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Surto de encefalomielite equina Leste na Ilha de Marajo, Para?!
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ABSTRACT.- Campos K.E, De Oliveira C.H.S., Belo Reis A., Yamasaki E.M., Brito M.F,, Andrade
S.J.T, Duarte M.D. & Barbosa ].D. 2013. [Eastern equine encephalitis on Marajo Island,
Para state, Brazil.] Surto de encefalomielite equina Leste na Ilha de Marajo, Para. Pesquisa
Veterindria Brasileira 33(4):443-448. Central de Diagndstico Veterinario, Faculdade de Me-
dicina Veterinaria, Universidade Federal do Pard, Campus Castanhal, Rua Maximino Porpi-
no da Silva 1000, Castanhal, PA 68740-080, Brazil. E-mail: diomedes@ufpa.br

Nine cases of equine encephalomyelitis on Maraj6 Island, state of Par4, Brazil, were stu-
died. The affected horses had difficulty to stand, walked in circles, with marked depression,
closed eyelids, tongue paralysis, muscle tremors, bruxism, anorexia and dehydration. Some
had their ear and eyelid reflexes diminished, decreased tongue tone and tachycardia; laid
down frequently they kept their head on the chest. Often they were seen resting their head
on tree trunks or fences. At necropsy, hemorrhages of the meninges and spinal cord, and in
some animals also adhesion of the meninges were found. Histologically there was diffuse
encephalitis affecting mainly the gray matter, with meningitis and choroiditis. Presence of
perivascular cuffs consisting of mononuclear inflammatory cells was observed. From two
horses the Eastern equine encephalitis virus was identified by semi-nested reverse trans-
cription polymerase chain reaction (semi-nested RT-PCR).

INDEX TERMS: Equine encephalitis, Eastern equine encephalitis virus, Marajo Island.

RESUMO.- Nove casos de encefalomielite equina foram estu-
dados na Ilha de Maraj6, estado do Parj, Brasil. Os equinos
apresentavam dificuldade em se manter em estacdo, anda-
vam em circulo, tinham acentuada depressao, palpebras cer-
radas, paralisia da lingua, tremores musculares, bruxismo,
anorexia e desidratacdo. Alguns apresentavam diminuicdo
dos reflexos auricular, palpebral, de ameaca, diminui¢do do
tonus da lingua e taquicardia. Posicdo de auto-auscultagdo
foi observada com frequéncia. Os animais muitas vezes eram
encontrados apoiados em troncos e cercas para se manterem
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em estacdo. A necropsia verificou-se hemorragia das lepto-
meninges e da medula, alguns apresentaram ainda aderén-
cia das leptomeninges. A histopatologia verificou-se encefa-
lite difusa que afetava principalmente a substancia cinzenta,
com meningite e coroidite. Foi observada perivasculite mo-
nonuclear. Em dois equinos identificou-se o virus da encefa-
lomielite equina Leste pela reacdo de Semi-Nested transcri-
¢do reversa de polimerase em cadeia (Semi-Nested RT-PCR).

TERMOS DE INDEXACAO: Encefalomielite equina, virus da ence-
falomielite equina Leste, [lha de Marajé.

INTRODUCAO

A encefalomielite equina Leste (EEL) é uma doenga viral
causada pelo Eastern equine encephalitis virus (EEEV), um
RNA virus do género Alphavirus pertencente a familia Toga-
viridae. A doen¢a manifesta-se com sintomatologia nervo-
sa; é considerada uma zoonose de alta letalidade (Fields et
al. 1996, Thomassian 1996, Barros 2007).

A transmissdo da EEL ocorre com um ciclo basico sil-
vestre (entre aves silvestres), que envolve a participacao
de mosquitos do género Culex e um segundo ciclo em pas-
saros locais, do qual participam mosquitos do género Ae-
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des. 0 homem e o equino sdo hospedeiros acidentais e ndo
contribuem para a manutengio do virus, assim como sui-
nos, ovelhas, cies e demais espécies, nas quais o virus vem
sendo identificado (Elvinger et al. 1994, Bauer et al. 2005,
Farrar et al. 2005, Kotait et al. 2006). Na Amazonia o virus
da EEE foi isolado tanto a partir de aves silvestres como de
mosquitos dos géneros Aedes sp., Culex sp. e Mansonia sp.
(Vasconcelos et al. 1991)

Além do EEEV, tém sido isolados ou detectados sorologi-
camente os virus Western equine encephalitis virus (WEEV)
e o Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV). As doen-
¢as causadas sdo denominadas respectivamente encefali-
te equina do Oeste (EEO) e encefalite equina Venezuelana
(EEV) e assim como a EEL, receberam essa denominagio
de acordo com a localizacdo de sua primeira identificacdo
(Barros 2007).

No Brasil, trabalhos de sorologia do EEEV em equinos
foram realizados por Carneiro (1937), Lannette & Fox
(1943), Nilsson & Sugay (1962), Vasconcelos et al. (1991),
Kotait et al. (1992), Iversson et al. (1993), Fernandez et
al. (2000), Heinemann et al. (2006), Cunha et al. (2009) e
Casseb (2010). A doenga com descri¢ao do quadro clinico-
-patoldgico em equinos com diagndstico confirmado com
isolamento do virus foi relatada, no Brasil, apenas por
Pimentel et al. (2009), em Pernambuco e por Silva et al.
(2011) nos estados de Pernambuco, Ceara e Paraiba. Nao
ha descricdo da doenga em equinos com identificacio do vi-
rus na Regido Norte do Brasil, especialmente na Ilha de Ma-
rajé. Em levantamento sorolégico para arbovirus, inclusive
EEEV, Casseb (2010) incluiu algumas amostras de equinos
procedentes da Ilha de Maraj6, com resultados positivos
para os diferentes tipos de virus da encefalomielite equina.

A doenca tem grande importancia na saude publica,
com relatos de complicagdes neurolédgicas graves e dbitos
em humanos (Alice 1956).

ATlha de Maraj6, no estado do Par3, é umailha de 49.000
km? de area, constituida de floresta equatorial e campos
naturais onde vive o maior rebanho de bufalos do Brasil e
um grande rebanho de gado bovino e equino (Cardoso &
Pereira 2002).

O objetivo desse estudo é relatar um surto de encefalo-
mielite equina em equinos, descrever o quadro clinico-pa-
toldgico, bem como identificar o agente viral no municipio
de Cachoeira do Arari, [lha de Marajé, Para.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado no municipio de Cachoeira do Arari, [lha de
Marajd, estado do Pard, entre os meses de junho a setembro de
2009. O clima da ilha segundo a classificacdo de Képpen é do tipo
tropical chuvoso Ami, com precipitagdo média anual de 2500mm,
temperatura média de 27°C, umidade relativa de 85%, com plu-
viosidade distribuida em dois periodos distintos: um de maxima
de janeiro a junho e outro de minima de setembro a novembro. A
maior intensidade das chuvas, no entanto, acontece de fevereiro a
maio e é tamanha que dois tercos de Ilha de Marajé ficam comple-
tamente alagados (Cardoso & Pereira 2002).

Foram visitadas sete propriedades rurais com o objetivo de
identificar equinos acometidos pela enfermidade. Foi realizado o
exame clinico completo dos animais com énfase no sistema nervo-
so. Acompanhou-se clinicamente oito equinos.
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Foram necropsiados quatro animais (Equinos 1, 3, 5 e 6) que
apresentaram sinais clinicos da enfermidade. Fragmentos de
diversos 6rgdos foram coletados, fixados em formol a 10%, pro-
cessados rotineiramente para exame histopatolégico, incluidos
em parafina, cortados a 5um, corados pela hematoxilina-eosina
(HE) e examinados no Setor de Anatomia Patoldgica do Projeto
Sanidade Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRY]).

Coletou-se dos Equinos 3, 5, 6 fragmentos de diversas regides
do sistema nervoso central (cérebro, cerebelo, tronco encefalico e
medula). Esse material foi acondicionado em tubos de polietileno
(tipo ependorff), refrigerado e remetido a Secdo de Diagndstico do
Instituto Pasteur em Sdo Paulo, onde foram realizados os testes
de Imunofluorescéncia Direta (IFD) e a Inoculagdo Intracerebral
em Camundongos (IIC) para realiza¢do do diagnéstico diferencial
com raiva. Para o diagndstico dos agentes causadores das encefa-
lomielites equina, os fragmentos de cérebro foram submetidos a
RT-PCR e, posteriormente, a NESTED-PCR.

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

Na reacdo de Semi-Nested PCR foi utilizado um controle ne-
gativo para as amostras testadas, visando um maior controle so-
bre possiveis contaminagdes da reacdo. Os primers utilizados na
Semi-Nested RT-PCR encontram-se descritos no Quadro 1. O frag-

Quadro 1. Descri¢ao dos primers usados no Semi-Nested

RT-PCR
Primer Sentido Utilizado Sequéncia Posigdo no
genoma
Al Sense RT-PCR 5’AGAGCDTTTTCGCAYS- Nucleotide
TRGCHW 3’ 159-180

A2  Antisense RT-PCR/Semi- 5’ACATRAANKGNGTNG- Nucleotide

Nested PCR  TRTCRAANCCDAYCC 3’ 563-592

Semi-Nested 5'TGYCCNVTGMDNWSY- Nucleotide
PCR VCNGARGAYCC 3’ 283-308

A3 Sense

mento de 310 pb resultante da Semi-Nested RT-PCR foi purificado
a partir de géis de agarose a 1%, com o Kit QIAquick® Gel Extrac-
tion Kit e quantificados com Low DNA Mass Ladder (Invitrogen)
em gel de agarose a 2%, segundo instrucdes dos fabricantes.

Para descartar as possibilidades de infec¢do pelo virus da rai-
va, foi realizado o teste de imunohistoquimica. As sec¢des foram
incubadas com anticorpo contra raiva (Rabies Polyclonal, Light
Diagnostics, USA) numa dilui¢do de 1:1000; utilizou-se kit comer-
cial (LSAB-AP, Dako), técnica de avidina-biotina fosfatase-alcalina
e a reacdo foi revelada com o cromdgeno Permanent-red (Dako).
Como controle positivo foi utilizado fragmento histolégico de SNC
de bovino com presenca de corpusculo de Negri, perivasculite
mononuclear e marcagdo positiva no teste de IHQ contra raiva.

Para cada reagdo de sequenciamento de DNA foram utilizados
entre 2,5 a 10ng de DNA. Os fragmentos de DNA foram submeti-
dos ao sequenciamento bidirecional de DNA, com os primers A2 e
A3 em reagdes separadas, utilizando-se o kit BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
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A purificacdo da reagdo de sequenciamento foi realizada por
Sephadex™ G-50 (GE healthcare Bio-sciences), em placas com
filtro Multiscreen HV com 96 orificios. Apos a purificagio, as se-
quéncias foram geradas em analisador genético automatico ABI-
3130 (Applied Biosystems™).

A confirmacdo do sequenciamento e determinac¢do da espé-
cie viral foi realizada através do aplicativo BLASTn (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Foi realizada a identificacdo do virus
pelo Semi-Nested RT-PCR em dois animais (Equinos 5 e 6).

RESULTADOS

Ha alguns anos proprietarios de fazendas na Ilha de Marajé
relatam a ocorréncia de morte de equinos com sinais clini-
cos neurolodgicos na época das chuvas, que compreende os
meses de janeiro a junho. Durante uma visita técnica a uma
destas propriedades, localizada no municipio de Cachoeira
do Arari, foi observado um equino, macho, da raga marajo-
ara e idade aproximada de dois anos, em decubito lateral,
que apresentava extrema dificuldade de se manter em esta-
¢do, quedas, apatia, anorexia e diminui¢do do reflexo lingual;
esse equino morreu cinco dias apds o inicio dos sinais clini-
cos. A suspeita clinica era de raiva, porém, os tratadores rela-
taram a recuperagdo de animais que apresentaram sinais se-
melhantes, além de sinais mais brandos e que varios equinos
de propriedades vizinhas apresentavam o mesmo problema.
A doenca é popularmente conhecida na regido como “mor-
mo de roda”, jA que os vaqueiros encontravam os animais
andando em circulo nos campos naturais da regido. Durante
os surtos nos meses de abril, maio e junho de 2009 foram
realizadas outras visitas técnicas para estudo dos casos.

Foram estudados nove equinos oriundos de sete pro-
priedades. Os animais acometidos eram de ambos os sexos,
com idades entre seis meses e 11 anos, oito da raga Marajo-
ara e um da raga Puruca.

Dados epidemioldgicos de morbidade, mortalidade e le-
talidade foram de dificil obtenc¢io devido a falta de confia-
bilidade nas informacdes prestadas, além da caracteristica
da IlTha de Maraj6 em que animais de varias propriedades
sdo criados extensivamente e vivem juntos pela auséncia
de cercas nas propriedades. Dos nove animais estudados,
quatro recuperaram-se. Todos os animais estudados eram
provenientes de propriedades que ndo realizavam vacina-
¢do contra o EEEV, raiva ou outras doencas.

No Quadro 2 constam os dados sobre os equinos atendi-
dos, da situacdo em que se encontravam durante o atendi-
mento e do desfecho de cada caso.

0 Equino 1 encontrava-se na fase inicial da enfermida-
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de. Os sinais clinicos observados foram anorexia, hiperme-
tria, dificuldade de locomocdo, andar em circulo e escoria-
¢des na pele da regido da cabega.

Os Equinos 2, 3 e 4 apresentaram quadro clinico grave.
0 Equino 2 encontrava-se em decubito lateral, tinha extre-
ma dificuldade de colocar-se e manter-se em estacao e so-
freu varias quedas. Também foram observados ataxia, apa-
tia, anorexia e diminuicdo do reflexo lingual; esse equino
morreu cinco dias ap6s o inicio dos sinais clinicos.

No Equino 3, os sinais clinicos consistiram em acen-
tuada depressao, dificuldade em manter-se em estacdo; o
animal permanecia por longos periodos parado no mes-
mo lugar (Fig.1) ou em decubito lateral (Fig.2), ora com

# § ) 3 &y A

Fig.2. Equino 3 em dectbito lateral.

Quadro 2. Equinos atendidos com sinais clinicos de encefalomielite equina nos meses de maio e
junho no municipio de Cachoeira do Arari, Ilha de Marajo, PA

Proprie- Animal/ficha Sexo Idade Raga Situagdo no dia do Desfecho
dade clinica/SAP atendimento

A 1/FC541/SAP 31862 M 1,5anos Marajoara Com sinais clinicos leves Eutanasiado para necropsia
B 2 M 2anos Marajoara Com sinais clinicos graves  Morreu, ndo foi necropsiado
C 3/FC539/SAP 31834 F 6 meses Marajoara Com sinais clinicos graves  Eutanasiado para necropsia
D 4 M 5anos Marajoara Com sinais clinicos graves  Recuperou-se

E 5/FC543/SAP 31864 F 5anos Marajoara Em fase terminal da doenca Eutanasiado para necropsia
F 6/FC 544 /SAP 31865 F  4anos Marajoara Morto Necropsiado

F 7 M 11lanos Puruca Emrecuperagdo Recuperou-se

F 8 M 3anos Marajoara Em recuperacgao Recuperou-se

G 9 F  3anos Marajoara Em recuperagdo Recuperou-se
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os membros abduzidos, ora com os membros cruzados e
quando tentava se locomover, andava em circulos. Ainda fo-
ram observadas, cabega baixa, levemente rotacionada para
a direita, palpebras cerradas, paralisia da lingua (Fig.3),
tremores musculares, ranger de dentes, anorexia, desidra-
tacdo e fezes ressecadas.

0 Equino 4 foi encontrado em estagdo com o corpo
apoiado em uma palmeira (Fig.4). Ao exame clinico ob-
servou-se que o animal arrastava as pingas dos membros
posteriores, quando em locomocdo, e ainda demonstrava
sonoléncia, incapacidade de comer e beber dgua. Apresen-
tava o tonus da lingua diminuido, auséncia dos reflexos pa-
latal e de degluticdo, assim como diminui¢do da acuidade
visual, demonstrada pela auséncia dos reflexos de ameaca
e por ndo desviar de obstaculos. Apds oito dias esse equino
iniciou um quadro de recuperacdo e passou a beber e a se
alimentar gradativamente.

0 Equino 5, foi encontrado em decubito esternal, com a
cabeca voltada para o flanco e apoiada no solo, em fase ter-
minal da doencga (Fig.5). Apresentava ainda incapacidade
de se colocar em estacdo, com paralisia da lingua e dificul-
dade respiratdria.

0 Equino 6 foi encontrado morto. Segundo dados obti-
dos pelo proprietario, o mesmo tinha apresentado andar

e o
BTLLE .
4

Fig.4. Equino 4 com apatia, a cabe¢a baixa e o corpo apoiado em
uma palmeira para manter o equilibrio.
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Fig.5. Equino 5 em decubito esterno-abdominal e em postura de
autoauscultagio.
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Fig.6. Perivasculite mononuclear em encéfalo de equino, HE,
obj.16x.

em circulos ha dois dias, e no dia anterior havia caido sem
conseguir se levantar.

Os Equinos 7, 8 e 9, que se encontravam em recupera-
¢do, apresentavam estado nutricional ruim, leve incoorde-
nacdo, diminui¢ao do reflexo lingual e feridas nos bordos
laterais da lingua, o que indicava falta de controle da mes-
ma durante a mastigacdo.

As alteragbes macroscopicas observadas durante a ne-
cropsia consistiam de hemorragias das leptomeninges e da
medula e de aderéncias das leptomeninges. Nao foram ob-
servadas altera¢des macroscdpicas nos 6rgaos abdominais
e toracicos.

A histopatologia verificou-se encefalite difusa que afe-
tava principalmente a substancia cinzenta, com meningite
e coroidite. Foi observada presenca de perivasculite mono-
nuclear (Fig.6).

Nos exames de IFD e IIC realizados em Sao Paulo todos
os animais testados (equino 1, 5 e 6) resultaram negativos
para raiva. Na rea¢do de Semi-Nested RT-PCR, dois animais
(equinos 5 e 6) resultaram positivos para o virus da Ence-
falite Equina do Leste.

O teste de IHQ ndo revelou marcacdo positiva para raiva,
nas sec¢oes do SNC dos equinos afetados.
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DISCUSSAO

A llha de Maraj6 permanece alagada parte do ano, a 4gua
é mantida represada nos campos, o que propicia a proli-
feracdo dos mosquitos (Brasil 2007). O surto ocorreu nos
meses chuvosos, como também foi relatado por Pimentel
et al. (2009), de acordo com os quais cerca de 60 equinos
morreram em um surto ocorrido nos municipios de Parna-
mirim e Exd, em Pernambuco, no més de junho de 2008,
também periodo chuvoso naquela regido. Nos estados do
Ceara, Pernambuco e Bahia, Silva et al. (2011) encontraram
uma forte relacdo entre o aumento do indice pluviométrico
(o maior em 15 anos) com o surgimento de casos de en-
cefalomielite equina em 2009. Segundo Barros (2007), a
atividade dos mosquitos vetores, que transmitem a doenga,
depende de condigdes climaticas, como calor e umidade.
Por isso, a manifestacdo clinica da enfermidade em equinos
ocorre de forma sazonal, durante a época das chuvas nas
regioes tropicais.

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) inclui alguns municipios da [lha de Marajé como
sitios de aves migratorias a serem monitorados periodi-
camente, por possuirem areas de concentracdo de aves
silvestres migratorias; esse fator seria importante na epi-
demiologia de doencas onde essas aves atuariam como re-
servatorios naturais de agentes infecciosos.

Em nosso estudo foram acometidos equinos de seis
meses a 11 anos de idade, de ambos os sexos. Silva et al.
(2011) relatam que foram acometidos equinos com seis
meses a 16 anos de idade, de ambos os sexos, inclusive de
uma mula e um jumento. Essa constatagio esta de acordo
com Thomassian (1996), que afirma que a doenga acomete
os equideos, independentemente de sexo e idade. Ja Barros
(2007), afirma que cavalos jovens sdo mais susceptiveis.

Dos nove equinos estudados, quatro se recuperaram.
Silva et al. (2011) encontraram diferentes taxas de morbi-
dade e letalidade entre duas variantes de EEEV. Morbidade
de 61% (61/100) e letalidade de 98,36% (60/61) foram
verificadas em um surto estudado no estado de Pernambu-
co, enquanto que, em outro surto um ano depois, nos esta-
dos da Paraiba e do Ceara, a morbidade encontrada foi de
17,5%, e a letalidade foi de 64,8%, o que demonstra que
alguns animais podem se recuperar de acordo com a viru-
léncia do agente.

Os sinais clinicos foram os mesmos verificados por
Pimentel et al. (2009) e Silva et al. (2011), como andar a
esmo, cambaleante e em circulo, cegueira, salivacdo, ranger
de dentes, pressao da cabeca contra objetos, quedas, mo-
vimentos de pedalagem e decubito seguido de morte em
cerca de trés dias, alteracdes essas que segundo Borges
(2004), estao associadas a lesoes cerebrais. Os sinais clini-
cos como, dificuldade de se alimentar e beber, diminuicdo
dos reflexos palpebral, palatal e de degluti¢ao, observados
nos equinos do presente estudo, estdo relacionados com al-
teragdes dos nervos cranianos, cujos nucleos estio localiza-
dos no tronco encefalico (Thomassian 1996, Borges 2004).

As lesdes como hemorragias das leptomeninges e da
medula e aderéncias das leptomeninges foram semelhan-
tes as descritas por Silva et al. (2011), que descrevem ain-

da maldcia, principalmente no cértex occipital. No entanto,
Barros (2007) e Pimentel et al. (2009) ndo observaram al-
teracdes macroscopicas no SNC.

A encefalite difusa, principalmente na substancia cin-
zenta do cérebro, com meningite e coroidite, encontrada
ao exame histopatolégico, foi semelhante a encontrada por
outros autores em surtos de encefalomielite equina no Bra-
sil (Pimentel et al. 2009, Silva 2011).

A técnica semi-nested RT PCR vem sendo utilizada para
identificacdo dos Alphavirus tanto em mosquitos, passaros
e em equinos (Monroy et al. 1996, Silva et al. 2011). Silva et
al. (2011) encontraram 100% dos animais testados positi-
vos na técnica semi-nested RT PCR. No presente trabalho
foi identificado o agente em dois dos trés equinos testados.

CONCLUSOES

A sintomatologia nervosa apresentada pelos equinos
estudados na Ilha de Marajé é compativel com Encefalo-
mielite Equina do tipo Leste; os exames laboratoriais foram
necessarios para a confirmacgdo do diagnéstico.

A llha de Marajé retine condi¢gdes ambientais favoraveis
ao surgimento da enfermidade, pois seus aspectos geogra-
ficos lhe concedem grande importancia na epidemiologia
de diversas doengas inclusive as encefalomielites virais.
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