletados no ano de 2010 e estimou-se a prevaléncia de anticorpos
para o virus de 45,2% no municipio analisado. Os autores também afirmaram que a elevada
prevaléncia de anticorpos para o virus detectada no estudo sugeria uma circulacao viral ativa
entre os animais, € as analises estatisticas indicaram que o transito e aglomeracao animal devido
a fatores inerentes a realidade do Pantanal, como por exemplo, as épocas alagadas em que os
animais se aglomeram, seriam fatores associados a transmissao do virus na regido. (SILVA ET
AL., 2014)

Amostras de equideos ndo vacinados provenientes do estado de Sao Paulo e de Mossor6
- Rio Grande do Norte, testadas por (FILLPSEN, 2013) por métodos sorologicos para H3NS e
H7N7, resultados positivos obtidos na inibi¢cdo da hemaglutina¢do para H3N8 foram de 100%
nos equideos de Sao Paulo. Nas amostras de Mossoro, resultados de soropositividade para
equinos e asininos foram de 94,7% e 88,9% respectivamente. Na ocasido, o nimero de cavalos
testados do estado de S@o Paulo foi de 84 e da cidade de Mossoro, 57 equinos e 174 asininos.

Em uma tese para obtengio de titulo de doutor escrita por OLIVEIRA JUNIOR (2018)
em que seu objetivo era o de contribuir para vigilancia da Influenza Equina no Pantanal Sul
Matogrossense, resultados de HI para virus H3N8 de 953 animais, em que 721 eram equinos €
232 muares, foi obtido resultados de prevaléncia agregada, ou seja, equinos e muares, foi de
8,8%. Dos 40 rebanhos estudados, foi visto que em 50% deles havia pelo menos um animal

positivo.
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Realizado por (DALY ET AL.,2021), um estudo retrospectivo de soroprevaléncia para
Influenza Equina em amostras de 850 cavalos, coletadas entre os anos de 2005 e 2017,
provenientes dos estados de: Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina, Mato Grosso, Espirito Santo,
Rio Grande do Sul, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, e Rondonia, foi encontrado um
percentual de 44,7% de cavalos sororreagentes para o virus A/equine/Richmond/1/07 (H3Ng)
em testes de hemolise radial simples.

Analises de sorologia para virus da Influenza Equina em pesquisas de anticorpos no

teste de inibicdo da hemaglutinagdo estdo dispostas no quadro 3.

QUADRO 3: Estudos sorologicos de subtipos virais da Influenza Equina

Pesquisa de Histérico de

Autoria Subtipo anticorpos no Estado vacinacio
teste de HI (%) ¢
H7N7f 77,75 AP, PA, RR, a
H3N8¢g 41,22 AM, AC e RO v
H7N7f 30,64 CE, PB v
H3N8g 24,79 e PE
Pagano et al. (1985) H7N7 61.72 . y
H3N8g 42,06
H7N7f 31,68
H3N8 42,91 PReRS nd
Loureiro et al., (2002) H3N8a 29,7 RJ nv
. H3N8a 30
Silva et al., (1999) H3N8e 1 MT/MS nd
. H3N8d 33,33
Mancini et al., (2004) H7N7e 55.55 SP nv
Oliveira et al., (2005) H3N8a 35,9 RJ nv
Diel et al., (2006) H3N8b 65,4 RS nd
Pena et al.. (2006) H3N8b 35,79 PA nv
. H7N7¢ 19,9
Aguiar et al., (2008) H3N8d 45 RO nv
Heinemann et al., H7N7c 55,6 PA v
(2009) H3N8d 76,5
H7N7c¢c 2,7
Cunbha et al., (2009) H3N8d 11 SP nv
Filippsen et al., (2012) H3N8d 54 PA/RN/SP nd
H7N7c¢c 91.66 Sp nd
Fillipsen., (2013) H3N8d 100 RN v
H3N8d 90.04
.. H7N7c 98.6
Mancini et al., (2014) H3NSd 9722 SP nv
Silva et al., (2014) H3N8d 45.2 MT nv

FONTE: ADAPTADO DE FAVARO E RICHTZENHAIN 2015

Legenda: a: A/eq/2/Miami/63, b: A/eq/Santa Maria/2/88, c¢: Aleq/SP/56, d: Aleq/SP/1/85; e:
A/eq/Fontainbleau/2/1989, f: A/eq/RJ/76, g: A/eq/GB/69 ND: ndo descrito; nv: ndo vacinado; nd: ndo disponivel.
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Poucos sdo os estudos com dados de levantamentos sorologicos em populagdes de
equinos assintomaticos em varias localidades no Brasil, mas mesmo sendo pouco em volume,
sugerem que a infeccdo com o virus da Influenza Equina se manifesta em situagao endémica.
(FAVARO E RICHTZENHAIN, 2015).

Sugestdes sobre a doenca e sua distribuicdo, foram alcangadas ndo somente em estudos
sorolégicos conduzidos com animais assintomaticos, mas também em estudos conduzidos
durante surtos como o realizado por (FAVARO E RICHTZENHALIN, 2015).

Além de poucos estudos sorologicos, que influenciam na vigildncia, o numero de
estudos de caracterizagdo do virus no Brasil ¢ quase nulo, com exce¢do dos conduzidos por

VILLALOBOS ET AL., 2013 e FILIPPNSEN ET AL., 2015).

433 Transmissio

Em cavalos, a infec¢do leva a doenga respiratoria e ¢ disseminada por aerossol, duas
linhagens de influenza A H3N8 sdo as maiores responsaveis. (CRAWFORD, P. C. ET AL.,
2006).

Segundo World Organization for Animal Health (WOAH), por sua natureza altamente
contagiosa, o VIE ¢ disseminado através do contato com animais infectados, sendo a tosse uma
forma de excrecao do virus. Os animais podem comegar a excretar o virus quando manifestam
febre mesmo antes de apresentarem outras sintomatologias clinicas.

A transmissao do virus também pode ocorrer através de mecanismos mecanicos de
transmissao através de materiais contaminados (fomites) como roupa, equipamentos, escovas
que sao utilizados por profissionais que trabalham com os equideos. (WOAH, 2022)

Um animal doente que adentre uma regido que possua populacdo suscetivel a doenga,
faz com que ela se espalhe rapidamente sendo capaz de causar surtos, por isso, aglomeragdes e

eventos podem ser fatores de risco para o surgimento de surtos. (WOAH, 2022)

4.3.3.1 Transmissdo e interagdo entre espécies

Infecgdes causadas por virus da Influenza Equina, ndo se limitam apenas aos equideos.
Estudos relatam que cdes se infectaram no Reino Unido e na Australia (SACK ET AL., 2019;
CRAWFORD ET AL., 2005; DALY ET AL., 2008).

Nos Estados Unidos, em 2004, identificou-se que uma variante do H3N8 equino foi o

agente causador de uma epidemia de doenga respiratoria severa em caes, marcando a primeira
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evidéncia de tal transmissdo interespécies para caes e que circula em alta transmissibilidade em
abrigos de cdes (CRAWFORD ET AL., 2005).

Durante o surto de IE que aconteceu na Australia em 2007, houve também surto
simultineo de influenza em caes (CRISPE ET AL 2011). Gatos foram infectados
experimentalmente com virus H3N8, apresentando sintomas respiratorios, com excrec¢ao viral
e transmissdo para outros gatos (SU ET AL., 2014)

Um dos surtos mais graves de Influenza Equina ocorreu na China e envolveu uma cepa
de VIE relacionada a uma cepa aviaria H3NS8. Esse surto teve uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 20% (GUO ET AL., 1992), mas o virus ndo se manteve na populacio equina.

Uma relagdo proxima entre essa cepa observada de VIE e as cepas aviarias H3N8 da
época levantam preocupagdes de que novos virus influenza de origem aviaria altamente
virulentos possam se adaptar aos cavalos e causar altas taxas de mortalidade no futuro. (GU ET
AL., 1995)

A transmissdo do virus H3N8 equino para outras espécies, resultou em infecgdes em
caes, (CRAWFORD ET AL., 2005) suinos (GU ET AL., 2009), gatos, (SU ET AL,2014) ja
tendo sido documentados, em humanos, mesmo que poucos, casos de exposi¢do ocupacional
ao virus da IE (ALEXANDER & BROWN, 2000). Evidéncias como estas demonstram a
capacidade do virus de romper as barreiras entre diferentes hospedeiros. Mesmo que os relatos
de infeccdo humana pelo VIE sejam raros e escassos, o risco de zoonoses ¢ de infec¢des
cruzadas entre espécies ¢ reconhecido. (KASEL&COUCH, 1969; BERRIOS, 2005;
CRAWFORD ET AL., 2005; ALEXANDER & BROWN, 2000).

4.3.4 Patogenicidade

A hemaglutinina (HA) ¢ uma proteina de membrana, caracterizada por ser uma
glicoproteina de superficie. E o principal antigeno da superficie dos virus influenza. Ela é
responsavel por ligar e fundir o virus a célula hospedeira. (WEBSTER, 1998)

A nivel celular, a replicagdo viral do virus influenza, se d4 em sua maioria nas células
respiratdrias dos humanos e mamiferos e em células intestinais das aves. O ciclo celular ocorre
apos o virus se ligar a célula alvo. A ligagcdo ¢ mediada pela HA, que se liga aos 4cidos sialicos
presentes nas glicoproteinas de superficie e que também ¢ responsavel pela hemaglutinagao
causada pelas particulas virais quando incubadas em hemacias. HAs de virus influenza em
humanos e em equinos se ligam preferencialmente em receptores sialicos 02,6 € a maioria dos

virus influenza aviaria se ligam em receptores 02,3. (YAMADA, 2006 E VAN RIEL, 2006).
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Apbs a ligacdo, o virus ¢ internalizado no endossoma da célula, que sofre alteragdes
como por exemplo no pH, que ativa alteragcdes conformacionais nas HA virais que induzem a
fusdo do envelope viral a ao endossoma da célula hospedeira. (KRAMMER, 2018).

Dentro da célula do hospedeiro, a replicagao viral acontece promovendo a liberagao da
progénie viral da célula hospedeira, se espalhando rapidamente pelo trato respiratorio. A morte
celular ¢ causada pela replicacdo celular principalmente em fungdo do apoptose que ocorre.
(LIN ET AL., 2001)

A neuraminidase (NA) ¢ uma glicoproteina de superficie, o segundo principal antigeno
de superficie, que se acredita estar envolvida em papéis importantes tais como a clivagem da
ligacdo do acido sialico, gerando redugdo do &cido sidlico presente no muco, causando
diminuicdo da viscosidade da mucina facilitando o acesso as células epiteliais. Sdo
reconhecidas também por facilitar a saida das progénies geradas pela replicagdo, facilitando a
disseminagdo do virus no hospedeiro (AIR GM, 1989; WEBSTER, 1998)

A redugdo da depuracdo mucociliar, além da ruptura das camadas superficiais do
epitélio respiratdrio cursam com a predisposicao do o animal infectado ao desenvolvimento de
infec¢des secundarias, como broncopneumonia bacteriana (NICHOLSON ET AL., 1998), isso
se deve ao fato do Virus da Influenza se conectar a célula epitelial respiratoria, penetrando
através do processo de endocitose mediada por receptores.

A HA e a NA sdo altamente mutaveis sendo essas mutagdes em resposta a pressao

imunologica realizada pelo hospedeiro. (WEBSTER, 1998).

4.3.5 Sinais clinicos

Os sintomas causados pela infec¢dao pelos VIE (H7N7 e H3NS), embora similares, se
apresentam de forma mais severa quando a infeccdo ¢ causada pelo H3NS8. O VIE se espalha
pelo trato respiratdrio, causando danos nas células epiteliais respiratorias devido a apoptose
induzida pelos virus, comprometendo a depuragao mucociliar do animal infectado, predispondo
a infecc¢des bacterianas secundarias. (LANDOLT, 2014)

O periodo de incubagdo do virus usualmente depende do status imunoldgico dos

animais, podendo variar de 18 horas a 5 dias (em situagdes experimentais) € pode ser muito
curto (24 horas) em animais nunca expostos a0 VIE (CULLINAE & NEWTON, 2013).
A febre € o primeiro sintoma presente, com picos de temperatura corporal entre 48 ¢ 96

horas apos a infeccao. Um segundo pico de febre pode ocorrer aproximadamente 7 dias apos a

infeccdo. Anorexia, letargia, descarga nasal e tosse sdo sintomas comuns. Inicialmente a
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secrecdo nasal se apresenta de forma serosa, que posteriormente pode se tornar mucopurulenta.
Tosse seca, aspera e persistente pode ocorrer, contudo a tosse pode persistir por varios dias
podendo levar até seis meses para que os cavalos voltem ao seu potencial maximo. Casos com
baixa gravidade tendem a se resolver entre 1 a 2 semanas. Sem o descanso adequado, os
sintomas clinicos dos animais podem perdurar. (LANDOLT, 2014; DALY ET AL., 2021,
WOAH, 2024.)

Em primeiras infecgdes, os trés sintomas mais comuns da IE sdo: febre (picos de 42°C),
secrecdo nasal serosa a mucopurulenta e tosse seca. Outros sintomas incluem depressdo,
anorexia, mialgia, edemas de membros ¢ aumento de linfonodos submandibulares. Alteragdes
hematologicas ndo especificas incluem anemias, leucopenia e linfopenia. (DALY ET AL, 2011)

Segundo a WOAH, entre os anos 2020 e 2022, os principais sintomas encontrados em
populagdes nao vacinadas incluiram febre, secrecao nasal, tosse, linfadenopatia conjuntivite e
letargia.

Embora raramente fatal, as complicacdes como pneumonia sdo comuns, levando a
quadros longos de debilidade em cavalos, e a morte pode acontecer devido a pneumonia,
especialmente nos potros (WOAH, 2024)

Se um cavalo possuir algum nivel de imunidade contra o VIE, seja por vacinagdao ou
infeccdo prévia, a imunidade gerada tende a reduzir a gravidade da doenga ou resulta em um
animal sem sinais clinicos, mas que ainda sim € capaz de excretar o virus, caracterizando as

infec¢odes subclinicas (THOMAS CHAMBERS, 2022)

4.3.6 Diagnostico

O diagnostico de uma infecgdo por IE geralmente € alcangado através da identificagdo
de antigenos virais ou material genético contido em amostras de swab nasal. No entanto, o virus
pode ser detectado indiretamente através de ensaios sorologicos que destacam a presenca de
anticorpos para IE no soro de um individuo.

Comparagdes entre amostras agudas e convalescentes (coletadas no inicio dos sinais
clinicos e cerca de 2 semanas depois) sdo necessarias para determinar a recente soroconversao.
O diagnéstico sorologico ¢ um complemento 1til para testes diretos de antigenos virais ou
material genético para confirmar se a influenza ¢ a causa da doenga.

A replicacdo viral € transitdria e, portanto, a deteccdo viral pode ndo ser mais possivel

quando os sinais clinicos comecam a ser aparentes, especialmente em animais parcialmente
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protegidos pela vacinagdo. Quando a vacinagdo ¢ empregada, os ensaios sorologicos podem
indicar possiveis casos de falha vacinal. (KINSLEY ET AL., 2016)

A WOAH em seu Manual de Testes Diagndsticos € Vacinas para Animais Terrestres,
elenca as diversas possibilidades para o diagnostico da Influenza Equina. Sendo elas
compiladas em uma tabela, sendo separados por diagnoésticos diretos (em que se tem a detecgao
do virus ou parte conservada) ou indiretos (teste sorologicos).

A finalidade e o proposito para utilizagao de cada método diagndstico sdo previstos pela
WOAH, de acordo com a tabela abaixo, direcionando qual o melhor teste diagnostico deve ser

utilizado para cada ocasiao.

QUADRO 4: Métodos disponiveis para o diagnostico da Influenza Equina.

Finalidade
~ Animal livre I Lo Estado Imune
Método Populagdo . N Contribuigdo ~ Vigilancia - . S
. de infecgdo re: Confirmagdo P pos vacinagao —
livre de para politicas Prevaléncia o
. > antes do . de casos - individuo ou
infecgdo .. de erradicacdo [ de Infeccdo ~
transito clinicos populacdo
Identifica¢iio do Agente!
Isolamento Viral - + - ++ - -
Real time RT-PCR - +++ +++ -+ -+ -
RAD - + - ++ + _
Captura de
Antigeno - ++ ++ +++ ++ -
ELISA
Identificacfo resposta imune
IH ++ 42 - +++2 -+ ++
SRH ++ 42 - +++2 -+ -+
ELISA ++ + ++b +a ++ +

FONTE: ADAPTADO DE WOAH TERRESTRIAL MANUAL, 2019

Legenda: +++ método recomendado; ++ = método adequado; + = pode ser utilizado em algumas situagdes, mas o
custo, confiabilidade ou outros fatores limitam severamente sua aplicag@o; - = nao apropriado para este fim.
Embora nem todos os testes listados como categoria +++ ou ++ tenham passado por validagdo formal, sua natureza
rotineira e o fato de terem sido amplamente utilizados sem resultados duvidosos os torna aceitaveis.

RT-PCR = reagdo em cadeia da polimerase com transcrigdo reversa; RAD = detec¢do de antigeno rapido; HI =
inibigdo da hemaglutinacdo; SRH = hemolise radial unica; ELISA = ensaio imunoenzimatico.

a Teste de amostras em pares requerido; b pode ser util para DIVA (detecgdo de infeccdo em animais vacinados)
quando usado com vacinas apropriadas.

4.3.6.1 Hemaglutinacao e inibicao da hemaglutinacao.

Descrito pela primeira vez por Hirst 1941, o fendmeno da hemaglutinacdo pelo virus da
influenza ocorreu em ovos inoculados com um tipo de virus influenza, em que durante a coleta
do liquido alantoide, foi percebido a aglutinacao de hemacias que foram liberadas no processo
da coleta.

A partir desse evento, foram desenvolvidos por testes de hemaglutinagio (aglutinagio

de hemadcias), conhecidos pela sigla HA , que tinham como premissa evidenciar a presenca de
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virus capazes de realizar a hemaglutinacdo e o teste de Inibi¢ao da Hemaglutinagao reconhecido
pela sigla IH ou HI, em que o objetivo ¢ determinar a presencga ou auséncia de anticorpos
inibidores da hemaglutinacdo viral, posteriormente as primeiras descri¢des estes testes
passaram por diversos aprimoramentos (HIRST, 1942)

A glicoproteina de superficie hemaglutinina (HA), expressa na superficie do virus,
interage com receptores de acido sidlico nas superficies das células, incluindo os globulos
vermelhos. Esta interacdo entre o virus da gripe e as hemadcias resulta em hemaglutinacao
(Hirst,1942). Anticorpos direcionados contra o HA interrompem ou inibem esta interacao.
Assim, o ensaio HI quantifica os anticorpos capazes de prevenir a aglutinagdo de globulos
vermelhos induzida pelo virus.

O teste de inibi¢do da hemaglutinagdo (IH) ¢ um ensaio extremamente confiavel para a
tipagem, subtipagem e determinacdo das caracteristicas antigénicas de isolados virais de
influenza, desde que os anti soros de referéncia utilizados contenham anticorpos contra os virus
que estdo atualmente em circulacdo. Entre as desvantagens deste teste estdo a necessidade de
remover inibidores inespecificos de hemaglutinacdo que ocorrem naturalmente nos soros.

Contudo, o teste IH permanece como o ensaio de escolha para a vigilancia global da
influenza e para determinar as caracteristicas antigénicas de isolados virais de influenza
(OMS,2011), além de amplamente utilizado para a vigilancia, caracterizagdo, ¢ também

empregado em estudos epidemiologicos do virus da influenza. (BIBBY ET AL., 2022).

4.3.7 Vacinagao

A prevencdo e controle da Influenza Equina baseiam-se principalmente em
procedimentos de biosseguranca e vacinagdo. (PARK ET AL., 2009)

A vacinagao contra a Influenza Equina tem sido praticada desde a década de 1960, mas,
apesar de as vacinas terem melhorado consideravelmente desde entdo, continuam a existir
problemas relacionados a falha de eficacia em condigdes de campo (PARK ET AL., 2003).
Modelagem matematica tem sido utilizada para demonstrar que a vacinagdo de cerca de 40%
de uma populag@o equina com uma vacina eficaz contra a gripe Equina reduzird a transmissao
do virus suficientemente para proporcionar imunidade de rebanho. (PARK ET AL., 2009)

Adicionalmente, a vacina¢ao raramente induz a mesma imunidade que a infeccao
natural, e os anticorpos induzidos pela vacina podem ndo persistir por muito tempo, o que ¢
particularmente verdadeiro para vacinas baseadas em virus inativado. A mesma modelagem

que sugere a vacinagdo de 40% de uma populacdo para garantir a prote¢do, demonstrou que,
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quando ha uma incompatibilidade antigénica entre a cepa da vacina e a cepa desafiadora,
mesmo niveis muito altos de anticorpos podem nao oferecer prote¢do, € mais animais devem
ser vacinados para alcangar a imunidade do rebanho. (PARK ET AL., 2009)

Em contraste, vacinas que utilizam virus vivo modificado e tecnologias de vetor
recombinante (por exemplo, vacinas baseadas em virus da variola) estimulam respostas imunes
humoral e celular, e mimetizam mais de perto a imunidade eliciada por infec¢do natural (PARK
ET AL., 2009)

A imunizagdo ¢ reconhecida como uma estratégia eficaz no controle da Influenza
Equina, assegurando prote¢ao pela indugdo de anticorpos dirigidos as glicoproteinas virais de
superficie, em particular a hemaglutinina (HA). A relevancia dos anticorpos contra a
neuraminidase (NA) no caso do virus da Influenza Equina (VIE) ¢, contudo, menos evidente.
No entanto, acredita-se que os anticorpos contra a NA da influenza humana desempenhem um
papel na imunidade protetora, havendo uma associa¢do entre titulos neutralizantes e a
diminui¢do da excre¢do viral em modelos com pequenos animais (MURPHY ET AL., 1972;
BRETT E JOHANSSON, 2005).

Nos paises onde o virus da Influenza Equina ¢ endémico, as perdas econdmicas devido
a influenza podem ser minimizadas pela vacinacdao de cavalos que estdo frequentemente em
circulacio (CULLINANE, 2013). A Organizacdo Mundial da Saide Animal (WOAH) ¢
responsavel por recomendar quais subtipos virais devem ser incluidos na producdo de vacinas
para equideos. Em julho de 2022, a WOAH, no Painel de Vigilancia Especializado sobre a
Composi¢ao da Vacina contra a Influenza Equina, orientou que ndo € necessario incluir o H7N7
ou virus da linhagem Eurasiana nas vacinas, por ndo terem sido detectados por muitos anos na
vigilancia, entendendo-se que ndo estdo circulando. Segundo a WOAH, as vacinas devem

conter virus da linhagem Florida, Clado 1 e Clado 2.

5 EQUIDEOCULTURA NO BRASIL

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em seu tltimo censo de 2022,
afirmou que o Brasil possui um rebanho de equinos composto por 5.834.544 cabecas,
espalhadas por mais de 1.170.696 estabelecimentos (2017) no territério brasileiro. Minas Gerais
tem grande importancia nesse setor, sendo o maior produtor de equinos do pais em 2022.

Dados sobre a produgdo de asininos e muares apontam que existem 376.874 cabecas de

asininos (2017) em 238.504 estabelecimentos, sendo o maior produtor o estado da Bahia (2017).
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A Bahia também ¢ o maior produtor de muares (mulas e burros), sendo o rebanho nacional
composto por 615.498 cabecas distribuidas em 282.628 estabelecimentos, segundo o IBGE

A Revisdao do Estudo Complexo do Agronegécio do Cavalo realizada pelo (MAPA,
2016), afirma que o agronegocio do cavalo deve ser analisado de forma mais complexa, por
envolver varios setores de atividades, como industrias farmacéuticas ¢ de alimentagdo/nutri¢ao
animal. Pesquisas e laboratdrios movimentam também o mercado, assim como as areas de
prestacdo de servigos, ferrageadores, equitadores, profissionais de lida direta com os equideos,
transportes e eventos.

Neste mesmo estudo, foi enfatizado a dificuldade em obter-se dados confiaveis sobre a
equideocultura, trazendo que os dados mais recentes sdo as do Censo Agropecudrio de 2006,
que afirmava que a maior parte do rebanho de equinos (72%), € utilizado para trabalho e estdo
associados a outras atividades pecuaria, como a criagao de bovinos. As mesmas fontes dizem a
respeito dos animais de tragao e da necessidade de destacar sua relevancia no cenario brasileiro,
que por diversos motivo, mas destacando a escala de muitas propriedades e a declividade de
algumas area, fazendo com que, a tracdo animal representa cerca de 25% da forga total (animal
e mecanica) utilizada nas propriedades rurais, tendo 3,9 milhdes de equinos em atividades de
lida.

Ainda sobre os animais de lida, o estudo afirma que sdo animais que tradicionalmente
recebem poucos cuidados, em geral criados a pasto € que os cuidados recebidos quase se
limitam as aplicagdes de vermifugos. Sobre o preco desses animais, o estudo aponta que seu
valor possui um pre¢o bem inferior ao que se costuma observar nos centros urbanos (em que se

utiliza animais para lazer e esporte como referéncia), atingindo em média R$ 700,00 por animal.

5.1 PROGRAMA NACIONAL DE SANIDADE DOS EQUIDEOS (PNSE)

Instituido em 2008 através da Instrucdo Normativa N° 17, de 8 maio de 2008, pelo
Ministério da Agricultura e Pecuaria, o PNSE tem como objetivo o fortalecimento do complexo
agropecuario dos eqiiideos, por meio de a¢des de vigilancia e defesa sanitaria animal. (MAPA,
2008), tendo como estratégias para prevenir erradicar e controlar as doencas dos equideos as
atividades de educagdo sanitaria, estudos epidemiologicos, fiscalizacdo e controle de transito
de equideos, cadastramento, fiscalizacdo e certificagdo sanitaria de estabelecimentos,
intervencao imediata quando da suspeita ou ocorréncia de doenga de notificagao obrigatdria.

O sistema de vigilancia epidemioldgica proposto pelo PNSE, ¢ fruto de um trabalho

realizado em conjunto com os Sistemas de Vigilancia Oficiais (SVO) em cada esfera, seja ela
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federal, estadual e municipal, juntamente com a comunidade que ¢ representada pelos
proprietarios de equideos, veterinarios e profissionais que atuam em laboratorios, instituigdes
de ensino ou pesquisa agropecuaria.

Preocupagdes com doengas de notificacdo obrigatoria que sdo listadas pela WOAH,
(QUADRO 5) sao justificadas por se apresentarem como situagcdes que possam Vir a
comprometer a sanidade do rebanho equideo nacional, a economia, o0 meio ambiente ou que

possam ser riscos para a saude publica.

QUADRO 5: Doengas equinas de notificacdo obrigatoria

Doengas de notificacdo obrigatéria

Metrite Equina Contagiosa
Dourina

Encefalomielite Equina (Ocidental)

Anemia Infecciosa Equina

Piroplasmose Equina

Infeccdo por Burkholderia mallei (Mormo)
Infeccao pelo virus da doenga do cavalo africano

Infeccao pelo herpesvirus equino-1 (Rinopneumonite Equina)
Infecgdo pelo virus da arterite equina
Infecgdo pelo virus da Influenza Equina

Encefalomielite Equina Venezuelana
FONTE: WOAH,2022

O PNSE também dispde a respeito do transito, transporte e aglomeragdes dos equideos,
que prevé a vacinacgao para Influenza Equina como obrigatoria, sendo necessario o atestado de
vacinacao para a emissao da Guia de Transito Animal, permitindo o0 movimento dos animais
para diferentes finalidades.

Em Minas Gerais, a Portaria 1270, de Maio de 2012, do Instituto Mineiro de
Agropecuaria, estabelece que a participacao de equideos em eventos e outras aglomeragdes esta
condicionada a apresentacdo de atestado de vacinagdo contra o Virus da Influenza Equina,
atestado de auséncia de sintomatologia clinica de doenga respiratoria nos ultimos 30 dias no
estabelecimento de origem do animal, exames negativos para outras doengas de notificagao
obrigatoria como Anemia Infecciosa Equina (AIE) e Mormo, seguindo as diretrizes do PNSE

A revisdo sobre o estudo complexo do agronegdcio do cavalo (MAPA, 2016), chama a
atencdo para a defesa animal e os desafios enfrentados, se apresentando com uma situacao de
grande complexidade, mas sendo possivel identificar a escassez de recursos como uma das

causas principais para as dificuldades enfrentadas para a defesa animal.
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5.2 CARROCEIROS

Pela definicdo do dicionario Michaelis, carroceiro ¢ definido como “condutor de
carroga” ou “o que faz fretes com carroga".

Em Belo Horizonte os carroceiros fazem parte da dindmica da cidade. Os equideos sdo
instrumento de trabalho e fonte de renda, sendo muitas vezes mantidos em terrenos proximos
as moradas dos seus tutores e circulando de maneira frequente pela cidade. A proximidade
desses animais com a populagcdo e com outros animais, além da livre circulagdo pela area
urbana, devem ser levados em consideragdo ao analisar a dinamica pelo prisma da vigilancia e
defesa animal.

Os animais utilizados para a atividade carroceira se enquadram nos animais utilizados
para lida, forca ou tragdo, sendo caracterizados por serem animais de baixo valor agregado e
possuindo pouco cuidado quando comparados a animais que exercem outras fungdes no setor
da equideocultura, tendo como referéncia o que foi abordado no Estudo Complexo do
Agronegocio do Cavalo (MAPA, 2016)

A Comunidade Tradicional Carroceira de Belo Horizonte e Regido Metropolitana relata
que a atividade ¢ formada por milhares de familias que constroem suas vidas a partir do trabalho
nas carrogas, em conjunto com seus companheiros animais (cavalos, jumentos ¢ mulas). A
Associagdo dos Carroceiros e Carroceiras Unidos(as) de Belo Horizonte e Regido
Metropolitana (ACCBM), v¢ a atividade dos carroceiros ndo apenas como uma fonte de renda,
¢ uma forma de vida em que o trabalho nas carrogas realizado entre humanos e animais passa

de geracdo para geragdo ¢ mantém a vida das familias.

FIGURA 3: Carroceiros de Belo Horizonte.
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Desde a década de 1990, politicas publicas reconheceram a importancia dos carroceiros
a carroceiras para a vida nas cidades, como agentes ambientais, atuando em recolhimento de
entulhos, restos de obras, residuos fazendo o descarte dos materiais recolhidos em locais
publicos que foram criados para que os carroceiros destinem de forma adequada os residuos
que transportam.

Estes lugares receberam diversos nomes, como Unidades de Recebimento de Pequenos
Volumes (URPVs), em Belo Horizonte e na regido metropolitana.

A Superintendéncia de Limpeza Urbana conta com 34 unidades ativas de (URPVs),
distribuidas em 9 regionais, sendo elas Barreiro, Centro Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, Norte,

Oeste, Pampulha e Venda Nova.

FIGURA 4: Mapa das Regionais Administrativas de Belo Horizonte.
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A Prefeitura de Belo Horizonte (PBH) relata que no ano de 2017 foram contabilizadas
300 mil viagens de residuos até as (URPVs), entre elas de caminhonete, carrinho de mao e
carroca de todas essas viagens, 160 mil eram de carroceiros, o que correspondia a 47% do total
registrado. Ainda em 2017, foram recolhidas nas unidades 142 mil toneladas de residuos.

No ano de 2023 foram recolhidas 138.710 toneladas de residuos nas URPVs, em que os
carroceiros tiveram participagdo no recolhimento dos residuos.

De acordo com a Lei de Acesso a informagdo, a PBH relatou que agdes de cadastramento
sdo realizadas com os carroceiros em parceria com a (SLU) que conta com 251 carroceiros
registrados e um total de 251 carrogas emplacadas.

Dados a respeito do tamanho do rebanho de carroceiros em Belo Horizonte sdo escassos,
mas sabe-se da importancia e da complexidade da questdo na regido metropolitana.

Tragando um paralelo com o que ocorre em outros paises, na China cavalos e jumentos
coexistem em grandes populacdes em situagdes semelhantes a dos carroceiros, considerados
como animais de trabalho que estdo misturados com a populagdo humana, sendo considerado
um fator que aumenta a preocupacao em relacdo ao estabelecimento dos virus H3N8 nos
jumentos, gerando risco em questdes econdmicas do pais. (H. YANG ET AL., 2017)

Na Nigéria, jumentos operam nos mercados locais fazendo transporte de humanos de
vilas por toda a fronteira da Nigéria com a Republica de Niger, podem ter sido a explicagdo
para a disseminac¢do do surto enfrentado (SHITTU ET AL., 2020). Esses animais que fazem
rotas para migracdo dos humanos entre a Nigéria e Republica de Niger, também sao
transportados e mantidos juntos, situacdo que se assemelha a dos carroceiros. No mesmo estudo
conduzido por (SHITTU ET AL., 2020), ele chama atencdo para a importancia para introdugao
e reintroducdo da Influenza Equina devido a caracteristicas peculiares na agroecologia,
comércio de animais vivos e produtos de origem animal dentro e fora das fronteiras

Pelas caracteristicas da populacdo carroceira atreladas a sugestdo feita por (FAVARO
E RICHTZENHALIN, 2015), que diz que o virus da Influenza Equina est4 espalhado de forma
endémica pelo Brasil, estudos soroldgicos em uma populagdo ndo vacinada pertencente a uma
regido metropolitana, pode ser fundamental para validar o que foi sugerido e contribuir para a

vigilancia epidemioldgica proposta pelo PNSE.
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6 MATERIAL E METODOS
6.1 AMOSTRAGEM

As amostras testadas fazem parte do banco de soro do Projeto Carroceiros, um projeto
de extensdo desenvolvido pelo Setor de Clinica de Equinos, da Escola de Veterinaria da UFMG,
desde 1997, em parceria com a Secretdria de Limpeza Urbana da Prefeitura de Belo Horizonte.
O projeto atua com os equideos de tragao em unidades de recolhimento de materiais reciclados
que sdo distribuidos por toda a cidade de Belo Horizonte. O projeto promove agdes que vao
desde a conscientizacdo dos carroceiros sobre como descartar os materiais até os cuidados
basicos com a saude dos animais.

Semestralmente, alunos da Escola de Veterinaria, visitam as URPV (Unidades de
Recebimento de Pequenos Volumes) representada na FIGURA 5, que s3o os pontos de encontro
e de descarte dos materiais recolhidos pelos carroceiros e localidade que recebe a visita do

projeto.

FIGURA 5: URPV Flavio de Oliveira em 2015
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Na data marcada ¢ feita a imunizacdo contra raiva nos equideos de tracdo, além de
realizacdo de coleta de sangue e soro dos animais participantes do Projeto. Para que sejam
identificados, os animais possuem numero de cadastro, que ¢ realizado pelos alunos e também
sdo marcados com o nimero de cadastro para que a identificagdo seja facilitada. A Escola de
Veterinaria, através da Clinica de Equinos da UFMG, realiza também atendimentos veterinarios
para os animais do projeto sempre que necessitam de maneira menos onerosa e acessivel.

O cadastramento, marcagao e identificacao estao exemplificados na FIGURA 6.

FIGURA 6: Visita a URPYV Flavio de Oliveira em 2015

FONTE: ARQUIVO PESSOAL

Legenda: A: fichas de cadastro com documentos dos carroceiros B: Coleta de sangue na jugular. O sangue é
processado e as amostras obtidas fazem parte do banco de soros. C: marcag@o com nitrogénio liquido. D: vacinagao
antirrabica

Apesar da existéncia de fichas de cadastro dos animais pertencentes ao Projeto
Carroceiros, ndo foi possivel ter acesso a informagdes como espécie, raca, idade. Nao foi
possivel também ter acesso ao historico em relagdo a atendimentos veterinarios desses animais,

o que dificulta a analise da situacdo de possiveis doengas infectocontagiosas que possuam
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manifestagdes clinicas diagnosticaveis. Sabe-se que nessa populacdo fatores econdmicos
podem ser dificultadores ndo somente para atendimento médico veterinario, mas também em
execu¢do de protocolos sanitarios. Esses animais recebem durante o projeto somente a
vacinacao para a raiva, nao sendo vacinados para Influenza Equina e os tutores desses animais
ndo vacinam esses animais para a gripe devido ao custo alto as vacinas possuem para realidade
em que estdo inseridos.

O banco de soro do Projeto Carroceiros ¢ composto de amostras coletadas durante
visitas anuais em cada URPV.

Para o estabelecimento do perfil sorologico desses animais, as amostras pertencentes ao
banco de soro do Projeto Carroceiros, coletadas durante 2010 e 2017 foram separadas e
identificadas por ano. Apoés a separagao das amostras de cada animal, todas as amostras viaveis
passaram por testagem com objetivo de estabelecer o perfil sorologico dos animais no intervalo
de tempo determinado.

As amostras utilizadas passaram por protocolo de tratamento e teste utilizado para
confec¢do do perfil sorologico, foi o diagnostico indireto de Inibicdo da Hemaglutinagdo e
tratamento com Kaolin e hemécias de galo, com o objetivo de pesquisar anticorpos
neutralizantes para o virus H3N8, seguindo o preconizado no Manual de Testes Diagnosticos e
Vacinas para Animais Terrestres, da WOAH edigao 2019.

Devido ao longo tempo de armazenamento dessas amostras, muitas delas ressecaram,
sendo entdo descartadas por ndo serem amostras viaveis para o teste, com isso, 745 soros foram

testados.

6.2 SEPARACAO E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram separadas de acordo com o ano em que foram coletadas. Foi
realizado o descongelamento e a aliquotagem em que cada amostra recebeu a etiqueta de
identificacao que tinha 8 niumeros. Os quatro primeiros relacionados ao ano da coleta e os 4

ultimos sendo o nlimero de identificagdo gerado pelo projeto.

FIGURA 7: Exemplo de etiqueta de uma amostra de 2012.

2012 XXXX
Ano da coletad L.N° de identificacdo do animal

FONTE: DADOS DA PESQUISA
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Todas as amostras vidveis passaram pelo processo de tratamento e as amostras

desidratadas devido ao tempo de conservagdo foram descartadas.

6.3 INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO

O teste de inibi¢dao da hemaglutinacdo foi realizado de acordo com WHO (2002), com
algumas modifica¢des. Duzentos ulL de soro foram inativadas a 560C, durante 30 minutos e
tratadas com caolim a 20% em solugdo tampao fosfato (PBS1x), 001M, pH 7,4, para remoc¢ao
de anticorpos inespecificos.

Apos esse tratamento, foram feitas dilui¢des em duplicata, seriadas na base 2, em placas
de fundo “V” com 96 pocos.

O virus vacinal contendo 4 unidades hemaglutinantes (UHA) foi adicionado aos pogos
da placa.

Apo6s 1 hora de incubagdo a temperatura ambiente, suspensdo de hemécias de peru a
0,5% foram adicionados as placas.

Ao fim de 30 minutos, foi realizada a leitura. Titulos de anticorpos de cada amostra
foram determinados como a reciproca da maior diluicdo na qual nenhuma hemaglutinacao foi
observada.

Amostras com titulos inibidores da hemaglutinacdo iguais ou maiores que 40 sdo
consideradas positivas. Os titulos classificados em < 20= negativo; 40-80= baixo; 160-320=

médio; >640= alto.

6.4 VIRUS

A amostra A/equine/Miami/69 ¢ uma amostra vacinal, representante do subtipo viral
H3N8 FC-1, que foi utilizado como antigeno viral no HI. Essa amostra foi gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Paulo Pelegrino do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

O virus foi amplificado em linhagem continua de células epiteliais Madin-Darby Canine
Kidney Epithelial Cells (MDCK) no Laboratorio de Pesquisa em Virologia Animal da UFMG
(LPVA-UFMGQ), at¢ atingir titulagdes e quantidade suficientes para realizacdo do HI em todas
as amostras testadas.

As células MDCK foram mantidas em garrafas de cultivo celular contendo meio DMEM
e 10% de soro fetal bovino (SFB). Para a inoculacdo viral, foi utilizado meio de infecgdo
contendo indculo adicionado de 2ul/mL de Tripsina tratada com TPCK (Sigma-Aldrich) e

albumina bovina (BSA) 10%. Apds 24 a 48 horas de cultivo em estufa a 37°C, o sobrenadante



44

foi coletado, clarificado por centrifugacdo a 5000 rpm durante 20 minutos e armazenado a -

80°C até o uso.

FIGURA 8: Aliquota do virus H3N8 FC-1 A/EQUINE/MIAMI/69 utilizado apds amplificagdao
em células MDCK

FONTE: ARQUIVO PESSOAL

6.5 ANALISE DE DADOS E ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico R versdo 4.0.3. As
informagdes sobre diagndsticos positivos e negativos, bem como o grau de positividade em
relacdo aos resultados de titulagdo, durante o periodo de 2010 a 2017, foram submetidas a
analises descritivas, representadas em graficos de barras para ilustrar as percentagens.

Para a comparacdo das proporcdes de casos positivos e negativos, empregou-se o teste
ndo paramétrico de Exato de Fisher, com corre¢do de Bonferroni. Quanto a analise comparativa
dos anos em relagdo ao grau de positividade das amostras, foi utilizado o teste ndo paramétrico
do Qui-quadrado, também com corre¢ao de Bonferroni. O teste estatistico foi feito assumindo
um nivel de significancia de 5%.

No entanto, devido ao baixo tamanho da amostra em 2012 e a baixa frequéncia de
amostras com "baixa titulagao" em 2010, ndo foi possivel realizar comparagdes estatisticas entre

esses dois anos.
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7 RESULTADOS

Foram testadas 745 amostras de equideos de tracdo provenientes da regido
metropolitana de Belo Horizonte. Todas essas amostras sdo pertencentes a soroteca do Projeto
Carroceiros da UFMG, coletadas nos anos de 2010 a 2017. A tabela 2 apresenta todas as
amostras submetidas a HI, de acordo com cada ano testado

Das 745 amostras testadas, 357 amostras apresentaram resultado positivo, o que
representa um percentual 47,92% de amostras positivas no teste de inibi¢do da hemaglutinagao,
a proporgao foi representada na tabela de propor¢ao de diagnosticos positivos e negativos entre

os anos de 2010 a 2017.

TABELA 2: Amostras submetidas a HI, de acordo com cada ano testado.

Ano Numero de amostras submetidas a HI
2010 117
2011 31
2012 3
2013 36
2014 104
2015 260
2016 110
2017 84
TOTAL 745

FONTE: DADOS DA PESQUISA

GRAFICO 1: Propor¢io de diagndsticos positivos e negativos entre os anos de 2010 a 2017.

47,92%

= Positivo

= Negativo
52,08%

FONTE: DADOS DA PESQUISA
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As variagoes das titulagdes também foram analisadas. Os titulos foram classificados em
<20=negativo; 40-80=baixa; 160-320=média; >640=alta, obtendo-se resultados de que 62,76%
das amostras positivas tiveram resultados de altas titulagdes, com titulagdo maior ou igual a
640.

Amostras com titulagdes com resultados medianos em relacdo a titulagdo representaram
12,41%, o que quer dizer que tiveram titulagdo entre 160 e 320.

Resultados de baixas titulagdes obtiveram resultados entre 40 e 80, o que representou
24.82% das amostras testadas.

Como representado na figura de proporcao de diagndsticos positivos e as variagdes de

titulagdo para os testes de HI nas amostras dos anos de 2010 a 2017.

GRAFICO 2: Propor¢do de diagndsticos baixa, média e alta titulacdo entre os anos de 2010 a
2017.

62,76%
® Baixa Titulagao
= Média Titulagao

= Alta Titulacdo

FONTE: DADOS DA PESQUISA

Foi possivel também comparar as amostras negativas com as variagdes de baixa, média
e alta titulacdo. Amostras negativas representaram 49.59% das amostras testadas e amostras
fortemente positivas representaram 31.64% das amostras positivas, sendo demonstrada na
figura de proporcao de diagndsticos negativo, baixa titulacdo, média titulagao e alta titulagao

entre os anos de 2010 a 2017
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GRAFICO 3: Propor¢io de diagnosticos negativos, baixa, média e altas titulagdes dos
resultados das amostras testadas dos anos de 2010 a 2017.
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FONTE: DADOS DA PESQUISA

Durante os anos de 2010 a 2017, houveram variagdes em quantidade de amostras
testadas, soropositividade e titulagao.

Em relagdo a positividade, as amostras obtiveram proporgdes podendo ser observada no
grafico de propor¢do de diagndsticos negativos e positivos entre os anos de 2010 a 2017
de: 2010 99.15% (116/117); 2011 96.77% (30/31); 2012 100% (3/3); 2013 (8/36) 22.22%;
2014 (86/104) 82.09%; 2015 (65/260) 25%; 2016 (40/110) 36.36% e 2017 (9/84) 10.71%.

Foi possivel também analisar a varia¢ao das titulagcdes obtidas em cada ano através do
grafico de distribuicdo de diagnosticos entre os anos de 2010 e 2017.

Em 2010 95,69% das reagdes tiveram altas titulagoes e 4.31% médias titulacdes. Em
2011, 93,55% tiveram altas titulagdes e 3.23% média e 3.23% baixa.

Em 2012 apresentou 100% resultados com altas titulagdes, valendo ressaltar que apenas
3 amostras foram testadas pertencentes a esse ano.

Em 2013 demonstrou de 50% dos positivos tiveram alta titulacdo, 8.33% média e
41,67% consideradas baixas titulagoes.

Das amostras de 2014 88,64% sao correspondentes a altas titulagdes, 5.68% médias e
baixas 25%.

Das titulagdes de 2015 foram titulacdes consideradas baixas, seguidas de 14.06%

médias e 60.94% altas.
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No ano 2016,63.33% das titulagcdes foram altas, 13.33% média e 23.33% baixas.

O ano de 2017 ndo possui reagdes consideradas altas em relacdo a sua titulagdo, apenas
54.55% média e 45,5% baixa.

Relagdes entre baixas, médias e altas titulagdes do ano de 2012, ndo puderam ser
estabelecidas, pois neste ano houveram apenas 3 amostras vidveis que foram testadas e todas

tiveram altas titulagdes.

GRAFICO 4: Proporgio de diagndsticos negativos e positivos entre os anos de 2010 a 2017.
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GRAFICO 5: Variacdo das titulagdes entre os anos de 2010 a 2017.
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8 DISCUSSAO

Durante o processo das analises sorologicas das amostras coletadas de forma aleatéria
durante o periodo de 2010 a 2017, foram encontrados resultados positivos para Influenza
Equina em cavalos ndo vacinados pertencentes a uma populacdo especifica de equideos na
regido metropolitana de Belo Horizonte. Essa populacdo ¢ composta por equideos de tracgdo,
participantes do Projeto Carroceiros, realizado pela Escola de Veterinaria da UFMG.

A prevaléncia de anticorpos para o EIV H3N8 em testes de HI na populacdo estudada
em Belo Horizonte foi estimada em 47,92% (357/745), com variacdes de titulagdo entre 40 e >
2560. Este ¢ o primeiro estudo retrospectivo de soroprevaléncia de anticorpos inibidores da
hemaglutinac¢do para o virus da Influenza Equina, subtipo H3N8, sublinhagem Florida Clado 1,
realizado em Belo Horizonte, Minas Gerais em uma populagdo de equideos de tragdo. Sabe-se
que os principais alvos dos anticorpos neutralizantes sdo as glicoproteinas de superficie, sendo
a hemaglutinina (HA) o principal alvo dos anticorpos protetores induzidos pela infeccdo e
vacinacao (DALY, 2021).

O teste de inibi¢do da hemaglutinacdo (HI) baseia-se na titulagdo desses anticorpos
produzidos pela infec¢do ou vacinacdo. Como a populagdo estudada ndo foi vacinada para
Influenza Equina, pode-se inferir que as respostas positivas e suas altas titulagcdes indicam a
circulagdo do virus, fato evidenciado por serem amostras coletadas de forma aleatoria

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos de soroprevaléncia realizados no
Brasil desde 1985. Pagano e colaboradores encontraram prevaléncias que variaram de 24,7% a
42,91% em pesquisas de anticorpos para o virus H3N8 em equinos nao vacinados em varios
estados brasileiros (PAGANO ET AL., 1985). Em Rondonia, especificamente em Monte
Negro, (AGUIAR ET AL., 2008) encontraram uma soroprevaléncia de 42% para o virus H3N8
em um teste de HI com 176 equideos.

Percentuais de soropositividade semelhantes foram encontrados por (DALY ET AL.,
2021), que relataram 44,7% de sororreagentes para o H3N8 (A/equine/Richmond/1/07) em
testes de hemolise radial simples em 850 cavalos coletados entre 2005 e 2017. No estudo de
SILVA ET AL., 2014 na regido do Pantanal, a soroprevaléncia foi de 45,2%, sugerindo uma
circulacao ativa do virus. Os resultados semelhantes obtidos em outros estudos, indicam uma
possivel circulacao ativa do virus, conforme sugerido por (SILVA ET AL., 2014)

A importancia desses resultados para a vigilancia epidemiologica ¢ destacada por
estudos como o de (HANG ET AL., 2017), que apontam preocupagdes econdmicas e riscos de

zoonoses associadas a presenca do virus H3N8 em equideos. Embora infec¢des humanas pelo
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VIE sejam raras, o risco de zoonoses e infec¢des cruzadas entre espécies ¢ significativo
(KASEL & COUCH, 1969; BERRIOS, 2005; CRAWFORD ET AL., 2005). (KASEL &
COUCH, 1969) relataram sintomas em humanos inoculados experimentalmente com o H3NS8
equino, aumentando a preocupagdo com a interagao entre equinos € humanos.

Um paralelo pode ser tragado considerando que Belo Horizonte, capital de Minas
Gerais, ¢ sede de eventos equestres importantes. Na capital e na regido metropolitana, ndo ¢
raro encontrar estabelecimentos destinados outras finalidades equestres, como hipicas e centros
de treinamento, que estejam muito proximos a locais de aglomeragdo e estadia dos animais de
tracdo A auséncia de vacinagdo na populagdo estudada, devido a questdes financeiras e
dificuldades de acesso a atendimento veterinario, contribui para as altas titulagdes observadas,
além de fatores como a movimenta¢do dessa populagdo na regido metropolitana de Belo
Horizonte e a possivel infec¢do subclinica, conforme discutido por THOMAS CHAMBERS,
(2022), ressaltam a necessidade de monitoramento para evitar a propagacdo da doencga e
possiveis impactos na saude animal e humana.

O PNSE utiliza da exigéncia da vacinacdo de equideos para transporte para as mais
diversas finalidades, como alternativa para tentativa de conter a disseminagdo da doenga, ou
para que em caso de surtos, os sintomas sejam menores. Porém o transito dos animais de tragao
na cidade de Belo Horizonte para realizacao da atividade a qual eles estao destinados, ndo exige
vacinacao, fator que expoe esses animais de forma mais intensa ao virus.

Pelos resultados positivos durantes os anos estudados, € notdrio que o virus circula nessa
populagdo, mas ndo se pode precisar exatamente quando comegou a circulacdo ou se houveram
surtos nao diagnosticados nessa populagdo. Infecgdes subclinicas e as preocupagdes em como
elas influenciam na epidemiologia da doenca j& foi descrita por (THOMAS CHAMBERS,
2022) que afirma que em animais que tinham gerado alguma resposta imunologica para o virus
frente a infecgdes prévias, estes poderiam excretar o virus sem manifestagdo clinica da doenga,
caracterizando assim os animais subclinicos, o que caracteriza mais um fator de risco para a
disseminagdo e compreensao dos resultados positivos observados.

Outros fatores poderiam ser analisados para a compreensdo dos resultados positivos,
ndo somente no resultado geral durante todo o periodo analisado, mas também as suas
flutuagdes das titulagdes de anticorpos de acordo com o passar dos anos. Em um estudo
retrospectivo, (DALY ET AL., 2021), correlacionou a idade, raga e sexo com os fatores de risco
para a Influenza Equina. Sua andlise retrospectiva de soroprevaléncia para H3N§ percebeu uma
soroprevaléncia maior em animais mais velhos, justificando os dados sugerindo que as altas

titulagdes poderiam ser explicadas por exposigdes repetitivas aos virus. (DALY ET AL., 2021)
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também relacionou os anos de coleta das amostras como fator de risco para alta soroprevaléncia,
ao correlacionar os anos das coletas com anos em que ocorreram surtos ou em ano que ocorreu
surto em ocasido anterior.

Entretanto informagdes como as de idade, sexo e raca nao puderam ser obtidas e suas
possiveis correlagdes com manifestacao de sintomas também nao puderam ser obtidas, uma vez
que o acesso ao histdrico desses animais foi limitado apenas a que sdo animais que ndo foram
imunizados para a Influenza Equina. No que tange aos anos das coletas e inferéncias que
poderiam ser feitas a respeito da sazonalidade da doenga, ha também uma limitagao, visto que
essas amostras foram coletadas de maneira aleatoria durante os anos.

Pode-se tentar correlacionar as altas titulagdes, como proposto por THOMAS
CHAMBERS (2022), ao perceber que altas titulagdes e soroprevaléncia no ano de 2010 foram
encontrados, situagdes que poderiam ser explicados por um ano que resulta de outros dois anos
(2008 e 2009) em que surtos no Brasil foram notificados.

No ano de 2010 surtos ndo foram notificados em mesma propor¢do a8 WOAH, porém
animais com infec¢des subclinicas explicariam o fato de titulagdes altas e alta prevaléncia para
0 ano de 2010. O niimero de casos reportados a WOAH em 2011, foi um pouco maior do que
no ano de 2010, mas foi possivel perceber ainda uma alta prevaléncia nos animais estudados,
aliados a altas titulagdes, o que refor¢a mais ainda a sugestdo de circulacdo desses virus na
populagdo estudada.

Uma outra limitag¢do do estudo ¢ referente a baixa propor¢ao de amostras do analisadas
no ano de 2012, que foi um ano importante para o Brasil em relagdo ao niimero de casos
reportados 8 WOAH, que ultrapassou o 1000 casos e foi um ano importante na caracterizacao
do virus causador do surto, feito por (VILLALOBOS ET AL., 2013), entretanto, o nimero
baixo de amostras, apenas 3, em que todas foram positivas com altas titulagdes, € um nimero
baixo para que se possa afirmar ou negar alguma sugestdo em relagdo a uma maior ou menor
circulagdo do virus.

Em 2013, em que os resultados positivos (22%) ainda foram obtidos em um niimero
menor de amostras quando comparado ao niimero de amostras testadas nos anos de 2010 e
2011, porém amostras com resultados forte e médio positivos, superam os 50%, o que pode ser
justificada por uma maior circulagdo dos virus no ano, com possiveis apresentagdes subclinicas
ao correlacionar o nimero de casos reportados 4 WOAH no ano em questdo. O ano de 2014,
apresentou positividade de 82,7% nos testes, aliados a resultados em que mais de 88 % das
amostras tiveram altas titulagdes, o que pode ser correlacionado ao ntimero de casos reportados,

em que se teve um aumento no ano de 2014.
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O surto de 2015 que ocorreu em Sao Paulo, pode ter sido um fato isolado para regido,
sugerindo uma menor circulagdo do virus em Belo Horizonte, o que justificaria os resultados
menores em relacao as titulagdes e soropositividade. Nao se tem dados a respeito de surtos
reportados a WOAH sobre os anos de 2016 e 2017, porém ao analisar esses anos, sugere-se que
os virus circulam na populacdo, ndo somente pelos resultados positivos de soroprevaléncia, mas
também pela frequéncia de alta-média titulagdo apresentadas nesses anos. A soroprevaléncia
obtida se refere a uma pesquisa realizada em uma populagao que nao recebeu vacinagao para
IE, através disso pode-se inferir que os diagndsticos positivos e suas altas titulagdes podem ser
explicadas por uma circulacdo do virus e que os VIE se manifestam de maneira endémica
corroborando o que foi dito por FAVARO E RICHTZENHAIN (2015), que sugeriram que 0s
levantamentos soroldgicos presentes na literatura realizados em populacdes de equinos
assintomaticos em varias localidades no Brasil, sugeriam que a infec¢do com o virus da
Influenza Equina VIE se manifestando de maneira endémica.

Os impactos econdmicos ¢ de saude publica da IE ndo podem ser subestimados. A
implementagdo de estratégias de vacinagdo e controle, junto a programas robustos de vigilancia
epidemioldgica, sdo essenciais para mitigar os riscos e reduzir o impacto da doenga.

Na China, por exemplo, a circulacdo do virus H3N8 em jumentos representou uma
preocupacdo econdmica significativa (HANG ET AL., 2017). Além dos custos diretos
associados ao tratamento e manejo dos animais infectados, a possibilidade de transmissdao do
virus para humanos representa uma ameaca significativa a satide publica. O aparecimento dos
virus H3N8 nos jumentos, se manifestava na ocasido uma preocupagdo econdmica, sendo vista
até como um fardo para o pais. As populagdes de equinos € jumentos que coexistem com 0s
humanos podem também se apresentar como um risco para a os humanos, mesmo sabendo que
os relatos de infec¢ao humana pelo VIE sejam raros, o risco de zoonoses e de infec¢des cruzadas
entre espécies ¢ um motivo de atencdo. (KASEL & COUCH, 1969; BERRIOS, 2005;
CRAWFORD ET AL., 2005).

No estudo 1969, no qual humanos voluntarios foram experimentalmente inoculados
com o H3N8 equino (A/equi/Miami/1953), resultou em sintomas como febre e acometimento
do trato respiratorio, tanto superior quanto inferior (KASEL & COUCH, 1969), aumentam
ainda mais a preocupagdo com interagdo entre os equinos-humanos e as preocupagdes para
saude publica.

Outro paralelo pode ser tracado, analisando Belo Horizonte como a capital de Minas
Gerais, sendo cidade importante para sediar eventos importantes no meio equestre. A

proximidade entre estabelecimentos envolvidos com esportes e lazer e a presenca de animais
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de tragdo aumentam o risco de dissemina¢ao do virus. A circulagdo de pessoas e animais deve
ser considerada um fator de risco para a transmissao do VIE. Ao considerar que a circulagdo de
pessoas, a chegada de equinos na cidade e o aumento da circulagdo, podem apresentar um risco
para disseminagdo dos VIE para as populacdes da cidade de Belo Horizonte e regido
metropolitana, por saber que a literatura ja afirma que a transmissdo do virus também pode
ocorrer através de mecanismos mecanicos de transmissdo através de materiais contaminados
(fomites) como roupa, equipamentos, escovas que sao utilizados por profissionais que
trabalham com os equideos. (WOAH,2022).

Tendo como referéncia o que foi vivenciado durante o surto na Nigéria de 2019, em
equinos que apresentam fungao circulagdo entre as fronteiras do pais, em locais que ja haviam
sido identificados surtos como no Sudao, foi afirmado que o risco de introdu¢ao e reintrodugao
dos virus da Influenza Equina era alta, devido a suas caracteristicas de importacao de animais
vivos e ou de produtos de origem animal. Tanto a populacdo da China e da Nigéria, como as
descritas pelos autores, por pertencerem em situacdes semelhantes as dos carroceiros, podem
nos ajudar a esclarecer os riscos tanto para a satide animal quanto para a saide humana.

Trabalhos como estes contribuem substancialmente para o corpo de conhecimento sobre
a epidemiologia da Influenza Equina na regido metropolitana de Belo Horizonte, informagdes
e pontos a serem levados em consideracao para orientar futuras pesquisas, avaliar as medidas
que sdo tomadas pelo Programa Nacional de Sanidade Equina, além de auxiliar no processo de
vigilancia epidemioldgica para doenca. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
elucidar completamente a dindmica de transmissao do virus, ndo somente em Belo Horizonte,
mas a nivel nacional para que se possa desenvolver estratégias de controle mais eficazes e
sustentaveis.

Este estudo representa um marco significativo como o primeiro trabalho realizado em
equideos de Minas Gerais. Essa distingdo € crucial, pois oferece uma perspectiva que ndo havia
sido vista anteriormente sobre a epidemiologia da doenca nesse contexto especifico,
preenchendo uma lacuna importante na literatura cientifica. Ao investigar uma populagdo de
equideos que desempenha um papel essencial na economia e cultura locais, este estudo nao
apenas fornece compreensdes sobre a prevaléncia da Influenza Equina, mas também destaca a
relevancia dessa populacao para o entendimento da doenca em nivel regional e nacional.

Os equideos de tracao representam uma parcela significativa da populacao equina em
muitas regides do Brasil, e seu estudo pode auxiliar muito no entendimento da dindmica de
transmissdo da doenca, identificagdo de fatores de risco e desenvolvimento de estratégias de

controle e prevencgao.
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9 CONCLUSAO

Foi possivel através do estudo realizado estimar pela primeira vez a soroprevaléncia
retrospectiva para o virus da Influenza Equina subtipo H3N8 FC1 em uma populacao de
equideos de tragdo do municipio de Belo Horizonte em Minas Gerais.

A prevaléncia obtida foi de 47,92% sugerindo que esse virus circula na populacao estuda
e corrobora o que ¢ dito na literatura que afirma que o virus da Influenza Equina se manifesta
de forma endémica pelo territério brasileiro.

Dados de soroprevaléncia sdo importantes quando vistos como métricas que auxiliam
na vigilancia para o enfrentamento, controle e prevencao da Influenza Equina em Minas Gerais
e no Brasil, mais estudos como esses sdo imprescindiveis sabendo da importancia da

equideocultura no Brasil.
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