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RESUMO

A placa aural ¢ uma doenga dermatologica que acomete os pavilhdes auriculares
dos equinos, causando lesdes puntiformes ou coalescentes caracterizadas por despigmentagdo
e queratinizagdo. A associacdo entre essas lesdes, os tipos virais causadores da doenca e as
diferentes ragas de equinos sd3o pouco descritas. O objetivo deste estudo foi determinar a
prevaléncia clinica de placas aurais em equinos das racas Mangalarga Marchador (MM) e
Quarto de Milha (QM) no estado de Minas Gerais, avaliando a associagdo dessa prevaléncia a
alguns fatores de risco, e detectar a presenca de DNA de Equus caballus papillomavirus (EcPV)
em bidpsias de placas aurais. Foram avaliados clinicamente 400 equinos MM e 425 equinos
QM, de diferentes idades, sexo, pelagens, fungdes e manejo. Foram realizadas biopsias das
lesdes de 30 equinos sendo 15 de cada raga, as quais foram processadas e submetidas a técnica
de PCR, com utilizag¢do de primers previamente descritos para os EcPVs 1-9. Dos equinos MM
e QM avaliados, 41,5% e 33,6% foram detectados com placa aural, respectivamente. Os equinos
da raga MM com idades de 1 a 5 anos mostraram maior frequéncia de PA que equinos da raga
QM, além de maior sensibilidade ao toque e maior susceptibilidade de infeccao na presenca de
ectoparasitas. Dentre as amostras, 90% se apresentaram positivas para pelo menos um tipo viral,
sendo o papilomavirus mais frequente em ambas as racas o EcPV 4, presente em 60% dos
animais (20% em QM e 40% em MM), seguido pelo EcPV6 53,3% (16,6% em QM e 36,7%
em MM), EcPV5 13,3% (10% em QM e 3,3% em MM), EcPV3 13,3% (6,6% em QM ¢ 6,6%
em MM) e EcPV1 10% (3,3% em QM e 6,7% em MM). Em uma amostra, houve a detec¢do
isolada do EcPV1, anteriormente descrito apenas em coinfec¢des. Quando avaliada a existéncia
de coinfeccdo dos diferentes virus, equinos da raga MM apresentaram maior indice de
coinfec¢des comparados a equinos, com destaque para a associagdo dos EcPVs 4 e 6. Conclui-
se que a placa aural estd amplamente distribuida no estado de Minas Gerais, com maior
prevaléncia do EcPV4, e equinos da raga MM apresentam maior susceptibilidade e frequéncia
da doenga comparado aos equinos da raga QM. A auséncia de detec¢do dos EcPVs 2,7, 8¢9

sugere que ndo estdo associados com a placa aural nesse estado do pais.

Palavras-chave: Cavalo, EcCPV, Mangalarga Marchador, Papilomatose, PCR, Quarto de Milha.



ABSTRACT

Aural plaque is a dermatological disease that affects the pinna of the equines,
causing punctiform or coalescent injuries characterized by depigmentation and keratinization.
The association between these injuries, the viral types that causes the disease and the different
breeds of equines are poorly described. The objective of this study was to determine the clinical
prevalence of aural plaques in equines of the Mangalarga Marchador (MM) and Quarter Horse
(QH) breeds in the state of Minas Gerais, evaluating the association of this prevalence with
some risk factors, and to detect the presence of Equus caballus papillomavirus (EcPV) DNA in
aural plaque biopsies, correlating with ear injuries characteristics. 400 MM horses and 425 QH
horses of different ages, gender, coats, functions and management were clinically evaluated.
Biopsies of injuries from 30 equines were performed. 15 of each breed. They were processed
and submitted to the PCR technique, using previously described primers for EcPVs 1-9. In
about 41,5% and 33.6% of the MM and QH were detected aural plaques, respectively. MM
horses aged from 1 to 5 year old, showed a higher frequency of AP than QH horses, besides a
higher sensibility with touch and bigger sensibility to infection with existance of ectoparasites.
Among the samples, 90% were positive for at least one viral type, with the most frequent
papillomavirus in both breeds being EcPV 4, present in 60% of the animals (20% in QH and
40% in MM), followed by EcPV6 53.3% (16.6% in QH and 36.7% in MM), EcPV5 13.3%
(10% in QH and 3.3% in MM), EcPV3 13.3% (6.6% in QH and 6.6% in MM) and EcPV1 10%
(3.3% in QH and 6.7% in MM). In one sample, there was isolated detection of EcPV1,
previously described only in co-infections. When evaluating the existence of co-infection of the
different viruses, MM horses had a higher rate of co-infections compared to equines, with
emphasis on the association of EcCPVs 4 and 6. It is concluded that the aural plaque is widely
distributed in the state of Minas Gerais, with a higher prevalence of EcPV4, and MM equines
have a higher susceptibility and frequency of the disease compared to QH equines. The lack of
detection of EcPVs 2, 7, 8 and 9 suggests that they are not associated with aural plaque in this
state of the country.

Keywords: Horse, EcPV, Mangalarga Marchador, Papillomatous, PCR, Quarter Horse.



1 INTRODUCAO

A Placa Aural ¢ uma enfermidade dermatoldgica infecciosa de origem viral,
causada por um papilomavirus (ALFIERI et al., 2012). E provocada pelo Equus caballus
papilomavirus (EcPV), que apresenta DNA de fita dupla da familia Papovaviridae e infecta as
camadas das células basais do epitélio. Sua presenga ¢ observada na face interna do pavilhdao
auricular de equinos, com caracteristicas de demarcagao evidente, despigmentacdo, superficie
plana e frequentemente escamosa (BINNINGER, PIPER, 1968; KNOTTENBELT, 1998).

As placas podem variar de 1 a 20 mm, de forma uni ou bilateral, isoladamente ou
de forma multipla, com tendéncia a coalescer. Apesar de se tratar de uma enfermidade com
caracter benigno, ndo apresenta regressao espontanea, pode causar sensibilidade nas orelhas
(POSTEY et al., 2007). — o que dificulta 0 manejo dos animais —, além de reduzir o valor
comercial, limitando a participagdo de equinos em algumas exposi¢des, competi¢des e leildes
(SOUSA et al., 2008).

Ainda sao desconhecidos os mecanismos pelos quais os virus penetram na pele do
pavilhao auricular ¢ a forma de contdgio entre os animais (FAIRLEY e HAINES, 1992).
Acredita-se que a presenga de artropodes e simulideos esteja relacionada a patogénese da placa
aural, uma vez que promovem lesdes cutaneas e podem atuar como vetores mecanicos do virus
(SCOTT, MILLER, 2003).

Segundo Scott e Miller (2011), a placa aural ndo apresenta predilecdo em relagao
ao sexo, raga ou idade, apesar das lesdes serem raramente descritas em cavalos com menos de
um ano de idade (TORRES e KOCH, 2013). Contudo, alguns autores apontam maior frequéncia
dessa enfermidade em equinos da raga Mangalarga comparado a equinos da raca Quarto de
Milha (SOUSA et al., 2008).

Em equinos, ja foram detectados nove tipos virais responsaveis pela propagacao
das papilomatoses, além dos papilomavirus bovinos que também podem ser patogénicos aos
equinos. Desses porém, apenas os EcPVs tipos 1, 3, 4, 5 e 6 foram isolados e relatados como
possiveis responsaveis por causar a doenca de placa aural, através do uso de técnicas
moleculares como PCR, sendo o EcPV 1 apenas identificado em coinfecgdes, (LANGE et al.,
2011; TANIWAKI et al., 2013; LANGE et al., 2013, LINDER et al., 2018; LI et al., 2019).

Ainda s3o poucos os dados disponiveis sobre a distribuicdo dos tipos virais, a
presenca de coinfeccdo e a relagdo com a apresentacao clinica em diferentes regides do Brasil

(MIRA et al., 2016), e nenhum esta diretamente ligado com o estado de Minas Gerais, que hoje



apresenta o maior nimero de cavalos registrados do pais (IBGE, 2021), tornando necessaria a
busca por novas informacdes sobre a enfermidade na regiao.

Com isso, objetivou-se determinar a prevaléncia clinica de placas aurais em equinos
das racas Mangalarga Marchador e Quarto de Milha no estado de Minas Gerais, avaliando a
associacdo dessa prevaléncia a alguns fatores de risco. Além disso, objetivou-se detectar a
presenca de DNA de Equus caballus papillomavirus (EcPV) em biopsias de placas aurais de
equinos, pois conhecer as cepas que estao circulando no estado pode auxiliar nas medidas de
controle além de permitir realizar uma comparagao entre o aspecto clinico das lesdes e a cepa

viral envolvida.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Papilomavirus

O papilomavirus (PV), da familia Papillomaviridae, se trata de um virus DNA de
fita dupla que podem ser encontrados na pele e mucosas de individuos doentes e sadios, uma
vez que pertence a um grupo de virus mundialmente difundido (ANTONSSON e MCMILLAN,
2006; BRAVO e FELEZ-SANCHEZ, 2015). Em humanos, apesar das infec¢des causadas pelo
papilomavirus serem subclinicas na maioria das vezes, pode haver a ocorréncia clinica de
verrugas auto limitantes até cancer invasivo. O surgimento de lesdes clinicas depende de varios
fatores como: imunidade do hospedeiro, tipo de epitélio, e qual o genotipo viral envolvido na
infecgdo (BRAVO e FELEZ-SANCHEZ, 2015).

Os papilomavirus tem como célula alvo os queracinocitos, que ndo desempenham
adequadamente a apresentagdo do antigeno, fazendo com que ndo haja uma grande resposta
inflamatoria. Essa caracteristica ¢ determinante para o entender o mecanismo de evasao do virus
pelo sistema imune do hospedeiro (GISSMANN, 1997). Acredita-se que casos de reinfeccao
podem acontecer em situagdes de imunossupressao do hospedeiro, uma vez que esses virus
apresentam capacidade de permanecer infectando as células basais do epitélio (MAGLENNON
e DOORBAR, 2012). Além disso, Antonsson ¢ Hansson (2002), identificaram variados tipos
virais por swabs em pele saudavel de humanos e animais, incluindo diferentes espécies de
primatas, elefantes, alces, rena, corca, bisdo, bovino e equino selvagem, demonstrando a
possibilidade de os PV serem encontrados também em condic¢des subclinicas.

As papilomatoses estdo bastante distribuidas entre os seres humanos e os animais
domésticos e silvestres, acometendo varias espécies de caninos, felinos, equideos, ruminantes,
roedores, aves, primatas, suinos ¢ animais marinhos (BERNARD et al., 2010).

Segundo Bravo e Félez-Sanchez (2015), a maioria dos tipos de papilomavirus ja
relatados sdo provindos de humanos, com cerca de 200 PV listados como genomas de
referéncia, encontrados no Episteme dos Papilomavirus. Foram identificados 112 tipos de PV
nao humanos, até o ano de 2013, dispostos no GenBank® em 32 géneros diferentes (RECTOR
e VAN RANST, 2013). Esses tipos de papilomavirus ndo humanos foram identificados de 54
espécies diferentes que incluem mamiferos, aves e répteis (BERNARD, 2005; BRAVO et al.,
2010; RECTOR e VAN RANST, 2013).

Apesar de os PV serem altamente espécie/tecido-especificos (BERNARD, 2005)
alguns virus possuem a capacidade de infectar mais de uma espécie, como o papilomavirus

bovino (BVP) (NASIR e BRANDT, 2013).



2.2 Caracteristica genomica dos papilomavirus

O papilomavirus ¢ um DNA virus pequeno formado por dupla fita, de
aproximadamente 8kpb, que apresenta caracteristicas epiteliotroficas, ndo envelopado,
capsideos icosaédricos (LONGWORTH e LAIMINS, 2004), com 52 a 55 nm de didmetro e
acido nucleico circular (TORRES e KOCH, 2013).

Os PV sdo considerados resistentes a condigdes ambientes, pois podem sobreviver
no mesmo por até 63 dias, em circunstancias de 4 a 8°C e por até seis horas a 37°C (SCOTT e
MILLER, 2011), além de serem resistentes aos solventes lipidicos (éter e cloroférmio) (KING
etal., 2012).

Embora apresente o genoma relativamente pequeno, os PV apresentam uma
organizagdo complexa (VAN DOORSLAER et al., 2013). Todas as sequéncias abertas de
leitura, chamadas ORFs (open reading frame) estdo localizados em uma unica fita de DNA,
indicando que apenas uma fita ¢ usada como modelo para codificar proteinas virais. Essa fita
codificadora ¢ constituida das seguintes regides: inicial (early-E), tardio (late-L) e regiao
controladora longa (long control region-LCR), expressadas pela figura 1 (ALFIERI et al.,
2007).

Figura 2 — Organizacdo do genoma do BPV: genoma circular de DNA de dupla fita dividido em regido
inicial (E), tardia (L) e controladora longa (LCR).

Fonte: Araldi et al. 2017.

O segmento inicial (E) caracteriza 45% do genoma total, e é responsavel pela
codificagdo das proteinas para replicagdo e transcricdo (ALFIERI et al., 2007; BRAVO e
FELEZ-SANCHEZ, 2015). As primeiras proteinas E1 e E2 serdo produzidas quando ha



exposicdo da camada celular basal do epitélio através de microlesdo, ja que o virus ndo possui
capacidade de penetrar ativamente (NASIR e BRANDT, 2013). As proteinas E6 ¢ E7 sdo
produzidas também nessa fase, em casos de PV que sejam altamente associados a malignidade
tumoral (LONGWORTH e LAIMINS, 2004). Logo, as proteinas E4 e E5 sdo produzidas para
contribuir com a replicagdo viral (DOORBAR et al., 2012).

O segmento final (L) caracteriza 40% do genoma, e ¢ responsavel pela codificacao
das proteinas tardias (L1 E L2), que possibilitam a formag¢ao do capsideo, maturacao e liberagao
viral (LONGWORTH e LAIMINS, 2004). Essas proteinas .1 e L2, assim como E1 e E2, sdo
comumente expressadas em todos os tipos de papilomavirus (BRAVO e FELEZ-SANCHEZ,
2015).

Entre os segmentos E e L, encontra-se a regido controladora longa (LCR), que
apresenta elementos impulsionadores e regides regulatorias de replicagdo viral, mas ndo possui
segmentos para codificacdo de proteinas (MCBRIDE, 2008; BERNARD, 2008; BERNARD,
2013; VAN DOORSLAER et al., 2013; BRAVO e FELEZ-SANCHEZ, 2015).

O DNA viral pode ser encontrado de forma epissomal ou integrada ao DNA do
hospedeiro (MCBRIDE, 2008; BRAVO e FELEZ-SANCHEZ, 2015). Segundo Parellada e
Pereyra (2009), os virus de maior malignidade se apresentam na forma integrada na maioria das

vezes, o0 que sugere uma ligagdo entre o fator integrado com a gravidade da infeccao.

2.3 Tipos de papilomavirus

Para a detec¢do e identificagdo molecular dos diferentes tipos de papilomavirus de
equideos, utiliza-se o gene L1 tardio, que se mostra mais conservado, avaliando a diversidade
da sequéncia de seus nucleotideos (DE PAOLIS et al., 2022).

Até hoje, foram isolados em equideos, 14 tipos de papilomavirus de diferentes
lesdes e caracterizados por analise filogenética: Bos taurus papillomavirus 1 (BPV1), 2 (BPV2)
(NASIR, 2013) e 13 (BPV13) (LUNARDI et al., 2013), Equus asinus papilomavirus 1-2
(EaPV1-2) (LECI, et al., 2014), e os Equus caballus papilomavirus, representados por nove
tipos diferentes (EcPV1-9), que sdo os mais comumente encontrados em equinos (TORRES e
KOCH, 2013; LANGE et al., 2011; LINDER et al., 2018; SCASE et al., 2010).

Esses diferentes tipos de papilomavirus podem afetar os equinos desenvolvendo
neoplasias benignas ou neoplasias de aparéncia maligna. Normalmente, classifica-se as
manifestagdes dos papilomas em equinos infectados de seis formas: sarcdide, carcinoma de

células escamosas, papilomatose classica, papilomatose genital, papilomatose auricular,
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também conhecida como placa aural (SCOTT e MILLER, 2003), e mais recentemente, a

papilomatose generalizada (LINDER et al., 2018).

2.3.1 Sarcéide
Em relacdo ao sarcoide, considerado o tumor mais comum em equinos, encontra-
se relac@o da infec¢do por papilomavirus bovino tipo 1,2 e 13 (BPV) (WOBESER et al., 2010;
VALENTINE, 2006; NASIR, 2013; LUNARDI et al., 2013).
Esse tipo de PV possui alta capacidade de penetrar a derme, sem ocorrer a
disseminag¢do metastasica (SCOTT e MILLER, 2003). As lesdes podem se desenvolver
excessivamente de forma agressiva, ou permanecer inalteravel por longo periodo (BOGAERT

et al., 2008).

2.3.2 Carcinoma de células escamosas (CCE)

O carcinoma de células escamosas ¢ uma doenca oncologica maligna, com
surgimento dos queratindcitos, considerada a mais comum em equinos. E caracterizada pela
presenca de lesOes intraepiteliais precoces que progridem para um invasivo crescimento. Pode
se desenvolver nas regides da cabega, pescoco, ocular e genital (SCOTT E MILLER, 2003).

Sua etiologia ndo ¢ completamente descoberta, mas associa-se o desenvolvimento
dessa doenga com a presenga do EcPV2, com destaque para os CCE desenvolvidos na regido

genital dos equinos (MIGLINCI et al., 2023).

2.3.3 Papilomatose classica

A papilomatose cldssica, também conhecida como papilomatose cutanea
(SELLON, 2007), causada pelo virus EcPV1, geralmente acomete animais com idade abaixo
de trés anos, apresentando caracteristicas de lesdes queratinizadas que surgem geralmente ao
redor de labios e extremidade do focinho (SCOTT e MILLER, 2011), e menos comumente nas
palpebras, regido paragenital e porcdo distal dos membros (TORRES e KOCH, 2013).

As lesdes podem alcangar até 20mm e numerosas projecdes na medida que se
desenvolvem, podendo apresentar de 10 a 100 lesdes que podem coalescer (JACKSON, 2003;
TORRES e KOCH, 2013).

Geralmente o animal desenvolve imunidade contra o virus (SCOTT e MILLER,

2003) mas em caso de imunossupressao, pode haver persisténcia da lesdo (JACKSON, 2003).
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2.3.4 Papilomatose genital

A papilomatose genital, normalmente causada pelo virus EcPV2 e EcPV7,
apresenta caracteristicas de células escamosas em processos penianos, podendo desenvolver
carcinomas e neoplasias intraepiteliais (TORRES e KOCH, 2013). Recentemente, foi detectado
um novo papilomavirus equino relacionado a classificacdo de papilomatose genital,
denominado EcPV9, relatado primeiramente em sémen de um garanhdo com lesdes penianas
na Australia, e posteriormente em cavalos italianos assintomaticos (LI et al., 2019; DE PAOLIS
et al., 2022).

As lesdes sdo comumente encontradas em mucosa oral, ocular e genital,
caracterizadas por papulas ou nodulos individuais, podendo ser individuais ou multiplas

(KNIGHT et al., 2011).

2.3.5 Papilomatose generalizada

Essa papilomatose foi descrita apenas duas vezes, a primeira em cavalos da raca
Quarto de Milha e a segunda em cavalo sem raga definida, onde as lesdes se apresentavam de
forma disseminada, com dezenas a milhares de papilomas, nas regides ventral do abdome,
regido inguinal e prepucial, pescoco, axilas e coxas, e menos distribuidas nas regides da face,
orelhas e membros distais (LINDER et al. 2018; PETERS-KENNEDY et al., 2019).

O papiloma envolvido nessa classificacao ¢ o EcCPVS, que apresenta caracteristica
de placa epitelial, como ocorre com os papilomas genitais e placas auriculares, apresentando
hiperqueratose de forma persistente e grave. Acredita-se que esse tipo de papilomatose esteja
relacionado a imunodeficiéncia e/ou fatores de viruléncia viral, apesar de ndo haverem
evidéncias clinicas de uma doenga imunossupressora em ambos os casos relatados (LINDER
et al. 2018). Apesar de descrita poucas vezes, nao estd claro se a infeccio por EcPVS ¢

realmente rara ou apenas ndo reconhecida (PETERS-KENNEDY et al., 2019).

2.3.6 Papilomatose auricular
Ja a papilomatose auricular, também conhecida como placa aural, esta relacionada
mais comumente com quatro papilomas equinos listados, EcPV-3,4, 5¢ 6 (LANGE et al., 2013;
RECTOR e VAN RANST, 2013, GORINO et al., 2013). O novo papilomavirus equino EcPV8
também se relaciona com essa classificacdo de papilomatose, uma vez que apresenta lesdes de

forma generalizadas, que incluem o pavilhdo auricular (PETERS-KENNEDY et al., 2019).
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A placa aural ¢ uma enfermidade que acomete dermatologicamente o pavilhdo
auricular de equinos, e apresenta lesdes caracteristicas bem demarcadas, com despigmentacao
esbranquicada ou acinzentada, elevadas e com superficies planas que, apos remogao, revela
uma base eritematosa e brilhante (BINNINGER e PIPER, 1968; KNOTTENBELT, 1998). Se
trata de uma doenga com carater benigno, sem regressao espontanea, aparentemente indolor e
ndo pruriginosa (SELLON, 2007). Podem ocorrer em uma ou ambas as faces interiores das
orelhas, de forma isolada ou multipla, com tamanhos variados de um a quatro milimetros ou
maiores de vinte milimetros quando apresentam forma coalescente (SCOTT e MILLER, 2011).
Segundo Jackson 2003, para ocorréncia da doenca ndo existe predilecao por sexo, raga ou idade.
Porém raramente ¢ diagnosticada em animais com menos de um ano.

Ainda sao desconhecidos os mecanismos pelos quais os virus penetram na pele do
pavilhao auricular e a forma de contagio entre os animais, mas acredita-se que a presenga de
artropodes e simulideos esteja relacionada a patogénese da enfermidade (SCOTT e MILLER,
2003). Além disso, trauma cutineo, ambiente e higiene também foram apontados como fatores
importantes para o desenvolvimento de placas aurais (PETERS-KENNEDY et al., 2020).
Segundo Nasir e Brandt (2013), como o virus ndo € capaz de penetrar ativamente, € necessario
existir uma porta de entrada, para que o hospedeiro seja infectado. Uma microlesdo que revele
a camada celular basal do epitélio, ¢ o suficiente para favorecer a multiplicagdo do genoma
viral, uma vez que nessa camada as células estdo em constante divisao.

Até o momento, nao se tém casos descritos de regressao espontanea ao contrario a
papilomatose (JACKSON, 2003; MACLACHLAN e DUBOVI, 2011). O tratamento com
melhor eficacia relatada ¢ baseado no imiquimod a 5%, via topica (TORRES et al., 2010;

ZAKIA et al., 2016).

24 Diagnostico da placa aural

O diagnoéstico comumente ¢ embasado no aspecto clinico das lesdes, as quais t€ém
caracteristicas tipicas (SCOTT e MILLER, 2011). Mas essa forma de diagndstico ndo permite
a identificacao e caracterizacao das variagdes provocadas pela infeccao.

Uma vez que ainda nao € possivel o isolamento em cultivo convencional (KING et
al., 2012; BRAVO e FELEZ-SANCHEZ, 2015), outras formas de diagnostico foram
estabelecidas para placa aural, como: microscopia eletronica (FAIRLEY e HAINES, 1992),
imuno-histoquimica (FAIRLEY e HAINES, 1992; POSTEY et al., 2007), e reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) (LANGE et al., 2011; ZAKIA et al., 2019).
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Na microscopia eletronica ¢ possivel observar as particulas virais no tecido afetado
(FAIRLEY e HAINES, 1992), mas essa metodologia apresenta custo elevado, além de limitado
a algumas instituigoes académicas (TORRES e KOCH, 2013). Na imuno-histoquimica também
¢ possivel detectar proteina viral no interior do nucleo de células infectadas (FAIRLEY e
HAINES, 1992; POSTEY et al., 2007).

Ja a técnica de PCR tem sido mais utilizada devido sua alta sensibilidade, que
através do uso de primers especificos, possibilita o isolamento e identificagdao dos responsaveis
em potencial de causarem a doenca de papilomatose em equinos (LANGE et al., 2011). Isso ¢
permitido, uma vez que esta disponivel o genoma completo de todos os tipos de papilomavirus.

(GORINO et al., 2013).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Determinar a prevaléncia clinica de placas aurais em equinos das racas Mangalarga

Marchador e Quarto de Milha no estado de Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar a associagdo de alguns fatores de risco a presenca de placa aural.
J Detectar a presenca de DNA de Equus caballus papillomavirus (EcPV) em biopsias de

placas aurais de equinos.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdo de

Animais da Universidade Federal de Uberlandia, protocolo n°® 23117.041869/2022-16.

4.1 Animais e caracteristicas dos grupos experimentais

Foram examinados 825 equinos, machos e fémeas, das ragas Mangalarga
Marchador (n=400) e Quarto de Milha (n=425). Os animais foram avaliados em 53 haras
localizados no estado de Minas Gerais.

Cada equino teve uma ficha de identificacdo (anexo I), contendo informacdes
referentes a raga, sexo, idade, bem como a presenga ou nao das lesdes compativeis com placa
aural, sua localizacao anatomica e classificacdo das lesdes conforme descrito por Mira et al.
(2018) em trés tipos: tipo A, orelhas com um a cinco lesdes puntiformes; tipo B, orelhas com
mais de dez lesdes puntiformes; ou tipo C, orelhas com lesdes de placa aural coalescente. As
lesdes foram fotografadas e desenhadas, com o objetivo de demonstrar o tamanho e a

distribuicao no pavilhao auricular (figura 2).

Figura 2 — Representacdo dos quadrantes nas orelhas; RE: orelha direita, LE: orelha esquerda.

Outros fatores foram avaliados como a presenca ou ndo de ectoparasitas, tipo de
manejo (intensivo, semi-intensivo e extensivo), realiza¢do de tosquia das orelhas, assim como

a presenca de sensibilidade auricular mediante palpagao.

4.2 Biopsia para realizacio de teste molecular
Trinta animais que apresentaram lesdes tipicas de placa aural, sendo quinze da raca

Mangalarga Marchador e quinze da raga Quarto de Milha, foram submetidos a bidpsia, sendo
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colhido no maximo um animal de cada raga por haras. Para a realiza¢do da biopsia, os animais
foram sedados com cloridrato de detomidina, 0,01mg/kg de peso vivo. Em seguida, as bidpsias
foram realizadas com “punch” de 6 mm de diametro. O local escolhido para a bidpsia foi o
centro da maior lesdo presente no pavilhdo auricular, visando pegar apenas tecido acometido
(figura 3). Apo6s a biopsia foi realizada a limpeza e assepsia do local da coleta com iodopovidona
e aplicado repelente topico a base de permetrina, seguido de acompanhamento do animal até
retorno total da sedacdo. Os fragmentos obtidos foram armazenados em tubo plastico de 1,5 ml
e congelados a -20°C até o momento das analises, que foram realizadas no laboratorio de

Biologia Molecular da Clinica Veterindria da Unesp, Campus de Botucatu — SP.

Figura 3 — Coleta de material para biopsia de placa aural em equino, utilizando “punch” de 6 mm de

diametro.

4.3 Extracdo de DNA

O processo de extracdo de DNA foi realizado na amostra de placa aural com cerca
de 20g, utilizando o Kit Gen Elute-E Single Spin Tissue DNA (Sigma-Aldrich), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. As amostras foram cortadas e maceradas com uso de agulha e
bisturi estéril. Foi utilizado o kit Precellys Lysing para auxiliar na maceragao do tecido.

Para ruptura de membrana e aminodcidos, foram utilizados kit Tissue Lysis Buffer
+ T Protease, com a finalidade de expor o maximo de DNA possivel, seguidos de centrifugacao
e incubagdo. Apos a eluicdo do material, avaliou-se a concentragdo e qualidade de DNA por

espectrofotometria (Nanodrop® 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific™), utilizando
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como referéncia A260/280 de 1,8. O produto extraido foi armazenado em freezer -20°C até a

realizacdo da PCR.

4.4 Realizacdo da PCR

Para a realizacdo da PCR dos EcPVs 1 - 9 foram utilizados primers previamente
descritos (tabela 1) (ZAKIA et al., 2015; MIRA et al. 2018; PETERS-KENNEDY et al., 2019,
BOMBERGER, 2023). A reagao e condi¢des de termociclagem utilizadas para os EcPVs 1 -7,
foram as mesmas descritas por Mira et al. (2018). As reacdes para os EcPVs 8 e 9, foram
padronizadas para um volume final de 25uL, contendo 2,5uL. do DNA, 12,5uL da enzima
GoTaq® Green Master Mix (PromegaTM), 0,6uL de cada um dos primers e 8,8uL de H20
“nuclease-free”.

A programacao de termociclagem foi a seguinte: 94°C por 3 minutos, seguida por
40 ciclos de 94°C por 30 segundos 55°C por 1 minuto para o EcPV 8 e 60°C para o EcPV 9,
72°C por 30 segundos e extensdo final de 72°C por 4 minutos Apds a PCR, os tamanhos dos
produtos amplificados foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e foto-
documentados no ImageQuant®imager (GE Healthcare).

Para confirmar a presenga de DNA celular nas amostras negativas para todos os
EcPVs, foi realizada PCR usando primers para o gene B-actina em todas as amostras para

confirmar a presenga de DNA amplificavel (OLIVEIRA-FILHO, et al. 2010).

Tabela 1 — Sequéncias de primers com tamanho do produto amplificado e temperatura de
anelamento de cada primer.

Nome do primer Sequéncias (5°-3)* Produto* Temp. GenBank™
anel. 1D
JPEcPV1 For GTGGTGTCTGGCTCCTTATTT o
JPEcPV1 Rev GGTATCCTTCTCCCTCTCATCT 186 bp >6°C NP620513
JPECPV2 FOI' ATGGTAACAGCGAGCGTATG 179 bp 520C ADZ733 1 91
JPEcPV2 Rev CGAGGTCTCTGGGTTGTAAATG
JPEcPV3 For TTGCGCCAGGTTTCCACATCTA 116 bp 60°C GU384895

JPEcPV3 Rev TTGTTCTGGCCTTGTGCACGTT

JPEcPV4 For ACAATGGTGTTTGCTGGCACGA 187 bp 60°C JF939718.1
JPEcPV4 Rev ACCGTGCAAAGCTGCAGAATGA

JPEcPVS For GGCTCCGTAGACATTCCTAAAG 184 bp 62°C YP007349388
JPEcPV5 Rev CTGTTACACCCACGCCTAAT

JPEcPV6 For CTACCAGAGGAACGAGCTTTAC 203 bp 62°C YP007518497
JPEcPV6 Rev TAGCTCCCAATCCTCCAAGATA

JPEcPV7 E6 For GGACGTATGGAGTGACTTTG 202 bp 50,2°C  YP007518498.1
JPEcPV7 E6 Rev TTTCCATAGGGTCGGGTAG
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EcPV_Palo® For CTCAATAGGAGGGCAAGACC 392 bp 550C MK029059.1
EcPV_Palo® Rev AAACAGTCACGGTTCCCAAG

CB_EcPV9For ~ CCGTGGAGTTTGAGGAAGAAA  200bp  60°C  MNI17918.1
CB_EcPV9Rev  CCATTATATCCTCGCGTGGTG

B —actina forward CATTGTCCACCTTCCAGCAGATG

) T 86 bp 60°C AF035774
B —actina reverse =~ CTAGAAGCATTTGCGGTGGACG

AT

* (Zakia et al., 2015; Mira et al. 2018; Peters-Kennedy et al., 2019, Bomberger, 2023)
* bp = pares de bases.

4.5 Controle positivo (mini-genes)

Para os EcPVs 2,7, 8 ¢ 9, que ndo haviam sido previamente detectados em amostras
do laboratorio, foram utilizados um conjunto de genes sintéticos (mini-genes), como controle
positivo nas reagdoes de PCR para validar o protocolo de PCR instituido e os primers utilizados.

Os mini-genes foram sintetizados a partir de sequéncias dos EcPVs depositadas no
GenBankTM, utilizando Genone Biotechnologies (Solugdes em Biotecnologia — Rio de
Janeiro, Brasil). Estas sequéncias foram inseridas em DNA plasmidico e diluidas em 100uL de
H20 “nuclease-free” (concentragdo final de 50 ng/puL), e utilizados no mesmo volume que as
amostras de DNA na reagdo de PCR. Todos os mini-genes, ap6s amplificados, foram
purificados utilizando Beads magnéticas e enviados para sequenciamento de Sanger. A
sensibilidade analitica de cada mini-gene foi avaliada a partir de reacdes de PCR utilizando-os
em uma curva de diluicdo de 10 vezes (de ndo diluido a 10-9), sendo detectados pelo menos até

10-2.

4.6 Calculo do numero de animais utilizados
O tamanho da amostra foi calculado de acordo com a férmula do site OpenEpi:
Estatisticas epidemiologicas de codigo aberto para saude

(https://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm acessado em 15/04/2022), usando a

populagdo total de cavalos registrados no estado de Minas Gerais das ragas Mangalarga
Marchador (241.520 animais) e Quarto de Milha (13.102 animais) disponibilizada em seus sites
oficiais. Com base na formula » = [EDFF*Np(1-p)]/ [(d2/Z21-a/2*(N-1)+p*(1-p)], o tamanho
da amostra necessaria para calcular o estudo foi de no minimo 377 cavalos da raga Mangalarga
Marchador ¢ 374 cavalos da raga Quarto de Milha, com intervalo de confianca de 95% e

utilizando frequéncia antecipada de 50%, conforme recomendado.


https://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm%20acessado%20em%2030/03/2022
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O ntmero de 15 animais de cada raca e a colheita de no méximo um animal por
raga por haras, foi definido por ser um nimero representativo das propriedades que foram

visitadas e respeitando o or¢amento que foi disponivel para execucao do projeto.

4.7 Analise estatistica

Os dados foram tabulados, inicialmente, em planilhas do programa Microsoft
Excel® (Microsoft Office 365 Software, Redemond, WA, EUA). Para a analise estatistica dos
dados foi utilizado o ambiente R: A Language and Environment for Statistical Computing
(2022). Para analise comparativa de presenca de placa aural entre as ragas, utilizou-se o teste
binomial para duas propor¢des segundo Hollandeb e Wolfe (1973) e o teste de Qui-quadrado
(X?) para independéncia. Os dados obtidos em relagao as demais variaveis analisadas, se deram
pelo método estatistico de Qui-quadrado (X?), e para verificar a existéncia de diferenga da
prevaléncia entre os animais das ragas Mangalarga Marchador e Quarto de Milha, foi usado a
comparag¢do entre os intervalos de confianca. Os tipos virais detectados nas diferentes racas,

foram analisados na forma descritiva.

5 RESULTADOS

Dos 400 cavalos da raca Mangalarga Marchador amostrados no estudo, 41,5%
(166/400) possuiam placa aural, enquanto dos 425 cavalos Quarto de Milha avaliados 33,6%
(143/425) foram positivos para a doenca. O resultado comparativo entre as ragas mostrou-se
significativo (tabela 2). Ou seja, a presenga de placa aural € estatisticamente maior em equinos
da raca Mangalarga Marchador, comparada a raga Quarto de Milha. Para atingir o N necessario,

foram visitados 53 haras e em todos havia pelo menos um animal com placa aural.

Tabela 2 — Resultado de presenca de placa aural em relacdo as ragas Mangalarga Marchador e Quarto
de Milha.

. Raga fa (p%) p-valor'  p-valor?
Variaveis QM MM
SIM (n=309) 143 (46,3b) 166 (53,7a) 0,03
PA NAO (n=516) 282 (54,62) 234 (45,4b) <001 %02

Letras distintas na mesma linha se diferem entre si pelo teste Binomial para duas proporg¢des, >p-valor
teste de Qui-quadrado para independéncia, em negrito teste significativo a 5%, ou seja, ndo ha
independéncia, logo existe a dependéncia entre as variaveis.

Dentre os animais positivos para PA, 1,3% (4/309) possuiam até 1 ano de idade,

27,2% (84/309) estavam entre 1 a 3 anos de idade, 27,2% (84/309) entre 3 a 5 anos, 18,4%
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(57/309) entre 5 a 8 anos, 12,6% (39/309) entre 8 a 10 anos, 10,4% (32/309) entre 10 a 15 anos,
e 2,9% (9/309) com idade superior a 15 anos. A presen¢a de PA nas idades inferior a 1 ano e
superior a 15 anos, mostrou-se diferente estatisticamente comparada a outras idades, mostrando

menor ocorréncia da doenga nessas idades (tabela 3).

Tabela 3 — Presenca ou auséncia de PA nos animais em relagdo a idade, incluindo os intervalos para
proporcao com 95% de confianga, entre as idades (n=825).

PA fa (p%) [IC]

Variaveis - —
negativo positivo p-valor
ATE 1 46 (8,9bc) [6,6-11,7] 4 (1,3¢) [0,3-3,3]
1A3 97 (18,8a) [15,5-22,4] 84 (27,2a) [22,3-32,5]
3A5 107 (20,7a) [17,3-24,5] 84 (27,2a) [22,3-32,5]
Idade 5A8 126 (24,5a) [20,8-28,4] 57 (18,4ab) [14,3-23,2] <0,01
8A10 58 (11,2b) [8,6-14,3] 39 (12,6b) [9,1-16,8]
I0A 15 63 (12,2b) [9,5-15,3] 32 (10,4b) [7,2-14,3]
>15 19 (3,7¢) [2,2-5,7] 9 (2,9¢) [1,3-5,5]
total n=516 n=309

fa: frequéncia absoluta; p.: proporgdo; IC: intervalo de confianga. Letras distintas na coluna se diferem
entre si pelo IC de Leemis e Trivedi (1996).

Asidades de até 1 ano, 5 a 8 anos e 10 a 15 anos, mostraram significativa diferenca
estatistica em relagdo a presenca e auséncia de PA (tabela 4), mostrando que nessas faixas
etdrias, a probabilidade de ndo ter placa aural ¢ maior. Dentre os animais positivos para PA
tabela 5), os equinos da raga MM mostraram maior prevaléncia da enfermidade entre as idades
de 1 a3 anos (63,1%) e de 3 a 5 anos (61,9%), quando comparados a equinos da raga QM com
as mesmas faixa etaria, sendo 36,9% e 38,1% respectivamente.

Neste estudo, observou-se que animais de pelagem alazdo, castanho, rosilho e
palomino apresentaram maior propor¢ao de nao manifestar a placa aural quanto a manifestar,
porém essa varidvel se mostrou estatisticamente independente (tabela 4). A auséncia de PA
também se mostrou mais evidente em relagdo a todas as func¢des avaliadas, com exce¢do de
tracdo que ndo apresentou um numero de animais significativo, mostrando que a fungdo
exercitada pelos animais avaliados ndo influencia na presenga de placa aural.

As variaveis relacionadas a presenc¢a de mosquitos, tosquia das orelhas, manejo e
sexo nao apresentaram relevancia estatistica que indique influencia na presenca de placa aural,

considerando o total de animais avaliados, desconsiderando as ragas.

Tabela 4 — Caracteristicas dos animais em relagdo a PA, incluindo os intervalos para propor¢do com
95% de confianca (n=825).

PA fa (p%) [IC]

Variaveis . o
negativo positivo p-valor

Ectoparasitas NAO (n=576) 389 (67,5a) [63,5-71,3] 187 (32,5b) [28,6-36,5] <0,01
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SIM (n=249) 127 (51,02) [44,6-57,4] 122 (49,0a) [42,6-55.4]
— NAO (n=757) 476 (62,9) [593-66,3] 281 (37,1) [33,7-40,7]
Mosquitos gy _6g) 40 (58.8) [46.2-70.6] 28 (412)[29.4-53.8] O
Tosquias das  NAO (n=625) 396 (63.4) [9.4-67.1] 229 (36.6) [328-405] |
Orclhas  SIM (n=200) 120 (60.0) [52.8-66.8] 80 (40,0) [33,1-47,1] :
INTENSIVO (n=434) 278 (64,0) [59,3-68,6] 156 (36,0) [31,4-40,7]
Mancjo  SEMI (n=147) 05 (64.6) [56,3-72.3] 52 (35.4)[27.7-43,7] 031
EXTENSIVO (n=244) 143 (58,6) [52,1-64.8] 101 (41,4) [35,1-47.8]
ATE 1 (n=50) 46 (92,02) [80.8-97.8] 4 (8,0b) [2,2-19.2]
1 A3 (n=181) 07 (53.6a) [46,0-61.0] 84 (46,4a) [39,0-54,0]
3A5(n=191) 107 (56,0a) [48,7-632] 84 (44.0a) [36.8-51.3]
ldade 5 A8 (n=I83) 126 (68.8a) [61,6-75.5] 57 (31,2b) [24,5-38.4]  <0,01
8 A 10 (n=97) 58 (59.8a) [49,3-69,6] 39 (40.2a) [30,4-50,6]
10 A 15 (n=95) 63 (66,3a) [55.9-75,7] 32 (33.7b) [24.3-44.1]
>15 (n=28) 19 (67.92) [47,6-84,1] 9 (32,1a) [15,9-52,3]
Soxo Maseulino (n=323) 214(663) [608-714] 109 (33.7)[28.6-392] oo
Feminino (n=502) 302 (60.2) [55.7-64.5] 200 (39.8) [35.5-443]
Esporte (n=384) 259 (67,5a) [62,5-72,1] 125 (32,5b) [27,9-37,5]
Funcio | Lazer (1=125) 75 (600a) [50.9-68,7] 50 (40,0b) [31,349.1] | .
Pista (n=315) 181 (57,52) [S1,8-63,0] 134 (42,5b) [37,0-48,2]
Tracdo (n=1) 1 (100,0) 0(0,0)
Alazio (n=263) 160 (60,8) [54,6-66,8] 103 (39,2) [33,2-453]
Castanho (n=188) 122 (64.9) [57,6-71.7] 66 (35,1) [28,3-42,4]
Baio (n=43) 27 (62.8) [46,7-77.0] 16 (37.2) [23.0-53.3]
Preto (n=39) 25 (64.1) [472-78.8] 14 (35.9) [21.2-52.8]
Tordilho (n=120) 63 (52.5)[43.2-61.7] 57 (47.5) [38.3-56.8]
Rosilho (n=79) 55 (69,6) [58.2-79.5] 24 (30.4) [20,5-41,7]
Pelagem  Zaino (n=33) 21(63.6)[45.1-79.6]  12(364)[204-549] 025

Palomino (n=30)
Pseudoalbino (n=4)
Pampa preto (n=13)
Pampa castanho (n=10)
Pampa todilho (n=2)
Pampa zaino (n=1)

21 (70,0) [50,6-85,3]
4 (100,0) [39,8-100,0]
10 (76,9) [46,2-95,0]
6 (60,0) [26,2-87,8]
2 (100,0) [15,8-100,0]
0(0,0)

9 (30,0) [14,7-49,4]
0 (0,0) [0,0-60,2]
3(23,1) [5,0-53,8]

4 (40,0) [12,1-73,8]
0 (0,0) [0,0-84,2]

1(100,0)

fa: frequéncia absoluta; p.: propor¢do; IC: intervalo de confianga para propor¢do exato de Leemis e
Trivedi (1996). 'p-valor teste de Qui-quadrado para independéncia, em negrito teste significativo a 5%,
ou seja, nao ha independéncia, logo existe a dependéncia entre as varidveis.

Outra variavel significativa ¢ a auséncia de ectoparasitas, uma vez que dentre os

animais sem ectoparasitas nos pavilhoes auriculares a presenca de placa aural foi menor (tabela

4). Dos animais positivos para placa aural (tabela 5), os equinos da raca Mangalarga Marchador

apresentaram maior prevaléncia de ectoparasitas (63,9%) comparados a raca Quarto de Milha

(36,1%).

A quantidade de equinos da raga MM positivos para PA que tinham manejo do tipo

extensivo (63,4%) foi maior do que animais da raca QM com esse mesmo manejo (36,6%). O

mesmo acontece com 0s animais positivos para PA que apresentavam manejo de tosquia das

orelhas, sendo 78,7% deles da raga MM ¢ 21,3% da raga QM.
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Tabela 5 — Caracteristicas dos animais em relacdo a raga (entre) e com PA positivo, incluindo os

intervalos para propor¢do com 95% de confianca (n=309).

Variaveis

Raga fa (p%) [1C]

oM MM p-valor
o Unilateral (n=191) 93 (48,7) [41,4-56,0] 98 (51,3) [44,0-58,6]
Uni/bilateral Bilateral (n=118) 50 (42,4) [33,3-51,8] 68 (57.,6) [48,2-66,7] 0,29
. Isolada (n=197) 99 (50,2) [43,1-57,4] 98 (49,8) [42,6-56,9]
Isolada/Multipla  npjiipla n=112) 44 (39,3) [30,2-49,0] 68 (60,7) [51,0-69.8] 007
N Nio (n=299) 139 (46,5) [40,7-52,3] 160 (53,5) [47,7-59,3]
Pruriginosa Sim (n=10) 4 (40,0) [12,1-73.8] 6 (60,0) [26.2-87.8] 0,75
L Nio (n=277) 134 (48,4a) [42,3-544] 143 (51,6a) [45,6-57.6]
Sensibilidade Sim (n=32) 9 (28,1b) [13,7-46,7] 23 (71,9a) [53,2-86,2] 0,04
A (n=169) 86 (50,9) [43,1-58,6] 83 (49,1) [41,3-56,9]
Classificagio B (n=42) 17 (40,5) [25,6-56,7] 25 (59,5) [43,3-74,4] 0,21
C (n=98) 40 (40,8) [31,0-51,2] 58 (59,2) [48,8-69,0]
Nio (n=305) 142 (46,6) [40,8-52.3] 163 (53,4) [47,7-59,1]
Tratamento Sim (n=4) 1 (25,0) [0,6-80,6] 3 (75,0) [19,4-99,4] 0,63
. Nio (n=187) 99 (52,9) [45,5-60,3] 88 (47,1) [39,7-54,5]
Ectoparasitas Sim (n=122) 44 (36,1b) [27,6-45,2] 78 (63.92) [54,7-72.4] 001
. Nio (n=281) 127 (45,2) [39,3-51,2] 154 (54,8) [48,8-60,7]

Mosquito Sim (n=28) 16 (57,1) [37,2-75,5] 12 (42,9) [24,5-62,8] 0,24
Tosquia das Nio (n=229) 126 (55,0) [48,3-61,6] 103 (45,0) [384-51,7] o o)
orelhas Sim (n=80) 17 (21,3b) [12,9-31,8] 63 (78,7a) [68,2-87,1] ’

Intensivo (n=156) 75 (48,1) [40,0-56,2] 81 (51,9) [43,8-60,0]
Manejo Semi (n=52) 31 (59,6) [45,1-73,0] 21 (40,4) [27,0-54,9] 0,02
Extensivo (n=101) 37 (36,6b) [27,3-46,8] 64 (63,4a) [53,2-72,7]
ATE 1 (n=4) 3(75,0) [19,4-99,4] 1 (25,0) [0,6-80,6]
1 A3 (n=84) 31 (36,9) [26,6-48,1] 53 (63,1) [51,9-73,4]
3 A5 (n=84) 32 (38,1) [27,7-49,3] 52 (61,9) [50,7-72,3]
Idade 5 A 8 (n=57) 33 (57,9) [44,1-70,9] 24 (42,1) [29,1-55,9] 0,04
8 A 10 (n=39) 19 (48,7) [32,4-65.2] 20 (51,3) [34,8-67,6]
10 A 15 (n=32) 20 (62,5) [43,7-78,9] 12 (37,5) [21,1-56,3]
>15 (n=9) 5 (55,6) [21,2-86,3] 4 (44,4) [13,7-78,8]

fa: frequéncia absoluta; p.: propor¢do; IC: intervalo de confianga para proporc¢do exato de Leemis e
Trivedi (1996). 'p-valor teste de Qui-quadrado para independéncia, em negrito teste significativo a 5%,
ou seja, ndo ha independéncia, logo existe a dependéncia entre as variaveis.

Em relagdo as caracteristicas da placa aural, tem-se que os animais da raca MM
apresentaram maior indice de sensibilidade ao toque, comparado aos equinos da raga QM
(tabela 5). Foi relatado prurido em 10 equinos, sendo 4 da raga Quarto de Milha e 6 da raga
Mangalarga Marchador, e em todos esses animais a detec¢do de prurido foi baseada nas
informacgoes relatadas pelos proprietarios. Desses 10 animais com prurido, 7 apresentavam
lesdes bilaterais, multiplas e coalescentes. Na tabela 6, observa-se que, neste estudo, em ambas
as racas QM e MM, houve uma maior prevaléncia de PA nas formas unilateral, de forma isolada
e ndo pruriginosa.

Na tabela 5, observa-se que a presenca de ectoparasitas foi maior nos animais da

raga MM comparado aos animais da raga QM. Além disso, nos animais positivos para PA da
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raca QM, observou-se que a auséncia de ectoparasitas foi estatisticamente maior que a presenga
desses na mesma raga (tabela 6). Essa diferenca ndo foi observada nos animais da raca MM.
Essas duas analises sugerem que equinos MM positivos para PA tendem a apresentar maior

frequéncia de ectoparasitas nas orelhas.

Tabela 6 — Caracteristicas dos animais em rela¢do a raga (dentro) e com PA positivo, incluindo os
intervalos para propor¢do com 95% de confianca (n=309).

Raca fa (p%) [1C]

Variaveis

QM (n=143) MM (n=166) p-valor
L Unilateral 93 (65,0a) [56,6-72.8] 98 (59,02) [51,1-66,6]
Uni/bilateral Bilateral 50 (35,0b) [27,2-43.,4] 68 (41,0b) [33,4-48.8] 0,29
o Isolada 99 (69,2a) [61,0-76,7] 98 (59,02) [51,1-66,6]
Isolada/Multipla Miltipla 44 (30,8b) [23,3-39,0] 68 (41,0b) [33,4-48.8] 0,07
Pruriginosa Nio 139 (97,22) [93,0-99,2] 160 (96,4a) [92,3-98,7] 0,75
Sim 4 (2,8b) [0,8-7,0] 6 (3,6b) [1,3-7,7]
A 86 (60,1a) [51,6-68,2] 83 (50,0a) [42,1-57,8]
Classificagio B 17 (11,9¢) [7,1-18,3] 25 (15,1b) [10,0-21,4] 0,21
C 40 (28,0b) [20,8-36,1] 58 (34,92) [27,7-42,7]
. Nio 99 (69,2a) [61,0-76,7] 88 (53,0) [45,1-60,8]
Ectoparasitas Sim 44 (30,8b) [23,3-39,0] 78 (47.0) [39.2-549] 01
Tosquia das Nio 126 (88,1a) [81,6-92,9] 103 (62,0a) [54.2-694]
orelhas Sim 17 (11,9b) [7,1-18,3] 63 (38,0b) [30,5-45,8] ’
Intensivo 75 (52,4a) [43,9-60,8] 81 (48,82) [41,0-56,7]
Manejo Semi 31 (21,7b) [15,2-29,3] 21 (12,6¢) [8,0-18,7] 0,02
Extensivo 37 (25,9b) [18,9-33,9] 64 (38,6b) [31,1-46,4]

fa: frequéncia absoluta; p.: propor¢do; IC: intervalo de confianga para propor¢do exato de Leemis e
Trivedi (1996). 'p-valor teste de Qui-quadrado para independéncia, em negrito teste significativo a 5%,
ou seja, ndo ha independéncia, logo existe a dependéncia entre as variaveis.

Observa-se que, em ambas as ragas, houve uma maior detec¢io de placa aural com
até cinco lesdes puntiformes (Classificacdio A), seguida pelas placas com caracteristica
coalescente (Classificagdo C), e posteriormente as placas que apresentam mais de cinco lesdes
puntiformes (Classificacao B), representando o tipo de placa aural menos encontrado entre os
animais positivos (tabela 6). Contudo, na raga Mangalarga Marchador, a quantidade de placa
aural com classificacdo A ndo apresentou diferenca significativa da classificacdo C, ja na raga
Quarto de Milha observou-se essa diferenca. Essas caracteristicas foram representadas pela

figura 4.
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Figura 4 — Orelhas com lesoes de placa aural. Classificagdo A — um a cinco pontos, B — multiponto,
C — coalescente.

Dos 309 animais positivos para lesdes de placa aural, apenas em quatro foram
relatados uso de medicamentos para tratamento da doenga, € em todos os casos foi utilizado
tintura de iodo a 10% topicamente.

Das 30 biodpsias coletadas, sendo 15 de equinos da raca QM e 15 da raga MM, 90%
(27/30) foram positivas para pelo menos um tipo viral, sendo as trés amostras negativas vindas
de animais da raca Quarto de Milha. Nenhuma amostra foi positiva para os EcPV-2, 7, 8 ¢ 9.
Os EcPV’s 4 e 6 foram os mais frequentemente encontrados em ambas as racas avaliadas, com

maior evidéncia entre os animais da raga Mangalarga Marchador (tabela 7).

Tabela 7 — Frequéncia de detecg@o segundo o tipo de papilomavirus em relacdo as racas Quarto de
Milha e Mangalarga Marchador.

Tipo viral Raga
oM MM
EcPV 1 6,6% (1/15) 13,3% (2/15)
EcPV 3 13,3% (2/15) 13,3% (2/15)
EcPV 4 40% (6/15) 80% (12/15)
EcPV 5 20% (3/15) 6,6% (1/15)
EcPV 6 33,3% (5/15) 73,3% (11/15)
Nao detectado 20% (3/15) 0% (0/15)

Em cada raga existe a repeticdo de animais que apresentaram mais de um tipo de papilomavirus, ndo
totalizando a soma da das colunas em 15 ou 100%.

Os papilomavirus encontrados isoladamente (12/27) foram o EcPV 1, 3,4 ¢ 6, com
frequéncias de 8,3% (1/12), 8,3% (1/12), 66,6% (8/12) e 16,6% (2/12), respectivamente, com
maior frequéncia nos equinos da raga Quarto de Milha (tabela 8). Quando avaliada a existéncia

de coinfec¢ao dos diferentes virus, 55,5% (15/27) das amostras foram positivas para mais de
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um tipo viral. A distribuicdo das coinfec¢des encontra-se na tabela 8, onde € possivel observar
uma maior presenca de coinfec¢do entre os equinos da ragca Mangalarga Marchador, com

destaque para coinfeccdo de EcPV4 ¢ 6.

Tabela 8 — Frequéncia de papilomavirus identificados de forma isolada e distribui¢@o das coinfecgdes
dos papilomavirus em relagdo as ragas Quarto de Milha e Mangalarga Marchador.

Raca

QM MM QM + MM

EcPV 1 8,3% (1/12) - 8,3% (1/12)

Tipo viral EcPV 3 8,3% (1/12) - 8,3% (1/12)
isolado EcPV 4 33,3% (4/12) 33,3% (4/12) 66,6% (8/12)
EcPV 6 16,6% (2/12) - 16,6% (2/12)

EcPV 1,4,5¢6 - 6,6% (1/15) 6,6% (1/15)

EcPV 3,4¢e5 6,6% (1/15) - 6,6% (1/15)

Coinfecodes EcPV1e6 - 6,6% (1/15) 6,6% (1/15)
EcPV3e6 - 13,3% (2/15) 13,3% (2/15)

EcPV4eb6 6,6% (1/15) 46,6% (7/15) 53,2% (8/15)

EcPV5¢e6 13,3% (2/15) - 13,3% (2/15)

Foram investigadas associacdes entre as caracteristicas da lesdo dos animais
biopsiados com a presenga de coinfeccao (tabela 10) e o tipo viral encontrado (tabela 11). As
caracteristicas analisadas foram em relagdo a forma da lesdo, se uni ou bilateral, se isolada ou
multipla, e quanto a sua classificacdo A, B ou C. Observa-se na tabela 10 e 11 que ndo foram
encontradas nenhuma associagdo ao avaliar as caracteristicas da lesdo com a presenca de

coinfec¢do e o tipo de papilomavirus.

Tabela 9 — Frequéncia das caracteristicas da lesdo dos animais biopsiados em relagdo a presenca de
coinfeccao.

Com coinfeccao Sem coinfeccao

Unilateral 53,3% (8/15) 50% (6/12)
Bilateral 46,7% (7/15) 50% (6/12)
Isolada 33,3% (5/15) 58,3% (7/12)
Multipla 66,7% (10/15) 41,7% (5/12)
Classificagdo A 26,7% (4/15) 8,3% (1/12)
Classificagao B 6,6% (1/15) 8,3% (1/12)
Classifica¢do C 66,7% (10/15) 83,4% (10/12)

Tabela 10 — Frequéncia das caracteristicas da lesdo dos animais biopsiados em relagdo ao tipo de
papilomavirus encontrado.

Unilateral Bilateral Isolada  Maultipla p(z)r?tgs Multiponto  Coalescente
33,3% 66,6% 33,3% 66,6% 33,3% - 66,6%

EcPV 1 a3y @3 (B @B3) (1/3) (0/3) 2/3)
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EePV 3 75% 25% 50% 50% 25% 50% 25%
(3/4) (1/4) (2/4) (2/4) (1/4) (2/4) (1/4)
EePV 4 50% 50% 50% 50% 16,6% 5,5% 77,7%
(9/18)  (9/18)  (9/18)  (9/18)  (3/18) (1/18) (14/18)
EePV 5 50% 50% 50% 50% 75% - 25%
(2/4) /4) (2/4) (2/4) (3/4) (0/4) (1/4)
EePV 6 50% 50%  312%  63.8%  18.8% 6,2% 75%
(8/16)  (8/16)  (5/16) (11/16)  (3/16) (1/16) (12/16)

Todas as amostras controle foram negativas e para confirmar a presenca de DNA

amplificavel, as trés amostras negativas para os ECPV’s avaliados foram testadas para -actina,

sendo todas positivas.
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia de placa aural nos equinos avaliados de 37,45% (309/825) no estado
de Minas Gerais, demonstra que o virus estd amplamente distribuido no estado. Além da
prevaléncia por equinos, importante destacar que 100% (53/53) dos haras visitados
apresentaram pelo menos um animal positivo para placa aural. Mira et al. (2018), avaliando a
prevaléncia de placa aural nas diferentes regides do Brasil, observaram maior frequéncia da
doenca em equinos da regido Sudeste (25,7%) comparada as demais regides do pais, e também
uma alta predominancia por haras (85%). Esses dados podem representar um importante
problema clinico no estado, uma vez que a presenca de um animal positivo para placa aural
pode representar maior risco de animais saudaveis, daquele mesmo ambiente, desenvolverem a
enfermidade, visto que o mecanismo de transmissao do virus € desconhecida (FAIRLEY e
HAINES 1992; SCOTT e MILLER, 2003) e, sabe-se que em outras formas de papilomatoses,
o contato direto entre animais infectados pode transmitir a doenga (JOHNSON, 1998).

Apesar de muitos autores considerarem que as lesoes de placa aural ndo possuem
predilecdo racial, neste estudo foi observado que equinos da raga Mangalarga Marchador
apresentam maior prevaléncia da enfermidade comparado a equinos da raca Quarto de Milha.
Resultado semelhante foi observado por Sousa et al. (2008), que apesar de nao especificarem
se os cavalos avaliados em seu estudo eram Mangalarga Marchador ou Paulista, identificaram
uma prevaléncia de placa aural em 57% e 35% de equinos da raca Mangalarga e Quarto de
Milha, respectivamente.

Na literatura nao ha relatos de que a placa aural apresenta predilecao por sexo,
funcdo ou pelagem, o que confirma esse estudo. J& sobre a idade, a maioria dos autores
identificaram que a enfermidade pode acometer cavalos de qualquer faixa etaria, com menor
ocorréncia em equinos com menos de um ano (BINNIGER e PIPER, 1968; TORRES et al.,
2010), o presente estudo corrobora essa afirmacdo, ¢ um fato interessante e que no presente
trabalho houve menor ocorréncia em equinos acima de 15 anos. Quando comparado as racas
avaliadas, a maior prevaléncia de placa aural em animais MM nas idades de 1 a 5 anos, ainda
ndo havia sido descrita.

Pouco se sabe sobre a transmissdo de placa aural entre os animais (MIRA et al.,
2018). Parte dos autores acreditam que moscas picadoras estao relacionadas a transmissao e
agravamento dos sintomas (KNOTTENBELT, 2009; TORRES et al., 2010). No presente
estudo, a presenga de mosquitos niao apresentou relevancia ou associagdo quanto a presenca de

PA. Porém, a menor prevaléncia da doenga em animais que ndo apresentaram ectoparasitas nos
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pavilhdes auriculares, sugere a possibilidade de artropodes transmitirem o PV, concordando
com Sousa et al. (2008) e Scott e Miller (2003). Os equinos da ragca MM, com placa aural,
apresentaram maior prevaléncia de ectoparasitas comparados aos equinos QM, sugere que na
presenga desses artropodes, os equinos MM sdo mais susceptiveis a contrairem a enfermidade
do que equinos QM.

As placas aurais podem apresentar lesdes puntiformes ou lesdes caracterizadas
como extensas placas distribuidas pela superficie interna do pavilhdo auricular (THOMSETT,
1979). Neste estudo, as lesoes foram observadas com maior frequéncia como tipo A, com até
cinco lesdes puntiformes, seguida pelas placas caracterizadas como tipo C, coalescente, em
ambas as racas avaliadas, mostrando que a raca nao apresenta influencia em relagdo ao tipo de
lesio. Em um estudo com 891 animais de diferentes ragas, também se observou maior
prevaléncia de lesdes de classificagdo A (MIRA et al., 2016).

Mira et al. (2016) encontraram associacdo entre o tipo de lesdo com o sistema de
manejo e limpeza das orelhas. Em seu estudo, animais que permaneciam em sistema intensivo
e semiextensivo, assim como animais com maior frequéncia de limpeza das orelhas
apresentavam maior frequéncia de placa aural. Em nosso estudo, ndo houve associacao do tipo
de sistema de manejo e tosquia das orelhas em relagao a presenga de PA no total dos animais,
mas equinos da raca MM de sistema de manejo extensivo apresentaram maior frequéncia de
PA quanto aos equinos QM do mesmo sistema. Entre os animais que tosquiavam as orelhas,
também houve maior prevaléncia de PA em equinos MM em relagdo aos QM. Porém, essa
variavel pode ser influenciada pela funcao dos animais, uma vez que equinos da raca MM sao
mais submetidos a tosquia devido estarem relacionados com a func¢do de pista, onde sdo
avaliados também por postura e beleza.

Nao houve nenhuma associacdo racial quanto a frequéncia de lesdes uni ou
bilaterais, nem quanto a frequéncia de lesdes isoladas ou multiplas. Esse achado difere de Sousa
et al. (2008), que encontraram maior prevaléncia de lesdes bilaterais em equinos da raga
Mangalarga comparados a equinos da raga QM.

Cavalos com placas aurais podem ser assintomaticos ou podem apresentar sinais de
prurido ou hipersensibilidade, como relutancia ao tocar a regiao auricular (KNOTTENBELT,
2009; TORRES et al., 2010). Sousa et al. (2008) ndo encontraram sinais de prurido ou
sensibilidade nos equinos Mangalarga e QM avaliados. Neste estudo, houve a presenca de

prurido, em poucos animais (3,2%), mostrando ser uma varidvel pouco comum. Em relacdo a
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sensibilidade, apesar de também ndo apresentar alta frequéncia, os equinos da raca MM com
PA apresentaram maior sensibilidade ao toque comparado aos equinos QM.

Em relacdo a analise molecular das cepas virais envolvidas na enfermidade, 90%
(27/30) apresentaram pelo menos um tipo viral, sendo similar ao encontrado por Zakia et al.
(2019) e Mira et al. (2018), cujas amostras positivas foram de 90,3% e 97,22%,
respectivamente. Foram encontrados os tipos virais 1, 3, 4 ¢ 6 de forma isolada, o que pode
indicar maior capacidade de infec¢ao desses virus, possibilitando-os expressar patogenicidade
de modo individual. Além disso, outros fatores podem influenciar na deteccao de papilomavirus
em uma mesma lesdo, como a quantidade de DNA (que pode variar ao longo da lesdo), como
também o estado imunolodgico do animal (MIRA et al., 2018).

Isoladamente, houve maior prevaléncia do EcPV4 (66,6%, 8/12) em ambas as ragas
avaliadas, o que concorda com Mira et al. (2018), que encontraram maior frequéncia desse
EcPV de forma isolada em equinos sem raga definida, comparado a outros tipos virais. Esse
papilomavirus ja tinha sido descrito e sequenciado no Brasil (TANIWAKI et al., 2013). Zakia
et al. (2019), investigando a prevaléncia de EcPVs no Brasil, observaram que o EcPV4
apresenta maior prevaléncia em todas as regides do pais, incluindo o Sudeste onde se encontra
Minas Gerais, confirmando a predominancia desse papilomavirus em placas aurais de equinos
neste territorio.

Equinos da raca Mangalarga Marchador apresentaram apenas o EcPV4 de forma
isolada, enquanto os equinos da raga Quarto de Milha, além do EcPV4, apresentaram os EcPVs
I, 3 e 6 isoladamente. A relacdo desses tipos virais com essa determinada raca niao ha
precedentes, podendo indicar uma susceptibilidade dos equinos da raca QM a determinados
tipos de PV, sendo necessaria maior investiga¢do desses EcPVs nessa raga.

Importante destacar o isolamento do EcPV1 em amostra de placa aural. Esse
papilomavirus ja havia sido detectado em placas aurais anteriormente apenas em coinfecc¢oes
com um ou mais tipos de papilomavirus (MIRA et al.,, 2018), sugerindo que ndo
necessariamente ele participa do desenvolvimento das lesdes auriculares, uma vez que estd mais
associada a papilomatose cutanea (GHIM et al., 2004). Contudo, neste estudo, foi encontrado
esse tipo viral de forma isolada, sem associacdo com outros papilomavirus, confirmando sua
patogenicidade como agente primario no desenvolvimento de lesdes auriculares.

As coinfecgoes (55,5%, 15/27) foram mais frequentes comparadas aos tipos virais
encontrados isoladamente (44,5%, 12/27). Equinos da raca MM (73,3%, 11/15) apresentaram

maior indice de coinfec¢des comparados a equinos QM (26,7%, 4/15). Subentende-se que
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coinfecc¢ao se trate de mutualismo ou disputa entre os tipos virais pelo hospedeiro (ROUSSEAU
et al., 2001; MEJLHEDE et al., 2010). Havera uma menor frequéncia de coinfec¢ao em casos
de disputa, enquanto a frequéncia de coinfeccdo aumenta nos casos em que ha sinergismo entre
os tipos virais (MEJLHEDE et al., 2010). Dessa forma, a alta frequéncia de coinfeccdo dos
virus EcPV4 e 6 na raga MM, indica um possivel caso de sinergismo desses virus dentro da
mesma lesao.

Alguns autores afirmam que as coinfec¢des sdo casualidades e cada tipo viral
ocasiona a doenca de forma independente (CHATURVEDI et al., 2005; CAMPOS et al., 2011).
Contudo, outros sustentam que as coinfec¢des nao sdo independentes do tipo viral e acontecem
de forma frequente (THOMAS et al., 2000; GOLDMAN et al., 2013). Em humanos, relata-se
que uma pessoa ja infectada por um tipo viral apresenta maior chance de se infectar por outro
tipo viral (ROSITCH et al., 2011), circunstancia que pode ocorrer com animais infectados com
EcPV4, visto que esse tipo viral ¢ o mais constantemente encontrado em coinfec¢des ou de
forma isolada, neste estudo e em outras literaturas (MIRA et al., 2018, ZAKIA et al., 2019).

Nao héa muitos relatos na literatura de frequéncia de coinfec¢des de papilomavirus
em placa aural de equinos. Gorino et al. (2013) relataram coinfec¢do em 15.56% (7/45) das
amostras para os EcPVs 3 e 4, enquanto Mira et al. (2018), detectaram 59,05% (62/105) das
amostras positivas para dois ou mais tipos de papilomavirus equinos, incluindo a identificagao
dos EcPVs 1, 5 e 6 pela primeira vez no Brasil. Neste estudo, assim como em Mira et al. (2018),
o EcPV5 foi encontrado apenas em coinfecgdes, tanto nos animais da raga QM quanto da raca
MM, sugerindo que esse tipo viral apresenta baixa patogenicidade para gerar lesdes de placa
aural em equinos como agente primario.

Todas as coinfec¢des encontradas neste estudo, tanto da raga MM quando da raca
QM, apontaram a presenca do EcPV4 ou do EcPV6, mostrando que, entre os papilomavirus
envolvidos em coinfec¢des na placa aural, estes sdo mais patogénicos. Este achado concorda
com Mira et al. (2018), que encontraram esses EcPVs em 98,3% (61/62) dos casos de
coinfecgdes em sua pesquisa.

A auséncia dos EcPVs 2, 7, 8 e 9 nas lesdes de placa aural, era previsto, uma vez
que os EcPVs 2, 7 € 9 estdo mais relacionadas as lesdes genitais, € o ECPV8 relacionado a lesdes
generalizadas (LANGE et al., 2013, LI et al., 2019; DE PAOLIS et al., 2022; LINDER et al.,
2018). Apesar dos EcPVs 8 e 9 representarem uma infec¢do viral para a qual os dados ainda
sao limitados, sua auséncia era esperada, uma vez que os animais avaliados ndo apresentaram

outras lesdes fora dos pavilhdes auriculares. A auséncia de deteccao desses EcPVs nas amostras
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coletadas, sugere que estes ECPVs ndo tém relagdo com a etiologia da enfermidade no estado
de Minas Gerais.

Neste estudo ndo foram encontradas associagdes significativas ao avaliar as
caracteristicas da lesdo com a presencga de coinfeccdo e o tipo de papilomavirus, pois de forma
geral, as frequéncias das variaveis foram similares. Poucos sdo os dados na literatura que
descrevam essas associacoes. Mira et al. (2018) observaram que os EcPVs 1, 3, 4 ¢ 6 foram
mais frequentemente isolados de lesdes individuais, seguidas de lesdes coalescentes, enquanto
nessa pesquisa, os EcPVs 1, 4 e 6 foram mais frequentes em lesdes coalescentes, o0 EcPV 3 em
lesdes multiponto e 0 EcPV 5 em lesdes individuais, ndo demonstrando um padrao claro do tipo
viral com respeito as caracteristicas da lesdo. Em humanos, o tipo de lesdo encontrada
possibilita a classificacido dos HPVs em alto e baixo risco (DOORBAR et al., 2012).
Possivelmente existe alguma relagdo entre os aspectos da lesdo e o tipo viral que ndo foi
demonstrada nesse estudo, sendo necessaria maior investigagdo com um tamanho maior de
amostra e outras técnicas de andlise.

Das 30 amostras coletadas para bidpsia, trés foram negativas para os tipos de
papilomavirus testados, sendo todas de equinos da ragca QM. Contudo, o gene P-actina foi
amplificado nessas amostras, demonstrando a qualidade da extragdo do DNA e confirmando a
negatividade dessas amostras para esses papilomavirus. Apesar das trés amostras terem disso
extraidas de lesdes coalescentes, isso pode ter acontecido por baixa quantidade de DNA viral
coletado, seja pelo local da extragdo ou a técnica utilizada. Estes achados permitem dizer que a
técnica da PCR ¢ uma ferramenta com alta especificidade e sensibilidade para diagnosticar a

presenga de papilomavirus em lesoes de placa aural.
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7 CONCLUSOES

A alta prevaléncia de animais infectados com placa aural, tanto em relacdo ao
numero total de animais, quanto na detec¢ao de animais acometidos por haras visitados, revela
a ampla distribuicdo dessa enfermidade no estado de Minas Gerais.

Equinos da raga Mangalarga Marchador apresentaram maior frequéncia de placa
aural — com destaque para animais com idade entre 1 a 5 anos, maior sensibilidade ao toque e
maior susceptibilidade de infec¢cdo na presenca de ectoparasitas, comparado a equinos da racga
Quarto de Milha.

A deteccdo dos EcPVs 1, 3, 4, 5 e 6 nas amostras coletadas para biopsia, confirmam
a associagdo desses tipos virais a etiologia da placa aural. A identificagdo do EcPV1 de forma
isolada em lesdo de placa aural € significativa, uma vez que esse tipo viral s6 havia sido
encontrado em coinfec¢des, revelando agora seu desempenho como agente primdrio no
desenvolvimento de lesdes auriculares. A maior frequéncia do EcPV4 em ambas as racas
avaliadas, demonstra a alta patogenicidade desse tipo viral para placa aural em equinos.

A auséncia de deteccao dos EcPVs 2, 7, 8 ¢ 9 nas amostras de lesdes auriculares
coletadas em diferentes regides de Minas Gerais, sugere que estes EcCPVs nao estdo associados
com a papilomatose auricular nesse estado do pais.

Nao foram detectadas associagdes significativas entre as ragas, as caracteristicas da
lesdo, o tipo viral encontrado e presenca de coinfecgdes. Contudo, equinos da raga MM (73,3%)
apresentaram maior indice de coinfec¢des comparados a equinos QM (26,7%), com destaque
para a associagao dos EcPVs 4 e 6. Isso sugere uma maior susceptibilidade dessa raca a
coinfeccdes desse tipo viral, sendo necessdria maior investigagdo para confirmar tal

pressuposto.
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ARTIGO CIENTIFICO

(Artigo a ser submetido para revista Journal of Equine Veterinary Science)

ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA PLACA AURAL EM EQUINOS
NO ESTADO DE MINAS GERAIS

RESUMO

A placa aural ¢ uma doenga dermatoldgica que acomete os pavilhdes auriculares dos equinos,
causando lesdes puntiformes ou coalescentes -caracterizadas por despigmentacao e
queratinizagdo. A associacdo entre essas lesdes, os tipos virais causadores da doenga e as
diferentes ragas de equinos sd@o pouco descritas. O objetivo deste estudo foi determinar a
prevaléncia clinica de placas aurais em equinos das racas Mangalarga Marchador (MM) e
Quarto de Milha (QM) no estado de Minas Gerais, avaliando a associagdo dessa prevaléncia a
alguns fatores de risco, e detectar a presenga de DNA de Equus caballus papillomavirus (EcPV)
em bidpsias de placas aurais. Foram avaliados clinicamente 400 equinos MM e 425 equinos
QM, de diferentes idades, sexo, pelagens, fungdes e manejo. Foram realizadas biopsias das
lesdes de 30 equinos sendo 15 de cada raga, as quais foram processadas e submetidas a técnica
de PCR, com utilizagao de primers previamente descritos para os ECPVs 1-9. Dos equinos MM
e QM avaliados, 41,5% e 33,6% foram detectados com placa aural, respectivamente. Os equinos
da raga MM com idades de 1 a 5 anos mostraram maior frequéncia de PA que equinos da raga
QM, além de maior sensibilidade ao toque e maior susceptibilidade de infec¢cdo na presenca de
ectoparasitas. Dentre as amostras, 90% se apresentaram positivas para pelo menos um tipo viral,
sendo o papilomavirus mais frequente em ambas as ragas o EcPV 4, presente em 60% dos
animais (20% em QM e 40% em MM), seguido pelo EcPV6 53,3% (16,6% em QM e 36,7%
em MM), EcPV5 13,3% (10% em QM e 3,3% em MM), EcPV3 13,3% (6,6% em QM e 6,6%
em MM) e EcPV1 10% (3,3% em QM e 6,7% em MM). Em uma amostra, houve a detecgdo
isolada do EcPV1, anteriormente descrito apenas em coinfecgdes. Quando avaliada a existéncia
de coinfeccdo dos diferentes virus, equinos da raca MM apresentaram maior indice de
coinfec¢des comparados a equinos QM, com destaque para a associacdo dos EcPVs 4 e 6.
Conclui-se que a placa aural estd amplamente distribuida no estado de Minas Gerais, com maior
prevaléncia do EcPV4, e equinos da ragca MM apresentam maior susceptibilidade e frequéncia
da doenca comparado aos equinos da raca QM. A auséncia de deteccao dos EcPVs 2,7,8 ¢ 9
sugere que nao estdo associados com a placa aural nesse estado do pais.

Palavras-chave: Cavalo, EcPV, Mangalarga Marchador, Papilomatose, PCR, Quarto de Milha.
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1 INTRODUCAO

A Placa Aural ¢ uma enfermidade dermatoldgica infecciosa de origem viral,
causada por Equus caballus papilomavirus (EcPV) [1]. Sua presenga ¢ observada na face
interna do pavilhdo auricular de equinos, com caracteristicas de demarcacdo evidente,
despigmentacdo, superficie plana e frequentemente escamosa [2,3]. As placas podem variar de
1 a 20 mm e podem afetar mais de 40% das orelhas, de forma uni ou bilateral, isoladamente ou
de forma multipla, com tendéncia a coalescer [4].

Apesar da improbabilidade do virus ser transmitido entre os equinos, ainda sao
desconhecidos os mecanismos pelos quais os virus penetram na pele do pavilhdo auricular e a
forma de contagio entre os animais [5]. Acredita-se que a presenca de artrépodes e simulideos
esteja relacionada a patogénese da placa aural, uma vez que promovem lesdes cutdneas e podem
atuar como vetores mecanicos do virus [6].

A placa aural ndo apresenta predilecdo em relacdo ao sexo, raga ou idade, apesar
das lesdes serem raramente descritas em cavalos com menos de um ano de idade [7, §].
Contudo, alguns estudos apontam maior frequéncia dessa enfermidade em equinos da raga
Mangalarga comparado a equinos da raga Quarto de Milha [9].

Atualmente, em equinos, ja foram detectados nove tipos virais responsaveis pela
propagacdo das papilomatoses, além dos papilomavirus bovinos que também podem ser
patogénicos aos equinos. Desses porém, apenas os EcPVs tipos 1, 3, 4, 5 e 6 foram isolados e
relatados como possiveis responsaveis por causar a doenga de placa aural, através do uso de
técnicas moleculares como PCR, sendo o EcPV 1 apenas identificado em coinfec¢des [10, 11,
12].

Ainda s3o poucos os dados disponiveis sobre a distribui¢do dos tipos virais, a
presenca de coinfeccao e a relagdo com a apresentacao clinica em diferentes regidoes do Brasil,
e nenhum esta diretamente ligado com o estado de Minas Gerais, que hoje apresenta o maior
nimero de cavalos registrados do pais [13].

Com isso, objetivou-se determinar a prevaléncia clinica de placas aurais em equinos
das ragas Mangalarga Marchador e Quarto de Milha no estado de Minas Gerais, ¢ avaliar
provaveis fatores de risco. Além disso, objetivou-se detectar a presenca de DNA de Equus

caballus papillomavirus (EcPV) em biopsias de placas aurais de equinos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e caracteristicas dos grupos experimentais

Foram examinados 825 equinos, de 53 haras do estado de Minas Gerais, machos e
fémeas, das racas Mangalarga Marchador (n=400) e Quarto de Milha (n=425). O tamanho da
amostra foi calculado de acordo com a férmula do site OpenEpi: Estatisticas epidemiologicas
de codigo aberto para saude (https://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm acessado
em 15/04/2022), usando a populacao total de cavalos registrados no estado de Minas Gerais das
racas Mangalarga Marchador (241.520 animais) ¢ Quarto de Milha (13.102 animais)
disponibilizada em seus sites oficiais. Com base na formula n = [EDFF*Np(1-p)]/ [(d2/Z221-
o/2*(N-1)+p*(1-p)], o tamanho da amostra necessaria para calcular o estudo foi de no minimo
377 cavalos da raga Mangalarga Marchador e 374 cavalos da raga Quarto de Milha, com
intervalo de confianca de 95% e utilizando frequéncia antecipada de 50%, conforme
recomendado.

Cada equino teve uma ficha de identificacdo, contendo informacdes referentes a
raga, sexo, idade, bem como a presenca ou ndo das lesdes compativeis com placa aural, sua
localizagdo anatomica e classificagao das lesdes em trés tipos: tipo A, orelhas com um a cinco
lesdes puntiformes; tipo B, orelhas com mais de dez lesdes puntiformes; ou tipo C, orelhas com
lesdes de placa aural coalescente [14].

Outros fatores foram avaliados como a presenca ou ndo de ectoparasitas, tipo de
manejo (intensivo, semi-intensivo e extensivo), realizagdo de tosquia das orelhas, assim como
a presenca de sensibilidade auricular mediante palpagao.

Trinta animais que apresentaram lesdes tipicas de placa aural, sendo 15 da raga
Mangalarga Marchador e 15 da raga Quarto de Milha, foram submetidos a bidpsia, sendo
colhido no maximo um animal de cada raga por haras. Os fragmentos obtidos foram

armazenados em tubo plastico de 1,5 ml e congelados a -20°C até o momento das analises.

2.2 Extraciao de DNA e realizacao da PCR
O processo de extracdo de DNA foi realizado na amostra de placa aural com cerca
de 20g, utilizando o Kit Gen Elute-E Single Spin Tissue DNA (Sigma-Aldrich), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Para ruptura de membrana e aminoacidos, foram utilizados kit
Tissue Lysis Buffer + T Protease, seguidos de centrifugacdo e incubacdo. Apos a eluicdao do
material, avaliou-se a concentragdo e qualidade de DNA por espectrofotometria (Nanodrop®

2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific™), utilizando como referéncia A260/280 de 1,8.



40

Para a realizacdo da PCR dos EcPVs 1 - 9 foram utilizados primers previamente descritos [14,
15, 16, 17]. A reagao e condigdes de termociclagem utilizadas para os EcPVs 1 — 7, foram
descritas anteriormente [14]. As reagdes para os EcPVs 8 e 9, foram padronizadas para um
volume final de 25uL, contendo 2,5uL do DNA, 12,5uL da enzima GoTaq® Green Master Mix
(PromegaTM), 0,6uL. de cada um dos primers e 8,8ul. de H20 “nuclease-free”.

A programacao de termociclagem foi a seguinte: 94°C por 3 minutos, seguida por
40 ciclos de 94°C por 30 segundos 55°C por 1 minuto para o EcPV 8 e 60°C para o EcPV 9,
72°C por 30 segundos e extensdo final de 72°C por 4 minutos Apds a PCR, os tamanhos dos
produtos amplificados foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e foto-
documentados no ImageQuant®imager (GE Healthcare).

Para confirmar a presenca de DNA celular nas amostras negativas para todos os
EcPVs, foi realizada PCR usando primers para o gene B-actina em todas as amostras para

confirmar a presengca de DNA amplificavel [18].

2.3 Controle positivo (mini-genes)

Para os EcPVs 2,7, 8 € 9, que ndo haviam sido previamente detectados em amostras
do laboratorio, foram utilizados um conjunto de genes sintéticos (mini-genes), como controle
positivo nas reagdes de PCR para validar o protocolo de PCR instituido e os primers utilizados.

Os mini-genes foram sintetizados a partir de sequéncias dos EcPVs depositadas no
GenBankTM, utilizando Genone Biotechnologies (Solugdes em Biotecnologia — Rio de
Janeiro). Estas sequéncias foram inseridas em DNA plasmidico e diluidas em 100uL de H20
“nuclease-free” (concentracao final de 50 ng/uL), e utilizados no mesmo volume das amostras
de DNA na reacdo de PCR. Todos os mini-genes, apos amplificados, foram purificados
utilizando Beads magnéticas e enviados para sequenciamento de Sanger. A sensibilidade
analitica de cada mini-gene foi avaliada a partir de reagdes de PCR utilizando-os em uma curva

de diluicao de 10 vezes (de nao diluido a 10-9), sendo detectados pelo menos até 10->.

2.4 Analise estatistica
Os dados foram tabulados, inicialmente, em planilhas do programa Microsoft
Excel® (Microsoft Office 365 Software, Redemond, WA, EUA). Para a anélise estatistica dos
dados foi utilizado o ambiente R: A Language and Environment for Statistical Computing. Para
analise comparativa de presenga de placa aural entre as ragas, utilizou-se o teste binomial para

duas propor¢des Hollandeb e Wolfe (1973) e o teste de Qui-quadrado (X?) para independéncia.
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Os dados obtidos em relagdo as demais varidveis analisadas, se deram pelo método estatistico
de Qui-quadrado (X?), e para verificar a existéncia de diferenga da prevaléncia entre os animais
das ragas Mangalarga Marchador e Quarto de Milha, foi usado a comparacao entre os intervalos
de confianga. Os tipos virais detectados nas diferentes racas, foram analisados na forma

descritiva.

3 RESULTADOS
Dos 400 cavalos da raca Mangalarga Marchador amostrados no estudo, 41,5%
(166/400) possuiam placa aural, enquanto dos 425 cavalos Quarto de Milha avaliados 33,6%
(143/425) foram positivos para a doenca. O resultado comparativo entre as ragas mostrou-se
significativo (tabela 1). Ou seja, a presenca de placa aural € estatisticamente maior em equinos
da raca Mangalarga Marchador, comparada a raga Quarto de Milha. Para atingir o N necessario,

foram visitados 53 haras e em todos havia pelo menos um animal com placa aural.

Tabela 1 — Resultado de presenga de placa aural em relacdo as racas Mangalarga Marchador e Quarto
de Milha.

e Raga fa (p%) p-valor'  p-valor?
Variaveis oM MM
SIM (n=309) 143 (46,3b) 166 (53,7a) 0,03
PA NAO (n=516) 282 (54,6a) 234 (45,4b) <0,01 0,02

"Letras distintas na mesma linha se diferem entre si pelo teste Binomial para duas proporgdes, *p-valor
teste de Qui-quadrado para independéncia, em negrito teste significativo a 5%, ou seja, ndo ha
independéncia, logo existe a dependéncia entre as variaveis.

Dentre os animais positivos para PA, 1,3% (4/309) possuiam até 1 ano de idade,
27,2% (84/309) estavam entre 1 a 3 anos de idade, 27,2% (84/309) entre 3 a 5 anos, 18,4%
(57/309) entre 5 a 8 anos, 12,6% (39/309) entre 8 a 10 anos, 10,4% (32/309) entre 10 a 15 anos,
e 2,9% (9/309) com idade superior a 15 anos. A presenca de PA nas idades inferior a 1 ano e
superior a 15 anos, mostrou-se diferente estatisticamente comparada a outras idades, mostrando
que a ocorréncia da doenca ¢ significativamente menor nessas idades.

As idades de até 1 ano, 5 a 8 anos e 10 a 15 anos, mostraram significativa diferenga
estatistica em relagdo a presenca e auséncia de PA, mostrando que nessas faixas etérias, a
probabilidade de ndo ter placa aural ¢ maior. Dentre os animais positivos para PA, os equinos
da raga MM mostraram maior prevaléncia da enfermidade entre as idades de 1 a 3 anos (63,1%)
e de 3 a 5 anos (61,9%), quando comparados a equinos da raga QM com as mesmas faixa etaria,

sendo 36,9% e 38,1% respectivamente (tabela 2).
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As variadveis relacionadas a pelagem, fungdo, presenca de mosquitos, tosquia das orelhas,
manejo e sexo nao apresentaram relevancia estatistica que indique influencia na presenga de

placa aural, considerando o total de animais avaliados, desconsiderando as ragas.

Tabela 2 — Caracteristicas dos animais em relagdo a raca (entre) e com PA positivo, incluindo os
intervalos para propor¢do com 95% de confianca (n=309).

Raga fa (p%) [1C]

Variaveis oM MM p-valor
o Unilateral (n=191) 93 (48,7) [41,4-56,0] 98 (51,3) [44,0-58,6]
Uni/bilateral Bilateral (n=118) 50 (42,4) [33,3-51,8] 68 (57.,6) [48,2-66,7] 0,29
. Isolada (n=197) 99 (50,2) [43,1-57,4] 98 (49,8) [42,6-56,9]
Isolada/Multipla p i1 (n=112) 44 (39,3) [30,2-49,0] 68 (60,7) [51,0-69,8] 0,07
. Nio (n=299) 139 (46,5) [40,7-52.3] 160 (53,5) [47,7-39.3]
Pruriginosa Sim (n=10) 4 (40,0) [12,1-73.8] 6 (60,0) [26.2-87.8] 0,75
L Néo (n=277) 134 (48,4a) [42,3-544] 143 (51,6a) [45,6-57.6]
Sensibilidade Sim (n=32) 9 (28,1b) [13,7-46,7] 23 (71,9a) [53,2-86,2] 0,04
A (n=169) 86 (50,9) [43,1-58,6] 83 (49,1) [41,3-56,9]
Classificagio B (n=42) 17 (40,5) [25,6-56,7] 25 (59,5) [43,3-74,4] 0,21
C (n=98) 40 (40,8) [31,0-51,2] 58 (59,2) [48,8-69,0]
Nio (n=305) 142 (46,6) [40,8-52,3] 163 (53,4) [47,7-59,1]
Tratamento Sim (n=4) 1 (25,0) [0,6-80,6] 3 (75,0) [19,4-99,4] 0,63
. Nio (n=187) 99 (52,9) [45,5-60,3] 88 (47,1) [39,7-54,5]
Ectoparasitas Sim (n=122) 44 (36,1b) [27,6-45.2] 78 (6392) [54,7-12.4] 01
. Nio (n=281) 127 (45,2) [39,3-51,2] 154 (54,8) [48,8-60,7]

Mosquito Sim (n=28) 16 (57,1) [37,2-75,5] 12 (42,9) [24,5-62,8] 0,24
Tosquia das Nio (n=229) 126 (55,0) [48,3-61,6] 103 (45,0) 3845171 oo
orelhas Sim (n=80) 17 (21,3b) [12,9-31,8] 63 (78,7a) [68,2-87,1] ’

Intensivo (n=156) 75 (48,1) [40,0-56,2] 81 (51,9) [43,8-60,0]
Manejo Semi (n=52) 31 (59,6) [45,1-73,0] 21 (40,4) [27,0-54,9] 0,02
Extensivo (n=101) 37 (36,6b) [27,3-46,8] 64 (63,4a) [53,2-72,7]
ATE 1 (n=4) 3(75,0) [19,4-99,4] 1 (25,0) [0,6-80,6]
1 A3 (n=84) 31 (36,9) [26,6-48,1] 53 (63,1) [51,9-73,4]
3 A5 (n=84) 32 (38,1) [27,7-49,3] 52 (61,9) [50,7-72,3]
Idade 5 A 8 (n=57) 33 (57,9) [44,1-70,9] 24 (42,1) [29,1-55,9] 0,04
8 A 10 (n=39) 19 (48,7) [32,4-65.2] 20 (51,3) [34,8-67,6]
10 A 15 (n=32) 20 (62,5) [43,7-78,9] 12 (37,5) [21,1-56,3]
>15 (n=9) 5 (55,6) [21,2-86,3] 4 (44,4) [13,7-78,8]

fa: frequéncia absoluta; p.: propor¢do; IC: intervalo de confianga para proporgdo exato [19]. 'p-valor
teste de Qui-quadrado para independéncia, em negrito teste significativo a 5%, ou seja, ndo ha
independéncia, logo existe a dependéncia entre as variaveis.

Em relagdo as caracteristicas da placa aural, tem-se que os animais da raca MM
apresentaram maior indice de sensibilidade ao toque (71,9%), comparado aos equinos da raca
QM (28,15) (tabela 2). Foi relatado prurido em 10 equinos, sendo 4 da raga Quarto de Milha e
6 da raga Mangalarga Marchador, e em todos esses animais a detec¢do de prurido foi baseada
nas informacgoes relatadas pelos proprietarios. Desses 10 animais com prurido, 7 apresentavam

lesdes bilaterais, multiplas e coalescentes. Na tabela 3, observa-se que, neste estudo, em ambas
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as racas QM e MM, houve uma maior prevaléncia de PA nas formas unilateral, de forma isolada
€ nao pruriginosa.

Em relagdo aos ectoparasitas, em animais sem ectoparasitas nos pavilhdes
auriculares a presenca de placa aural foi menor. Dos animais positivos para placa aural, os
equinos da raca Mangalarga Marchador apresentaram maior prevaléncia de ectoparasitas
(63,9%) comparados a raga Quarto de Milha (36,1%) (tabela 2). Além disso, nos animais
positivos para PA da raga QM, observou-se que a auséncia de ectoparasitas foi estatisticamente
maior que a presenca desses na mesma raga (tabela 3). Essa diferenca ndo foi observada nos
animais da raga MM. Essas duas andlises sugerem que equinos MM positivos para PA tendem

a apresentar maior frequéncia de ectoparasitas nas orelhas.

Tabela 3 — Caracteristicas dos animais em relacdo a raga (dentro) e com PA positivo, incluindo os
intervalos para propor¢do com 95% de confianca (n=309).

Raga fa (p%) [1C]

Variavels QM (n=143) MM (n=166) p-valor
" Unilateral 93 (65,0a) [56,6-72.8] 98 (59,02) [51,1-66,6]
Uni/bilateral Bilateral 50 (35,0b) [27,2-43 4] 68 (41,0b) [33,4-48,8] 0,29
. Isolada 99 (69,2a) [61,0-76,7] 98 (59,02) [51,1-66,6]
Isolada/Multipla Miltipla 44 (30,8b) [23,3-39,0] 68 (41,0b) [33,4-48,8] 0,07
Pruriginosa Nio 139 (97,2a) [93,0-99,2] 160 (96,4a) [92,3-98,7] 0,75
Sim 4 (2,8b) [0,8-7,0] 6 (3,6b) [1,3-7,7]
A 86 (60,1a) [51,6-68,2] 83 (50,02) [42,1-57,8]
Classificagio B 17 (11,9¢) [7,1-18,3] 25 (15,1b) [10,0-21,4] 0,21
C 40 (28,0b) [20,8-36,1] 58 (34,92) [27,7-42,7]
. Nio 99 (69,2a) [61,0-76,7] 88 (53,0) [45,1-60,8]
Ectoparasitas Sim 44 (30,8b) [23,3-39,0] 78 (47,0) [39,2-54,9] <0,01
Tosquia das Nio 126 (88,1a) [81,6-92,9] 103 (62,0a) [54,2-694]
orelhas Sim 17 (11,9b) [7,1-18,3] 63 (38,0b) [30,5-45,8] >
Intensivo 75 (52,4a) [43,9-60,8] 81 (48,82) [41,0-56,7]
Manejo Semi 31 (21,7b) [15,2-29,3] 21 (12,6¢) [8,0-18,7] 0,02
Extensivo 37 (25,9b) [18,9-33,9] 64 (38,6b) [31,1-46,4]

fa: frequéncia absoluta; p.: proporgdo; IC: intervalo de confianga para proporgdo exato [19]. !p-valor
teste de Qui-quadrado para independéncia, em negrito teste significativo a 5%, ou seja, ndo ha
independéncia, logo existe a dependéncia entre as variaveis.

Em ambeas as ragas, houve uma maior detec¢ao de placa aural com até cinco lesdes
puntiformes (Classificagdo A), seguida pelas placas com caracteristica coalescente
(Classificagao C), e posteriormente as placas que apresentam mais de cinco lesdes puntiformes
(Classificagdo B), representando o tipo de placa aural menos encontrado entre os animais

positivos (tabela 3). Contudo, na raga Mangalarga Marchador, a quantidade de placa aural com
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classificagdo A ndo apresentou diferenca significativa da classificagdo C, ja na raga Quarto de

Milha observou-se essa diferenga. Essas caracteristicas foram representadas pela figura 1.

Figura 1 — Orelhas com lesoes de placa aural. Classificagdo A — um a cinco pontos, B — multiponto,
C — coalescente.

Dos 309 animais positivos para lesdes de placa aural, apenas em quatro foram
relatados uso de medicamentos para tratamento da doenga, e em todos os casos foi utilizado
tintura de iodo a 10% topicamente.

Das 30 biodpsias coletadas, sendo 15 de equinos da raga QM e 15 da raga MM, 90%
(27/30) foram positivas para pelo menos um tipo viral, sendo as trés amostras negativas vindas
de animais da raca Quarto de Milha. Nenhuma amostra foi positiva para os ECPV-2, 7, 8 ¢ 9.
Os EcPV’s 4 e 6 foram os mais frequentemente encontrados em ambas as racas avaliadas, com
maior evidéncia entre os animais da raca Mangalarga Marchador (80% e 73,3%), comparado
aos animais QM (40% e 33,3%).

Quando avaliada a existéncia de coinfec¢ao dos diferentes virus, 55,5% (15/27) das
amostras foram positivas para mais de um tipo viral. Houve uma maior presenca de coinfec¢ao
entre os equinos da raga Mangalarga Marchador (73,3%, 11/15), comparado aos equinos da
raca Quarto de Milha (26,7%, 4/15), com destaque para coinfec¢do de EcPV4 e 6, que
representou 53,2% (8/15) das coinfec¢des encontradas, sendo 6,6% em QM e 46,6% em MM .

J& os papilomavirus encontrados isoladamente (12/27) foram o EcPV 1, 3, 4 ¢ 6,
com frequéncias de 8,3% (1/12), 8,3% (1/12), 66,6% (8/12) e 16,6% (2/12), respectivamente,

com maior frequéncia nos equinos da raca Quarto de Milha (66,7%, 8/12) em relacao aos
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equinos da raca Mangalarga Marchador (33,3%, 4/12), que apresentaram apenas o EcPV 4 de
forma isolada.
Nao foram encontradas nenhuma associagdo ao avaliar as caracteristicas da lesao,
quanto a sua forma e classificacdo, com a presenga de coinfeccao e o tipo de papilomavirus.
Todas as amostras controle foram negativas e para confirmar a presenca de DNA
amplificavel, as trés amostras negativas para os EcCPV’s avaliados foram testadas para -actina,

sendo todas positivas.

4 DISCUSSAO

A prevaléncia de placa aural nos equinos avaliados de 37,45% (309/825) no estado
de Minas Gerais, demonstra que o virus estd amplamente distribuido no estado. Além da
prevaléncia por equinos, importante destacar que 100% (53/53) dos haras visitados
apresentaram pelo menos um animal positivo para placa aural. Alguns autores [14], avaliando
a prevaléncia de placa aural nas diferentes regides do Brasil, observaram maior frequéncia da
doenca em equinos da regido Sudeste (25,7%) comparada as demais regides do pais, e também
uma alta predominancia por haras (85%). Esses dados podem representar um importante
problema clinico no estado, uma vez que a presenca de um animal positivo para placa aural
pode significar maior risco a animais saudaveis, daquele mesmo ambiente, desenvolverem a
enfermidade, visto que o mecanismo de transmissdo do virus € desconhecida [5,6] e, sabe-se
que em outras formas de papilomatoses, o contato direto entre animais infectados pode
transmitir a doenga [20].

Apesar de muitos autores considerarem que as lesdes de placa aural ndo possuem
predilecdo racial, neste estudo foi observado que equinos da raga Mangalarga Marchador
apresentam maior prevaléncia da enfermidade comparado a equinos da raca Quarto de Milha.
Resultado semelhante foi observado em outro estudo [9], que apesar de ndo especificarem se
os cavalos avaliados eram Mangalarga Marchador ou Paulista, identificaram uma prevaléncia
de placa aural em 57% e 35% de equinos da raga Mangalarga e Quarto de Milha,
respectivamente.

Na literatura ndo ha relatos de que a placa aural apresenta predile¢ao por sexo,
fung¢do ou pelagem, o que confirma esse estudo. J& sobre a idade, a maioria dos autores
identificaram que a enfermidade pode acometer cavalos de qualquer faixa etaria, com menor
ocorréncia em equinos com menos de um ano [2, 21], o presente estudo corrobora essa

afirmacdo, e um fato interessante e que no presente trabalho houve menor ocorréncia em
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equinos acima de 15 anos. Quando comparado as ragas avaliadas, a maior prevaléncia de placa
aural em animais MM nas idades de 1 a 5 anos, ainda ndo havia sido descrita.

Pouco se sabe sobre a transmissao de placa aural entre os animais [14]. A menor
prevaléncia da doenga em animais que ndo apresentaram ectoparasitas nos pavilhdes
auriculares, sugere a possibilidade de artropodes transmitirem o PV, concordando com outros
autores [6, 9]. Os equinos da raca MM, com placa aural, apresentaram maior prevaléncia de
ectoparasitas comparados aos equinos QM, sugerindo que na presenca desses artropodes, os
equinos MM sdo mais susceptiveis a contrairem a enfermidade do que equinos QM.

Neste estudo, as lesdes auriculares foram observadas com maior frequéncia como
tipo A, com até cinco lesdes puntiformes, seguida pelas placas caracterizadas como tipo C,
coalescente, em ambas as ragas avaliadas, mostrando que a raga nao apresenta influencia em
relacdo ao tipo de lesdo. Em um estudo com 891 animais de diferentes racas, também se
observou maior prevaléncia de lesdes de classificacdo A [22].

Nao houve nenhuma associagdo racial quanto a frequéncia de lesdes uni ou
bilaterais, nem quanto a frequéncia de lesdes isoladas ou multiplas. Esse achado difere de estudo
onde encontraram maior prevaléncia de lesdes bilaterais em equinos da raca Mangalarga
comparados a equinos da raca QM [9].

Cavalos com placas aurais podem ser assintomaticos ou podem apresentar sinais de
prurido ou hipersensibilidade, como relutancia ao tocar a regido auricular [21, 23]. Alguns
autores [9] ndo encontraram sinais de prurido ou sensibilidade nos equinos Mangalarga e QM
avaliados. Neste estudo, houve a presenga de prurido, em poucos animais (3,2%), mostrando
ser uma variavel pouco comum. Em relacgdo a sensibilidade, apesar de também ndo apresentar
alta frequéncia, os equinos da raga MM com PA apresentaram maior sensibilidade ao toque
comparado aos equinos QM.

Em relacdo a analise molecular das cepas virais envolvidas na enfermidade, 90%
(27/30) apresentaram pelo menos um tipo viral, resultado similar a outras pesquisas [14, 24],
cujas amostras positivas foram de 90,3% e 97,22%, respectivamente. Foram encontrados os
tipos virais 1, 3, 4 e 6 de forma isolada, o que pode indicar maior capacidade de infeccao desses
virus, possibilitando-os expressar patogenicidade de modo individual. Além disso, outros
fatores podem influenciar na detec¢do de papilomavirus em uma mesma lesdo, como a
quantidade de DNA (que pode variar ao longo da lesdao), como também o estado imunologico

do animal [14].
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Isoladamente, houve maior prevaléncia do EcPV4 (66,6%, 8/12) em ambas as ragas
avaliadas. Esse achado também foi observado em outro estudo [14], onde encontraram maior
frequéncia desse EcPV de forma isolada em equinos sem raca definida, comparado a outros
tipos virais. Investigando a prevaléncia de EcPVs no Brasil, observou-se em uma pesquisa [24],
que o EcPV4 apresenta maior prevaléncia em todas as regides do pais, incluindo o Sudeste onde
se encontra Minas Gerais, confirmando a predominéncia desse papilomavirus em placas aurais
de equinos neste territorio.

Equinos da raga Mangalarga Marchador apresentaram apenas o EcPV4 de forma
isolada, enquanto os equinos da raca Quarto de Milha, além do EcPV4, apresentaram os EcPVss
1, 3 e 6 isoladamente. A infec¢do isolada desses tipos virais no QM ndo foi identificada na
literatura compilada, podendo indicar uma susceptibilidade dos equinos da raga QM a
determinados tipos de PV, sendo necessaria maior investigacao desses EcPVs nessa raca.

Importante destacar o isolamento do EcPV1 em amostra de placa aural. Esse
papilomavirus ja havia sido detectado em placas aurais anteriormente apenas em coinfecc¢oes
com um ou mais tipos de papilomavirus [14], sugerindo que nao necessariamente ele participa
do desenvolvimento das lesdes auriculares, uma vez que esta mais associada a papilomatose
cutanea [25]. Contudo, neste estudo, foi encontrado esse tipo viral de forma isolada, sem
associa¢do com outros papilomavirus, confirmando sua patogenicidade como agente primario
no desenvolvimento de lesdes auriculares.

As coinfecgoes (55,5%, 15/27) foram mais frequentes comparadas aos tipos virais
encontrados isoladamente (44,5%, 12/27). Equinos da raca MM (73,3%, 11/15) apresentaram
maior indice de coinfec¢des comparados a equinos QM (26,7%, 4/15). Subentende-se que
coinfeccdo se trate de mutualismo ou disputa entre os tipos virais pelo hospedeiro [26, 27].
Havera uma menor frequéncia de coinfeccdo em casos de disputa, enquanto a frequéncia de
coinfecgdo aumenta nos casos em que ha sinergismo entre os tipos virais [27]. Dessa forma, a
alta frequéncia de coinfec¢do dos virus EcPV4 e 6 na ragca MM, indica um possivel caso de
sinergismo desses virus dentro da mesma lesao.

Alguns autores afirmam que as coinfec¢des sdo casualidades e cada tipo viral
ocasiona a doenga de forma independente [28, 29]. Contudo, outros sustentam que as
coinfecgdes ndo sao independentes do tipo viral e acontecem de forma frequente [30,31]. Em
humanos, relata-se que uma pessoa ja infectada por um tipo viral apresenta maior chance de se

infectar por outro tipo viral [32], circunstincia que pode ocorrer com animais infectados com
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EcPV4, visto que esse tipo viral ¢ o mais constantemente encontrado em coinfec¢des ou de
forma isolada, neste estudo e em outras literaturas [14, 24].

Nao ha muitos relatos de frequéncia de coinfecgdes de papilomavirus em placa aural
de equinos. Alguns autores [33] relataram coinfeccdo em 15.56% (7/45) das amostras para os
EcPVs 3 e 4, enquanto em outro estudo [14], detectaram 59,05% (62/105) das amostras
positivas para dois ou mais tipos de papilomavirus equinos, incluindo a identificacdo dos EcPVs
1, 5 e 6 pela primeira vez no Brasil. Neste estudo, semelhante a outro anterior [14], o ECPV5
foi encontrado apenas em coinfecg¢des, tanto nos animais da raga QM quanto da raga MM,
sugerindo que esse tipo viral apresenta baixa patogenicidade para gerar lesdes de placa aural
em equinos como agente primario.

Todas as coinfec¢des encontradas neste estudo, tanto da raga MM quando da raca
QM, apontaram a presenca do EcPV4 ou do EcPV6, mostrando que, entre os papilomavirus
envolvidos em coinfecgdes na placa aural, estes sdo mais patogénicos. Anteriormente, autores
encontraram esses EcPVs em 98,3% (61/62) dos casos de coinfec¢gdes em sua pesquisa [14].

A auséncia dos EcPVs 2, 7, 8 e 9 nas lesdes de placa aural, era previsto, uma vez
que os EcPVs 2, 7 e 9 estdo mais relacionadas as lesdes genitais, € o ECPV8 relacionado a lesdes
generalizadas [12, 34, 35, 36]. Apesar dos EcPVs 8 e 9 representarem uma infecgao viral para
a qual os dados ainda sdo limitados, sua auséncia era esperada, uma vez que oS animais
avaliados ndo apresentaram outras lesdes fora dos pavilhdes auriculares. A auséncia de detec¢ao
desses EcPVs nas amostras coletadas, sugere que estes ECPVs ndo tém relacdo com a etiologia
da enfermidade no estado de Minas Gerais.

Neste estudo ndo foram encontradas associa¢des significativas ao avaliar as
caracteristicas da lesdo com a presenca de coinfeccdo e o tipo de papilomavirus, pois de forma
geral, as frequéncias das variaveis foram similares. Poucos sdo os dados na literatura que
descrevam essas associagdes. Ha relatos [14] onde observaram que os EcPVs 1, 3, 4 ¢ 6 foram
mais frequentemente isolados de lesdes individuais, seguidas de lesdes coalescentes, enquanto
nessa pesquisa, os EcPVs 1, 4 e 6 foram mais frequentes em lesdes coalescentes, o ECPV 3 em
lesdes multiponto e 0 ECPV 5 em lesdes individuais, ndo demonstrando um padrao claro do tipo
viral com respeito as caracteristicas da lesdo. Em humanos, o tipo de lesdo encontrada
possibilita a classificagdo dos HPVs em alto e baixo risco [37]. Possivelmente existe alguma
relagdo entre os aspectos da lesdo e o tipo viral que ndo foi demonstrada nesse estudo, sendo

necessaria maior investigagdo com um tamanho maior de amostra e outras técnicas de analise.
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5 CONCLUSOES

A alta prevaléncia de animais infectados com placa aural, tanto em relacdo ao
numero total de animais, quanto na detec¢ao de animais acometidos por haras visitados, revela
a ampla distribuicdo dessa enfermidade no estado de Minas Gerais.

Equinos da raga Mangalarga Marchador apresentaram maior frequéncia de placa
aural — com destaque para animais com idade entre 1 a 5 anos, maior sensibilidade ao toque e
maior susceptibilidade de infec¢cdo na presenca de ectoparasitas, comparado a equinos da raga
Quarto de Milha.

A deteccdo dos EcPVs 1, 3,4, 5 e 6 nas amostras coletadas para biopsia, confirmam
a associagdo desses tipos virais a etiologia da placa aural. A identificacdo do EcPV1 de forma
isolada em lesdo de placa aural € significativa, uma vez que esse tipo viral s6 havia sido
encontrado em coinfec¢des, revelando agora seu desempenho como agente primdrio no
desenvolvimento de lesdes auriculares. A maior frequéncia do EcPV4 em ambas as ragas
avaliadas, demonstra a alta patogenicidade desse tipo viral para placa aural em equinos.

A auséncia de deteccao dos EcPVs 2, 7, 8 ¢ 9 nas amostras de lesdes auriculares
coletadas em diferentes regides de Minas Gerais, sugere que estes EcPVs ndo estido associados
com a papilomatose auricular nesse estado do pais.

Nao foram detectadas associa¢des significativas entre as ragas, as caracteristicas da
lesdo, o tipo viral encontrado e presenca de coinfec¢des. Contudo, equinos da raga MM (73,3%)
apresentaram maior indice de coinfec¢des comparados a equinos QM (26,7%), com destaque
para a associagao dos EcPVs 4 e 6. Isso sugere uma maior susceptibilidade dessa raca a
coinfeccdes desse tipo viral, sendo necessaria maior investigacdo para confirmar tal

pressuposto.
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ANEXOS

ANEXO I - Ficha de identificacdo dos animais

FICHA N° — ANIMAIS

Idade ()Até la()De la3a()De3aSa()DeSa8a()De8alla()Del0al5a()Mais
de 15 anos

Sexo ()M ()F Raga () QM () MM
Funcio () ESPORTE () LAZER () PISTA () TRACAO Pelagem: -

Presenca deNmosquitos () SIM () NAO Presenca de ectoparasitas nas orelhas (
) SIM () NAO

Bovinos na propriedade ( ) SIM () NAO Manejo () Intensivo () Semi ()
Extensivo

Tosquia das orelhas () SIM () NAO
TEM PLACA AURAL () SIM () NAO

Se sim: () Unilateral ou () Bilateral
() Isolada ou () Multipla
() Pruriginosa ou ( ) Ndo pruriginosa

Tem sensibilidade auricular ( ) SIM () NAO
Classificacao () A()B () C

Ja foi realizado tratamento ( ) SIM () NAO
Se sim, qual?




