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RESUMO

No nordeste brasileiro 0 mais popular esporte equestre é a vaquejada. Este trabalho teve como
objetivos determinar o titulo de anticorpos contra o herpesvirus equideo (EHV) e avaliar as
alteracdes hematoldgicas e bioquimicas de equinos. Foram utilizados 68 equinos (Equus
caballus), machos, adultos, ndo vacinados contra EHV, utilizados em vaquejada provenientes
de propriedades particulares, localizadas na regido metropolitana de Fortaleza, Ceara.
Amostras de sangue foram coletadas para a realizagdo do hemograma completo, dosagens
séricas bioquimicas e titulacdo de anticorpos anti-EHV. Foram detectados os teores de Uréia
(U), Creatinina (Crea), aspartatoaminotransferase (AST), alaninoaminotransferase (ALT) e
Proteinas totais (PT) e as fracGes albumina (A) e globulina (G). Os titulos de anticorpos anti-
EHV foram determinados através da técnica de soroneutralizacdo com a utilizacdo de células
VERO. A leitura dos resultados foi realizada ap6s 72 horas de incubagdo, por meio do
monitoramento do efeito citopatico nos cultivos celulares. O titulo neutralizante foi
considerado de acordo com a maior diluicdo capaz de prevenir a producdo de efeito
citopatico. Os resultados foram expressos em valores minimo e maximo e em percentagem.
Ao hemograma completo a contagem total de hemaécias variou de 3.650.000 a
9.640.000/mm?, a hemoglobina variou de 6,1 a 15,6 g/dL e o hematdcrito variou de 18 a 44%.
A contagem global de leucécitos variou de 3,7 a 11,7 x10%mm?® enquanto as plaquetas
variaram de 116.000 a 423.000/ mm®. Os valores bioquimicos variaram de U 16 a 40 mg/dL,
Crea 0,5 a 1,0 mg/dL, AST 15 a 573 U/L, ALT 3a 72 U/L, PT 5,8 a7,4 g/dL, A/IG 0,72 a
2,28. A percentagem de animais positivos foi de 41,2% das amostras soroldgicas com titulo
médio geométrico de 5. Os resultados deste trabalho demonstram que os equinos utilizados
em vaquejada apresentam altera¢des nos biomarcadores hematolégicos e séricos e evidéncias

soroldgicas de infeccdo por EHV.

Palavras-chave: Equus caballus. Vaquejada. Biomarcadores. Herpesvirus equideo

Sorologia.
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ABSTRACT

In Northeastern Brazil, vaquejada is the most popular equestrian sport. The present work
aimed at determining antibody titers against equine herpesvirus 1 (EHV-1) and evaluating
hematological and biochemical alterations in horses. Sixty-eight adult male vaquejada horses
from private farms from the metropolitan region of Fortaleza, Ceara, Brazil, which had not
been previously vaccinated against EHV-1, were assessed. Blood samples were collected for
the performance of complete hemograms, serum biochemical analyses and anti-EHV-1
antibody titration. Urea (U), creatinine (Crea), alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), total protein (TP) and the fractions albumin (A) and globulin (G)
were dosed. Anti-EHV-1 antibody titers were determined in inactivated sera, though
seroneutralization, by using VERO cells. Results were read after 72 hours of incubation,
though the observation of cytopathic effects in cell culture. Neutralizing titer was considered
to be the highest dilution capable of preventing the production of cytopathic effects. The
results were expressed as minimum and maximum values and percentages. Total red cell
counts varied from 3,650,000 to 9,640,000/mm? and hemoglobin concentration and packed
cell volume ranged from 6.1 to 15.6 g/dL 18 to 44%, respectively. Total leukocyte count
ranged from 3.7 to 11.7 x 10%mm?® and platelet count varied from 116,000 to 423,000/ mm?®,
Values for biochemical analyses were for U 16 to 40 mg/dL, Crea 0.5 to 1.0 mg/dL, AST 15
to 573 U/L, ALT 3 to 72 U/L, PT 5.8 to 7.4 g/dL, A/G 0.72 to 2.28. In vitro virus
neutralization was observed for 41.2% of serum samples, with a geometric mean titer of 1:5.
These results show that horses used for the practice of vaquejada present hematologic and

biochemical alterations and serological evidences of infection with equine herpesvirus.

Keywords: Equus caballus. Vaquejada. Biomarkers. Herpesvirus. Seroneutralization.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C Temperatura em graus centigrados
AHV Gammaherpesvirus

AIG Relagdo albumina:globulina
ALB Albumina

ALT Alanina aminotransferase

AST Aspartato aminotransferase

CK Creatina fosfocinase

CREA Creatinina

eCG Gonadotrofina coribnica equina
dL Decilitros

EDTA Acido etileno diamino tetracético
EHV Herpesvirus equideo

FA Fosfatase alcalina

g Gramas

g/dL Gramas por decilitro

GGT Gamma glutamiltransferase

IL Interleucina

LDH Desidrogenase latica

MCV Mean corpuscular volume
MCHC Mean corpuscular hemoglobin concentration
mg Miligramas

mg/dL Miligramas por decilitro

mL Mililitros

PCR Proteina c reativa

PCV Packed cell volume

pH Potencial Hidrogenionte

PPT Proteinas totais

RBC Red blood cell

SNC Sistema nervoso central

U/L Unidade por litro

Ul/L Unidade internacional por litro
U Uréia

10
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WBC White blood cell
pL Microlitros

CAPES - Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
EMBRAPA/CPAP — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
UECE - Universidade Estadual do Ceara

UFV - Universidade Federal de Vigosa

PPGCV - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
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1. INTRODUCAO

Os equinos tém acompanhado e auxiliado o desenvolvimento do homem durante um
longo periodo. Essa relagdo de convivio levou a utilizacdo deste animal no trabalho rural e no
desenvolvimento de diferentes modalidades de esportes equestres. Nessas competicGes, €
exigido tratamento diferenciado para os atletas de cada modalidade que varia em duragéo,
velocidade, forca e agilidade.

O Brasil possui 0 terceiro maior rebanho equino do mundo, com 5,9 milhdes de
animais, ficando atras apenas do México (6,2 milhdes) e da China (7,9 milhdes) (FAO, 2006;
DINHEIRO RURAL, 2006). No Nordeste, estdo 1,4 milhdes desses animais, sendo 140 mil
no Ceara (IBGE, 2006).

Os equinos existentes na Regido Metropolitana de Fortaleza sdo, em sua maioria,
utilizados para a pratica de esportes. Dentre esses esportes, destaca-se a vaquejada por sua
popularidade e pelo grande numero de praticantes em todo o nordeste brasileiro. As
vaquejadas sdo frequentes e muitos animais participam semanalmente dessas competi¢fes que
podem durar até quatro dias. E um esporte extenuante, mesmo para equinos com bom
condicionamento fisico, e 0s animais podem apresentar queda de desempenho esportivo ao
longo da prova. Tem sido observado nos parques de vaquejada, alta concentracdo de animais
e baixo controle sanitario que podem levar a uma intensa exposicdo dos animais a novos
patdgenos.

As viroses possuem elevada importancia sanitaria e econémica na equideocultura
mundial, destacando as infec¢des herpéticas (DIEL et al., 2006). O herpesvirus equideo
(EHV) tem como caracteristica a manutencéo da infeccdo de forma latente (PARADIS et al.,
2006). As secrecOes nasais representam a principal fonte de infecgdo, apds a reativagdo das
infeccdes (WEIBLEN, 2001).

No Brasil, o primeiro isolamento do EHV foi descrito por Nilson e Corréa (1966).
Evidéncias diretas e indiretas de infeccdo pelo EHV foram descritos em Minas Gerais
(CARVALHO et al., 1991), no Rio Grande do Sul (VARGAS e WEIBLEN, 1991;
WEIBLEN et al., 1994), no Pard (HEINEMANN et al., 2002) em S&o Paulo (LARA et al.,
2003) e no Parana (LARA et al., 2006). Dessa forma, tornam-se relevantes estudos sobre essa
virose devido a caréncia de dados relativos a essa espécie na regido Nordeste e, em particular,
no Cearé.

Paralelamente a pesquisa de anticorpos anti-EHV, os valores hematoldgicos e

bioguimicos séricos sdo de grande utilidade na avaliacdo do estado clinico do animal e da
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extensdo das lesdes existentes, podendo dar indicagfes sobre o acometimento de infecgdes
bacterianas, fungicas e virais, do animal ou o comprometimento do funcionamento de 6rgaos

como o figado, rins e coragédo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HERPESVIRUS EQUINO

Herpesvirus equideo (EHV) sdo virus DNA, pertencente a familia Herpesviridae,
possuindo envelope, tamanho aproximado de 150 nm, com nucleocapsideos de formato
icosaédrico e aproximadamente 100 nm de didmetro. O virus replica no nlcleo e matura por
brotamento através da membrana citoplasmatica e, assim, adquire o envelope (MURPHY et
al., 1999).

Em equideo s existem nove herpesvirus identificados: cinco deles pertencem a
subfamilia alphaherpesvirinae, dois a gamaherpesvirinae e um ainda ndo classificado. O
cavalo € o hospedeiro natural dos EHV-1, EHV-3, EHV-4, EHV-2 e EHV-5, enquanto que 0s
asininos sdo hospedeiros do AHV-3 (homélogo ao EHV-1), AHV-1 (homologo ao EHV-3) e
AHV-2. O isolamento de um novo EHV foi relatado, trata-se de um virus neurotrépico de
uma gazela (“Gazelle herpesvirus-1"; EHV-9) indicando que a lista atualmente conhecida de
herpesvirus equideo esta em provavel crescimento. EHV-1 e EHV-4 sdo clinicamente,
economicamente e epidemiologicamente os mais relevantes patdgenos (ICTV, 2009).

EHV-1 era classificado como EHV-1 subtipos 1 e 2. A partir de 1981 foi adotado uma
nova classificagdo, na qual o EHV-1 subtipo 2 foi designado como EHV-4, mas o
reconhecimento oficial desta distingdo ocorreu somente uma década depois. As diferencas
entre 0 EHV-1 e 0 EHV-4 estdo ligadas a capacidade de multiplicagdo do virus, as vias de
eliminacdo para 0 meio externo e a sintomatologia clinica. Essas diferengas se devem a
presenca de antigenos de superficie (glicoproteinas) especificos para cada grupo presente no
envelope viral que influenciam significativamente a biologia dos mesmos. Mas ambos
antigenicamente e geneticamente mostram consideravel reacdo cruzada devido ao nivel de
semelhanca entre 55 a 96% na sequéncia de aminoécidos idénticos das glicoproteinas (RIET-
CORREA et al., 1998; ARDANS, 2003).

Experimentalmente, o EHV-2 est4 associado a uma leve rinite e conjuntivite, enquanto
que o EHV-3 causa uma infecgdo venérea auto-limitante na genitalia externa. Embora ambos
EHV-2 e EHV-3 sejam muito prevalentes, comparados aos EHV-1 e EHV-4, as doencas
provocadas pelos EHV-2 e EHV-3 sdo consideradas de baixo impacto econdmico e de pouca
importancia veterinaria. Epidemiologicamente, os dados de prevaléncia do EHV-5 sdo
escassos (MURPHY et al., 1999; ARDANS, 2003).

15
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2.1.1. EPIDEMIOLOGIA

Ambos EHV-1 e EHV-4 sdo endémicos na populacdo mundial de equinos. Devido a
similaridade antigénica entre EHV-1 e EHV-4 a interpretacdo dos dados soroldgicos
coletados até o inicio da década de 1990 era complicada devido a indisponibilidade de um
teste com anticorpos especificos para cada tipo. Por isso, a interpretagdo de alguns dados
soroldgicos obtidos através de testes com anticorpos convencionais (ndo especificos), tais
como a virus-neutralizagdo e a fixacdo de complemento, é imprecisa. Também é necessario
destacar que o0s estudos soro-epidemioldgicos sdo complicados na populagdo de cavalos que
foram vacinados contra EHV-1 e/ou EHV-4 (AGUIAR et al., 2006).

Nos EUA, 85% dos potros testados entre 6 a 8 meses pds-desmame foram inicialmente
soropositivos para EHV-1, mas a soro-conversdo foi consequentemente corrigida para EHV-4
(HIRSH et al., 2003).

Por outro lado, Gilkerson et al. (1998) reportaram que a infeccdo do EHV-1 em potros
que estdo mamando pode ocorrer cedo, até os 30 dias de idade. Entretanto, éguas lactantes
podem ser fontes de infecgdo primaria do EHV-1 para os potros que futuramente transmitem
0 virus para outras éguas e potros.

Gilkerson et al. (1999) relataram a prevaléncia de anticorpos contra EHV-1 em éguas e
potros de 26,2% e 11,4%, respectivamente; enquanto que mais de 99% das éguas e potros
testados tinham anticorpos contra EHV-4. O estresse € uma das causas de ativacdo do virus
latente que é re-excretado no meio, tornando-se fonte para tais transmissdes. Embora dados
epidemioldgicos similares ndo sejam observados para 0 EHV-4 a alta prevaléncia deste virus
referida anteriormente sugere que a infeccdo do EHV-4 em cavalos provavelmente também
ocorre logo apds o nascimento.

O impacto da infeccdo pelo EHV-1 pode ser assolador, particularmente, quando
ocorrem episddios de aborto. No Brasil, o primeiro isolamento do virus foi descrito por
Nilson e Correa em 1996. Em um estudo soroldgico realizado em S&o Paulo, foram
encontradas 17,6% das amostras positivas. De 348 amostras de soros examinadas,
provenientes de varios municipios do estado do Rio Grande do Sul, foram encontradas 84,7%
positivas, com titulo médio geométrico de 5, utilizando a prova de soroneutralizagdo. Casos
de abortos ja foram descritos no Rio Grande do Sul (VARGAS e WEIBLEN, 1991).

No que tange a pesquisa de anticorpos contra o EHV, a prevaléncia de 17,71% de
equinos soropositivos foi determinada por HEINEMANN et al. (2002) que se aproxima dos

dados obtidos por DIAS (2000), quem observou 21,70% e 13,18% de animais soropositivos
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na llha de Maraj6 e no resto do Estado do Para, respectivamente. Quanto as propriedades, foi
observada uma prevaléncia de 40,62% de fazendas positivas para 0 EHV no Municipio de
Uruard. Estes dados reforcam os achados por DIAS (2000), que detectou a presenca de
anticorpos contra 0 EHV em 30 de 33 fazendas do Estado do Para, concluindo-se que o0 EHV
encontra-se amplamente disseminado nas propriedades rurais do municipio de Uruara/PA.

Em 1993, foi realizado um estudo pela EMBRAPA/CPAP, com a cooperagdo do
Animal Health Institute da Inglaterra, com 50 equinos, incluindo animais que apresentavam
sintomatologia respiratoria, tendo sido encontrado 36% dos animais positivos para o EHV-1 e
58% dos animais positivos para 0 EHV-4 (SORIANO et al.,1997).

Alguns dados publicados até o momento sugerem que o EHV-1 é também um
importante patdgeno de equinos selvagens, como exemplo pode-se citar os casos de aborto e
de mortalidade perinatal de potros em um rebanho de zebra (Equus grevyi) no zoolégico de
Chicago (BLUNDEN et al., 1998).

2.1.2. PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

EHV -2 (também chamado de citomegalovirus) é a causa de uma infecgdo comum que
comega no nascimento e continua por periodos muito longos em potros. Alguns destes potros
infectados desenvolvem sinais clinicos de corrimento nasal purulento, febre e linfadenopatia,
em uma sindrome que permanece cerca de uma semana. Raramente 0s animais acometidos
morrem (BLOOD e RADOSTITIS, 1991).

Exantema coital equino causado pelo EHV-3 é uma doenca venérea, que se manifesta
por lesdes papulares, pustulares e, por fim, ulcerativas na mucosa vaginal que, em geral, é
eritematosa. As Ulceras podem atingir 2 cm de diametro e 0,5 cm de profundidade,
circundadas por uma zona hiperémica. Nos casos graves, as leses se estendem pela vulva e
pela pele do perineo em torno do anus. No macho, lesbes semelhantes sdo encontradas no
pénis e no prepucio. Muitos casos discretos ndo sdo percebidos porque ndo ha doenca
sisttmica e os animais acometidos comem bem e se comportam normalmente (BLOOD e
RADOSTITIS, 1991).

O efeito do EHV-3 sobre a fertilidade ¢ um equivoco, embora possa haver perda de
libido durante o estagio ativo da doenca em garanhdes. A infeccdo parece espalhar-se por
éguas carreadoras clinicamente normais. O periodo de incubacdo é de dois a dez dias e a
evolucdo até a cicatrizacdo total das Ulceras € de cerca de 14 dias. Infeccdo bacteriana

secundaria pode originar corrimento purulento e evolugdo mais prolongada. Em alguns surtos,
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ocorrem lesdes na pele dos labios e em torno das narinas e na conjuntiva. Também podem
estar presentes no focinho do potro (BLOOD e RADOSTITIS, 1991).

Antes de 1981, um Unico virus “EHV-1" era conhecido como o causador da
rinopneumonite febril, ataxia, aborto e doenga neonatal do potro. Entretanto, foi estabelecido,
desde 1972, que as cepas de EHV-1 seriam distinguidas como virus respiratorio (subtipo 2) e
abortogénico (subtipo 1). O EHV-1 foi relatado primeiro por Manninger (1949) como o
responsavel por ataxia e aborto, mas o isolamento viral de casos semelhantes ocorreu muito
tempo depois. Na forma aguda, naturalmente ocorre doenca respiratéria em infecgdes por
EHV-1 e EHV-4 sendo caracterizada por febre, anorexia, descarga nasal variavel e doenga
ocular. A proliferacdo bacteriana na mucosa nasal pode ser um fator que contribui para o
desenvolvimento da rinopneumonite. Experimentalmente, entretanto, EHV-1 causa uma
doenga muito mais severa que a induzida pelo EHV-4 (PATEL e HELDENS, 2005).

A replicacdo primaria do EHV-1 ocorre nas células epiteliais do trato respiratério
superior e nos linfonodos locais, resultando em uma viremia associada a leucocitos. Esta
viremia, na infeccdo aguda, € um pré-requisito para o aborto e para a paresia devido a
replicacdo do EHV-1 nas células endoteliais que revestem os vasos sanguineos do SNC e do
utero prenhe (REED e TORIBIO, 2004).

Uma infeccdo generalizada dos vasos sanguineos endometriais resulta em uma severa
vasculite e trombose multifocal, as quais podem resultar em um aborto por lesdes no
endométrio sem infecgdo viral do feto. Lesdes vasculares menos extensas podem permitir a
transferéncia de virus ao longo da barreira uteroplacentéria e, entdo, ocorre o aborto devido a
infeccdo do feto pelo virus. Uma infecgdo transplacentaria préxima ao parto pode resultar no
nascimento de um potro vivo infectado, acompanhado usualmente pela morte alguns dias
ap6s o nascimento, condi¢do conhecida como doenca neonatal do potro (PATEL e
HELDENS, 2005).

Estas diferencas no potencial abortogénico podem estar relacionadas a diferencas no
nivel de viremia ou de infeccdo das células endoteliais que variam conforme a cepa do virus.
Mais de 95% dos abortos provocados por EHV-1 ocorrem no tergo final da gestacdo e muito
raramente em outros estagios. N&o se sabe por que ocorre um aumento de susceptibilidade no
terco final de gestacdo das éguas. Uma possivel explicacdo pode estar relacionada a fatores do
hospedeiro ainda indefinidos, os quais reativam o EHV-1 da laténcia nos leucécitos. Estudos
in vitro tém demonstrado que tanto a IL-2, como a gonadotrofina coribnica equina (eCG)
influenciam na reativacdo do virus nos leucdcitos latentemente infectados (REED e
TORIBIO, 2004).
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Um baixo nivel de infec¢do dos vasos sanguineos do Utero, no inicio da prenhez, tem
sido demonstrado e isto leva a hipotese de que a extensdo da lesdo vascular uterina pode ser
importante para determinar se o virus é capaz ou ndo de atravessar a placenta. Lesdes na
placenta e a utilidade do exame placentario no diagnostico de abortos provocados pelo EHV-1
tém sido recentemente descritas (PATEL e HELDENS, 2005).

Em contraste com o EHV-1, a patogenicidade do EHV-4 tem sido pouco estudada. A
viremia associada aos leucdcitos ndo é uma caracteristica consistente da infeccdo por EHV-4,
tampouco o aborto e a paresia. Apesar da alta incidéncia comparada ao EHV-1, dados
avaliados implicam que a ocorréncia de aborto em éguas, nas infeccbes pelo EHV-4, varia
extremamente (REED e TORIBIO, 2004).

Em Kentucky, EUA, entre 1983 e 1992 a incidéncia de abortos devido ao EHV-4 foi
menor que 1%, enquanto que na Inglaterra entre 1987 e 1993 a porcentagem reportada foi
acima de 16%. Exames detalhados de lesdes vasculares induzidas pela infeccdo por EHV-4
em potros também tém sido descritos. Foi verificado que o EHV-4 replica-se nas células
endoteliais dos vasos sanguineos e foi sugerido que a patogenia do EHV-4 em abortos talvez
tenha uma base vascular similar ao que ocorre com o EHV-1. As diferencas observadas
podem ser devido a diferencas entre cepas, mas ainda ndo ha comprovacao. O que se sabe,
porém, é que no geral 0 EHV-4 ndo esta associado a abortos e evidéncias para seu papel em
paresias sdo limitadas (PATEL e HELDENS, 2005).

Enquanto o EHV-4 é um patdgeno do trato respiratorio cuja replicacdo se restringe,
normalmente, & mucosa do epitélio do trato respiratdrio superior e ao tecido linfoide regional,
as consequéncias potenciais para a saude pela infeccdo por EHV-1 se estendem além do trato
respiratério (REED e TORIBIO, 2004).

EHV-1 tem o potencial para causar enfermidades mais sérias e invasoras envolvendo
6rgdos de outros sistemas. Mesmo na auséncia de sinais claros de enfermidade respiratoria, a
infeccdo pelo EHV-1 (e raramente também pelo EHV-4) pode conduzir ao risco de
desenvolvimento de cinco sequelas clinicas importantes: aborto, mortalidade neonatal,
mieloencefalopatia, infeccdo pulmonar vasculotrépica e enfermidade ocular. Existem cepas
hipervirulentas de EHV-1 que possuem a capacidade de causar elevados indices de
manifestacGes e sequelas clinicas (PATEL e HELDENS, 2005).

2.1.3. DIAGNOSTICO
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A identificacdo rapida e inequivoca do agente etiolégico do primeiro caso de
enfermidade respiratdria dentro de um grupo de cavalos é essencial para ajudar o médico
veterinario a tomar as decisGes do tratamento e planejar as estratégias para controlar a
disseminacdo epizootica da infecgdo. Os principais diagnosticos diferenciais para enfermidade
respiratéria viral nos cavalos incluem, além de EHV-1 e EHV-4, virus da influenza,
adenovirus, rinovirus e o virus da arterite equina. Somente o0s sinais clinicos ndao sdo
suficientes para diferenciar os herpesvirus de outras causas comuns de enfermidades
respiratérias em equinos, portanto testes laboratoriais sdo necessarios para realizar o
diagndstico (ALLEN, 2002).

A confirmacdo do diagnostico de enfermidade respiratoria por herpesvirus baseia-se
na demonstragdo do EHV-1 ou do EHV-4 nas secrecfes nasofaringeas ou nos leucocitos dos
cavalos afetados. O éxito do diagnostico laboratorial para o EHV-1 e EHV-4 depende das
técnicas utilizadas para a coleta, manejo, transporte, armazenamento e processamento das
amostras clinicas (REED e TORIBIO, 2004).

Os métodos disponiveis no diagndstico laboratorial para herpesvirus equideo incluem
o isolamento do virus, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), imunofluorescéncia para
deteccdo de antigenos virais e provas soroldgicas (ALLEN et al., 2006). A prova laboratorial
para EHV-1 ou EHV-4 que oferece os melhores resultados, é o isolamento do virus de
secre¢Oes nasofaringeas ou dos leucdcitos, depois de sua inoculagdo em monocamadas de
cultivos celulares suscetiveis. Os efeitos citopaticos do EHV-1 e EHV-4 sdo caracteristicos e
pode ser feita a identificacdo soroldgica dos herpesvirus com anticorpos monoclonais tipo-
especificos (REED e TORIBIO, 2004). Os procedimentos normais de isolamento viral tem a
desvantagem de necessitar de varios dias para obtencdo do resultado, o que o faz de menor
utilidade para o clinico (YACTOR et al., 2006).

A amplificagdo de DNA viral mediante PCR é um ensaio rapido, sensivel e utilizado
com mais frequéncia para a deteccdo da infeccdo do trato respiratorio por EHV-1 ou EHV-4.
Podem ser processadas para a deteccdo de herpesvirus as mesmas amostras utilizadas para o
isolamento viral (LAWRENCE et al, 1994).

2.1.4. LATENCIA

A laténcia é uma importante estratégia epidemiolédgica garantindo a sobrevivéncia e a
disseminacdo do virus dentro da populacdo de hospedeiros naturais. O cavalo portador

cronico é aquele no qual o EHV-1 e/ou 0 EHV-4 persiste de maneira ndo infecciosa, além do
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periodo de recuperagdo da infeccdo aguda do trato respiratério. A proporcao de portadores
assintomaticos € alta. Aproximadamente 60% dos cavalos que se recuperam da infecgdo
respiratéria primaria provocada pelos herpesvirus tornam-se portadores latentemente
infectados, durante toda a vida, capazes de servir como uma fonte de infec¢do para cavalos
suscetiveis (REED e TORIBIO, 2004).

Os reservatdrios celulares para os virus latentes EHV-1 e EHV-4 sdo 0s neur6nios
sensitivos dos ganglios trigémeos e os linfécitos T dos ganglios linfaticos que drenam o trato
respiratério superior, como: nddulos linfaticos submandibulares, retrofaringeos e
bronquiolares (SLATER et al., 1994). Nestas células, o genoma viral esta presente, sem a
producdo de particulas virais infecciosas. No entanto, a laténcia é um estado reversivel, no
qual os genomas dos virus latentes podem reativar-se para recuperar sua plena atividade de
transcricdo com uma producdo consequente de virus infeccioso (REED e TORIBIO, 2004).

Enquanto que no estado infeccioso EHV-1 e EHV-4 estdo expostos totalmente ao
controle imune do animal, o herpesvirus latente esta protegido do reconhecimento e da
destruicdo pelo sistema imune e pode permanecer como hdspede por toda a vida, mesmo na
presenca de uma forte imunidade adquirida (ALLEN, 2002).

Experimentalmente, 0 EHV-1 tem sido reativado em cavalos infectados naturalmente
ou experimentalmente e em animais livres de patdgenos especificos, os chamados SPF
(specific pathogen free), sob imunossupressdo, mas com diferentes resultados. O virus é
reativado principalmente em leucocitos e, ocasionalmente, na mucosa nasal, ap6s o
tratamento com corticosterdides em cavalos. Nos animais SPF, foi observada uma maior
reativacdo do virus na mucosa nasal, ap6s o tratamento com corticosterdide e ciclosfosfamida.
Os linfocitos T CD4+/CD8+ foram definidos como sendo o sitio de laténcia principal do
EHV-1, os quais sdo ativados pela IL-2 e gonadotrofina coridnica equina (ECG). Ja a
reativacdo e excre¢do nasal do EHV-4 foram relatadas em cavalos de campo infectados, apds
o tratamento com corticosterdide (REED e TORIBIO, 2004).

Os fatores fisioldgicos responsaveis pela reativacdo do virus latente e a relativa
importancia dos sitios de laténcia neural e linfdide sob condi¢fes naturais permanecem
indefinidos. Contudo, é conhecido que a reativacdo espontdnea pode ocorrer mediante
diversos estimulos como desmame, cirurgias, estabulacdo, transporte prolongado, parto,
lactacdo, condigBes climaticas extremas, rompimento social e doengas terminais, podendo
ocorrer na auséncia de sinais clinicos (PATEL e HELDENS, 2005).

2.1.5. IMUNOPROFILAXIA
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As glicoproteinas tém um importante papel na biologia dos herpesvirus,
particularmente no processo de infec¢do (adsorcdo do virus, penetracdo e disseminacao
célula-a-célula), patogenicidade e como alvo do sistema imune, uma vez que sao expressas na
superficie das células infectadas. Para ambos, EHV-1 e EHV-4, existe uma homologia,
quando comparados ao herpesvirus simples 1 (HSV1), em pelo menos 10 das 11
glicoproteinas conhecidas (gB-gp14, gC-gp13, gD-gp18, gE, gG, gH, gl, gK, gL, e gM)
(TELEFORD et al., 1998).

Do ponto de vista da imunoprofilaxia, uma importante questdo é o nivel de prote¢do
cruzada proporcionada pelo EHV-1 e/ou EHV-4 nos cavalos. Infelizmente, os dados
experimentais sdo escassos e contraditorios, principalmente, os baseados na sorologia. EHV-
4, em potros SPF, induz anticorpos neutralizantes em iguais titulos para ambos EHV-4 e
EHV-1, j& o EHV-1 produz uma resposta com baixa especificidade. Alguns dados
experimentais sugerem que algumas cepas de EHV-1 sdo melhores que algumas de EHV-4
em provocar resposta especifica (TEWARI et al., 1993).

A eliminacdo do EHV das criacBes de cavalo é teoricamente impossivel devido a
caracteristica do estado portador. A prevencdo, ao invés da erradicagdo ou do tratamento da
enfermidade, oferece o meio mais eficaz para controlar a enfermidade respiratéria causada
pelo herpesvirus e suas possiveis sequelas. As estratégias dirigidas a reducdo do impacto
econdmico e ao bem-estar associado as infecgOes respiratorias pelo EHV-1 e EHV-4, incluem
a imunizacao profilatica e a aplicacdo de préaticas preventivas de manejo (AGUIAR et al.,
2008).

A vacinagdo contra a enfermidade respiratéria causada pelo EHV-1 e o EHV-4 é
recomendada como parte do programa preventivo para todos os cavalos com risco de adquirir
a infeccdo. Teoricamente, todos os potros tem titulos de anticorpos especificos para o EHV-1
e 0 EHV-4 que podem ser medidos depois da ingestdo do colostro da mée. Os anticorpos
maternais para o0 EHV-1 e o EHV-4 decaem, pois possuem uma meia-vida de 26 dias. Os
potros se tornam soronegativos e, por conseguinte totalmente suscetiveis a infeccdo aos 5-6
meses de idade (REED e TORIBIO, 2004).

Portanto, devem-se administrar as vacinas e as subsequentes revacinagdes a fim de
proporcionar um nivel maximo de prote¢do imune aos potros, principalmente em momentos
estressantes, como 0s associados ao desmame, transporte, introducdo, reagrupacgdo social,
vendas, treinamento e competi¢cdes (REED e TORIBIO, 2004).
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Nos grandes grupos de animais, uma cobertura vacinal ampla pode ajudar a reduzir a
disseminacdo da infeccdo, devido aos beneficios agregados a imunidade populacional. As
éguas prenhes devem ser imunizadas conforme as recomendagdes do fabricante, sempre
utilizando produtos que ja demonstraram ser eficazes na prevengédo do aborto provocado pelo
EHV-1. Nenhuma vacina atual demonstrou ser eficaz para proteger contra a manifestacdo
nervosa causada pela infeccdo do EHV. Atualmente, estdo disponiveis vacinas inativadas e
vacinas com virus vivo atenuado (REED e TORIBIO, 2004).

E importante ressaltar que a vacinacdo de potros néo previne a infeccéo respiratoria,
porém diminui a intensidade dos sinais clinicos e a magnitude e duragdo da excrecao de virus
infeccioso. O estado de portador latente, tampouco é prevenido pela vacinagdo. Por
conseguinte, a meta da vacinacdo contra a enfermidade respiratéria pelo herpesvirus € a
diminuicdo da severidade da enfermidade respiratdria e reducdo da difusdo da infecgdo dentro
da populacdo de equinos (AGUIAR et al., 2008). O desenvolvimento de uma vacina mais
eficaz contra a enfermidade respiratoria pelos herpesvirus em equinos jovens €
definitivamente uma prioridade (REED e TORIBIO, 2004).
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2.2. PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Uma rotina de avaliacdo clinica, incluindo exames laboratoriais, seria de grande valor
para acompanhar o desenvolvimento e desempenho desses animais. A diversidade de
informacdes que o hemograma pode fornecer, embora, em geral, bastante inespecificas, torna
esse exame subsidiario um dos mais solicitados nas praticas clinica e cirdrgica (GROTTO,
2009).

Exames bioquimicos séricos também sdo solicitados, como auxilio para clinica,
incluindo os teores de proteinas plasmaticas totais e fracbes, AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), uréia e creatinina. Estes parametros
constituem informacgdes relevantes associadas a varias patologias, dentre elas aquelas
mediadas por virus, bactérias e parasitas, ou associadas a alteracbes no funcionamento de
tecidos e 6rgdos vitais como, coragdo, rins, figado e sistema imune.

A interpretacdo do perfil bioquimico é complexa, tanto aplicada a rebanhos quanto a
individuos, devido aos mecanismos que controlam o nivel sanguineo de varios metabolitos e
devido também, a grande variacdo desses niveis em funcdo de fatores como raga, idade,
stress, dieta, nivel de producdo leiteira, manejo, clima e estado fisioldgico (lactagdo, gestacéo,
estado reprodutivo) (GONZALEZ e SCHEFFER, 2002).

2.2.1. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

O eritrograma inclui a contagem global de eritrécitos e a determinacdo de
hemoglobina, do hematdcrito, do volume corpuscular médio (VCM) e da concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os eritrocitos apresentam como fungdes o
transporte de oxigénio para os tecidos, transporte de gas carb6nico para os pulmdes e troca de
ions hidrogénio (MEYER e HARVEY, 1998).

A avaliacdo do eritrograma presta grande auxilio na analise do animal em exercicio
fisico, pois ha necessidade, neste momento, de uma quantidade ainda maior de oxigénio e de
hemacias, que serdo liberadas através de contracdo esplénica que ocorre durante o exercicio.
A capacidade do bago de se expandir e se contrair pode resultar em alteragdes substanciais no
hematdcrito, especialmente em cées e equinos (MEYER e HARVEY, 1998).

Vérios autores avaliaram a influéncia do exercicio fisico sobre o hematdcrito, a

hemoglobina, volume globular e proteinas plasmaticas e verificaram aumento significativo
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desses parametros (RUBIO et al, 1995; SOMMARDAHL e ANDREWS, 1997,
CONCEICAO et al., 2001).

Revington (1983) verificou uma elevacdo nos valores de hematdcrito, hemoglobina,
eritrdcitos, leucdcitos e proteinas totais comparando equinos de corrida em repouso e em fase
de pré-treinamento. O oposto ocorre na sobrecarga, onde foi verificada uma queda substancial
no hematocrito de equinos (HAMLIN et al., 2002). No entanto, Van Heerden et al. (1990)
avaliando cavalos de corrida em treinamento ndo observaram diferencas significativas entre
esses parametros.

Para determinar as influéncias hematoldgicas exercidas por diferentes regimes de
manejo em 42 potros, do nascimento aos 5 meses de idade, Brommer et al., 2001, realizaram
um estudo, comprovando que tais regimes alteraram a concentragédo de hemoglobina e o
hematdcrito, entre outras variaveis que ndo relacionadas ao hemograma, estando a alteracéo
desses pardmetros ligada ao metabolismo e maturacdo de tecidos, o que ocorre de forma
diferenciada para cada tipo de manejo.

A idade também provoca influéncias no eritrograma, como foi evidenciado por
Waelchli et al. (1994), que avaliaram as alteraces hematoldgicas de 18 potros, do nascimento
aos dois meses de idade, observando uma diminuicdo nos valores do hematdcrito,
hemoglobina e eritrécitos durante a primeira semana, embora as hemécias aumentassem até o
segundo més. Harvey et al. (1984) obtiveram 0s mesmos resultados ao avaliarem potros puro
sangue inglés e Quarto de Milha durante o primeiro ano de vida.

As Unicas variagOes no eritrograma detectadas por McFarlane et al. (1998) e Ralston et
al. (1988), ao estudarem alteragdes hematoldgicas em equinos geriatricos em compara¢do com
0s ndo-geriatricos, foi em relagdo aos indices hematimétricos em que houve aumento de VCM
e diminuicdo de HCM no grupo geriatrico.

Quanto ao sexo, ja foram observadas diferengas. ALMEIDA e SILVA (1995),
avaliaram o hemograma de 155 equinos da raca Crioula, concluindo que as fémeas
apresentaram uma maior contagem de eritrocitos que os machos, o que nao foi verificado em
um estudo conduzido por Cebulj-Kadunc et al. (2002), onde a contagem dos eritrocitos e a
dosagem de hemoglobina foram maiores em garanh@es do que em éguas da raca Lippizan.

Existem divergéncias quanto os valores de referéncia citados na literatura, conforme a
tabela 1.

Krumrych et al. (1993) detectaram valores de eritrocitos e hematocrito de equinos

selvagens como inferiores aos descritos para as diferentes ragas domeésticas.
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Tabela 1. Valores médios da série vermelha encontrados por diferentes autores.

Autores Fagliari e Conceicéo et Mcfarlane et Jain, Plotka et
X Silva, 2002 al., 2001 al., 1998 1993 al., 1988
Parametros
Eritrocitos 6,87 7,84 7,65 9,0 9,9
(x10%/mm3)
Hemoglobina 10,62 13,7 12,4 14,4 16,4
(g/dL)
Hematdcrito (%) 37,8 37,7 36,4 41 46,3
VCM (fL) 55,31 48,3 478 455 47,1
CHCM (%) 27,9 36,4 34,1 35,2 35,2

Os leucocitos sdo células sanguineas onde se incluem os neutréfilos, mondcitos,
eosindfilos, basofilos e linfocitos. Todos participam das defesas especificas e inespecificas. A
contagem leucocitaria total e diferencial, as quais compdem o leucograma, representam
ferramentas valiosas na avaliagcdo da resposta do hospedeiro a infecgdes microbianas e no
diagndstico de leucemias e de outras enfermidades (JAIN, 1993).

Schalm et al. (1975) adotam os valores de 6,0 a 12,0 x 10° /uL como os ideais para a
espécie. Enquanto Jain (1993) o intervalo de 5,5 a 12,5 x 10%/uL. J& Meyer e Harvey (1998)
consideram a contagem leucocitéria normal em equinos de 5,2 a 13,9 x 10%/uL.

Waelchli et al. (1994) afirmam que as contagens total e diferencial variam com a
espécie animal e sdo influenciadas pela idade, sendo que sdo altas ao nascimento e diminuem
gradualmente, para atingir valores de adultos aos 2 a 12 meses de idade. Resultados
semelhantes foram evidenciados na espécie asinina (DINEV e KHUBENOV, 1986).
Salientando as diferencas em relacdo a idade e ao sexo, em que 0S machos jovens
apresentaram uma maior contagem diferencial absoluta de linfocitos, neutréfilos e bastonetes
(ALMEIDA e SILVA, 1995; CEBULJ-KADUNC et al.,, 2002). Tem sido observado em
equinos geriatricos indices significativamente menores de linfocitos (McFARLANE et al.,
1998). Mesmo quando a diferenca de idade ndo € tdo exacerbada, ha alteracGes significativas
em contagens leucocitarias e linfocitarias de equinos mais velhos (CARDOSO, 2008).

O exercicio fisico também pode alterar os valores leucocitéarios. O efeito do exercicio

sobre a resposta leucocitaria de oito equinos de corrida, foi neutrofilia, monocitose e
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linfopenia significativas de 12 a 16 h apds a corrida, caracterizando um quadro de estresse
(NESSE et al., 2002; ROBSON et al., 2003). Esses dados fornecem subsidio para afirmar que
0 exercicio de longa duracdo provoca um impacto negativo na imunidade inata, mesmo apds
varios dias da corrida. Contudo, a influéncia de corridas de diferentes distancias ndo
apresentou efeito sobre varidveis laboratoriais em equinos incluindo a contagem leucocitaria
(BARTON et al., 2003).

De acordo com Duncan et al. (1994), podem existir as seguintes respostas leucocitarias
no equino: leucocitose fisioldgica, leucograma de estresse, observado no exercicio muscular
prolongado, e leucograma de doencas inflamatorias. Entretanto, Tyler-McGowan et al. (1999)
discordam da sentenga supracitada, uma vez que ndo foram observadas alteragdes
hematoldgicas e bioquimicas em cavalos submetidos ao exercicio muscular prolongado.

As plaquetas possuem varias fungdes no organismo de mamiferos, principalmente na
hemostasia primaria. Quando ativadas, as plaquetas aderem ao colageno subendotelial,
mudam de forma e liberam mediadores armazenados em suas organelas, assim como se
agregam umas as outras para formar o tampdo hemostatico primario (WEISS et al., 1997,
NYARKO et al., 1998). Embora as plaquetas facam parte do equilibrio hemostatico, nem
sempre as alteragdes de plaquetas estdo relacionadas a disturbios do sistema de coagulacdo
(WURZINGER e SCHMID-SCHONBEIN, 1990), ja que possuem propriedades particulares e
podem responder a diversos mediadores liberados pela ativagcdo de outros tipos celulares, a
partir de estimulos diversos (WURZINGER 1990, ABLETT et al., 1997).

As disfuncgdes de plaquetas ocorrem em diversas enfermidades nos equinos, tais como
clica, tromboembolismo nas artérias iliacas, sindrome do navicular (WEISS et al., 1997),
laminite (WEISS et al., 1996) e endotoxemia (JARVIS e EVANS 1994).

Os processos inflamat6rios devem ser considerados como potenciais causas de morte
em equinos portadores de distarbios que predisponham a hipercoagulabilidade e
tromboembolismo.

Segundo Villamandos et al. (1996), poucos estudos tem sido desenvolvidos para

avaliar a mudanca de forma das plaquetas na patogenia de doengas virais e hemorragicas.

2.2.3. PARAMETROS BIOQUIMICOS

As proteinas plasmaticas ocupam uma posi¢ao central e dominante no metabolismo
protéico, devido a sua intima relagdo com o metabolismo hepatico e as interagbes com outros

tecidos, por todo o corpo. As proteinas plasmaticas sao, sem duvida, as fontes protéicas mais
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facilmente disponiveis no corpo do animal para estudo. Quase todas as enzimas sao proteinas
globulares, como também o sdo as proteinas sanguineas de transportes, 0s anticorpos e as
proteinas de reserva nutritiva (CARDOSO, 2008).

De acordo com Cardoso (2008), o principal local de sintese de proteinas plasmaticas —
albumina, fibrinogénio, protrombina, alfa e betaglobulinas— é o figado. Em geral, 0 soro
sanguineo contém cerca de 7,0 g/dL de proteinas. As funcdes das proteinas no organismo séo
inimeras: manutengdo da pressdo osmdtica, catalise de rea¢des bioquimicas, manutencdo do
equilibrio acido-base, coagulagdo sanguinea, nutricdo e defesa do organismo (KANEKO et
al., 1997).

Dentre as proteinas plasmaticas destacam-se a albumina, as globulinas e o
fibrinogénio. As proteinas sanguineas sdo sintetizadas principalmente pelo figado, sendo que
a taxa de sintese esta diretamente relacionada ao estado nutricional do animal, especialmente
com os niveis de proteina e de vitamina A, e com a funcionalidade hepatica (GONZALEZ e
SCHEFFER, 2002).

Proteinas totais e suas fracdes assumem extraordinaria importancia clinica, uma vez
que a concentragdo protéica total no plasma é responsavel pela sua pressao coloidosmética e
as variacbes observadas nas diversas fragdes podem refletir doengas especificas e trazer
valiosos subsidios para o seu diagnostico (MILLER e GONCALVES, 1999).

O estudo do equilibrio hidrico de um animal pode ser avaliado se utilizarmos a
estimativa dos niveis de proteinas totais. Esta prova juntamente com a determinagdo do
volume globular e/ou hemoglobina, tem valor na determinacdo do grau de desidratacdo. Pode
ser utilizada na avaliacdo do estado nutricional. Podendo ainda refletir alteracdes metabdlicas
na concentracdo das proteinas totais e pode ser indicativa de doencas. Podemos observar
alteracdo nos valores de proteinas totais, em associacdo com hepatopatias e nefropatias, que
auxiliam tanto no diagnostico como progndstico. A hipoproteinemia é advinda de ingestdo
inadequada de nutrientes, de perda excessiva de proteinas, de queimaduras, de feridas, de
proteindria ou do aumento na degradacgdo protéica por gliconeogénese (CARDOSO, 2008).

As proteinas plasmaticas podem estar diminuidas na sindrome da ma absorcdo, na
cirrose hepatica, na sindrome nefrética, na sobreidratacdo, nas enteropatias, em animais
jovens e nas hemorragias As proteinas plasmaticas podem estar aumentadas na desidratacao,
na perda de fluidos corporais, nas infec¢fes, nos tumores, no choque, em animais mais velhos
e na presenca de hemolise na amostra a ser utilizada (GONZALEZ e SCHEFFER, 2002).

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, e tem peso molecular aproximado

de 66 KD. E sintetizada no figado e contribui em 80% com a osmolaridade do plasma
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sanguineo. A albumina também tem funcdo importante na regulagcdo do pH sanguineo, reserva
protéica e atua também como transportadora de acidos graxos livres, de aminoécidos, de
metais, de calcio, de hormdnios e, atua como anion. E uma proteina globular hidrossoltvel
sintetizada no figado, pelos hepatdcitos, e catabolizada nos tecidos periféricos, sendo a
principal responsavel pela manutencdo da pressdo osmética intravascular (FENNER, 2003).

A albumina constitui cerca de 40% a 60% da concentracdo total de proteinas séricas
em animais sadios. Além da pressdo osmotica, pode agir como fonte primaria de aminoacidos
de reserva para as proteinas tissulares. Devido a sua grande capacidade de ligacdo a outras
substancias, evita a excrecdo precoce de algumas drogas, auxiliando também no processo de
detoxicacdo e inativacdo de compostos que possam ser toxicos ao organismo animal
(CARDOSO, 2008).

O nivel de albumina pode ser indicador do conteldo de proteina na dieta, muito
embora as mudancas ocorram lentamente. Para a deteccdo de mudancas significativas na
concentracdo de albumina sérica é necessario um periodo de pelo menos um més, devido a
baixa velocidade de sintese e de degradacido (GONZALEZ e SCHEFFER, 2002).

A hipoalbuminemia nem sempre é identificada, pois, 0s processos hemostaticos
operam no sentido de minimizar as alteracbes na sua concentragcdo plasmatica. Pode ser
consequéncia de absorcdo deficiente de proteinas, sintese deficiente de albumina, excessiva
degeneragdo protéica ou, perda de aloumina. Animais parasitados frequentemente apresentam
queda nos valores de albumina sérica (CARDOSO, 2008).

A albumina pode estar diminuida no dano hepatico cronico, no déficit alimentar de
fontes protéicas, no parasitismo gastrointestinal, na doenca renal (sindrome nefrética,
glomerulonefrite cronica, diabetes), na sindrome da ma absor¢do, em hemorragias e na
sobreidratagéo iatrogénica (GONZALEZ e SCHEFFER, 2002). O figado é o Unico sitio de
sintese de albumina e a hipoalbuminemia é uma importante caracteristica de doenga hepética
cronica (KANEKO et al., 1997).

A hipoalbuminemia pode afetar o0 metabolismo de outras substancias devido ao papel
da albumina como transportador, além de causar queda da pressdo osmdtica do plasma e levar
a ascite, geralmente quando a concentragdo de albumina cai para menos de 20 g/L. A
albumina pode estar aumentada na desidratagio e na perda excessiva de fluidos (GONZALEZ
e SCHEFFER, 2002).

Parte das globulinas que participam do sistema imune é sintetizada nos tecidos
linfoides, enquanto outra por¢éo € sintetizada no figado. Dentre as globulinas, destacam-se as

imunoglobulinas e as proteinas do sistema complemento. As imunoglobulinas sdo

29



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

constituidas principalmente por anticorpos produzidos através da resposta imune especifica ao
antigeno.

A baixa concentracdo de albumina e 0 aumento da concentragdo de gamaglobulina tém
sido associados a insuficiéncia hepatica cronica (HOWARD et al., 2008). A insuficiéncia
hepatica pode resultar em menor sintese, portanto, em menor concentracao sérica de globulina
(BUSH, 2004; THRALL, 2007).

O indice albumina:globulina, quando diminuido, pode indicar hipoalbuminemia ou
hiperglobulinemia; e quando aumentado indica a hipoglobulinemia, caracteristica em alguns
animais, como o bezerro e o potro, antes da ingestdo do colostro (KANEKO ET AL., 1997,
FELDMAN et al., 2000). Na insuficiéncia hepatica, ha menor proporcao albumina:globulina
(BUSH, 2004; THRALL, 2007).

As concentragfes de globulinas podem estar aumentadas em casos de hepatopatia
cronica, como na cirrose hepatica (THRALL, 2007), e nas doengas mediadas pelo sistema
imune, como nas gamopatias poli e monoclonais, e podem estar diminuidas nas
imunodeficiéncias associadas a deficiéncias nos linfécitos B, principalmente nos casos de
hipogamaglobulinemia (TIZARD, 2009).

A uréia é sintetizada no figado a partir da amonia proveniente do catabolismo de
aminoacidos. Os niveis de uréia sdo analisados em relacdo ao nivel de proteina na dieta e ao
funcionamento renal. A uréia é excretada principalmente pela urina e, em menor grau, pelo
intestino. Na maioria dos animais, o nivel de uréia é indicador de funcionamento renal
(GONZALEZ e SCHEFFER, 2002).

A uréia no seu ciclo incorpora duas moléculas de amdnia, cuja principal fonte provém
do catabolismo protéico (FINCO, 1997). Sua dosagem deve ser realizada sempre que houver
suspeita de redugdo do funcionamento renal (CARDOSO, 2008). As mudangas nas
concentragdes da uréia no sangue podem ocorrer devido a dieta do animal, as alteracGes no
figado e nas fungdes renais e & mudanca na taxa do catabolismo da proteina (FINCO, 1997).

O aumento plasmatico da uréia pode ser por causas pré-renais, que antecede a filtracdo
ou por causas pos-renais, como na obstrugdo urinaria. A concentracdo de uréia esta aumentada
na falha cardiaca, no chogque hipovolémico, na hipotensdo, na desidratacdo e nas doengas
renais. A diminuicdo plasmatica da uréia ocorre em insuficiéncia hepéatica (com aumento de
amonia), na sindrome da ma absorcdo, na sobreidratacdo e em dietas com nivel baixo de
proteinas (GONZALEZ e SCHEFFER, 2002).

A creatinina plasmatica é derivada, praticamente em sua totalidade, do catabolismo de

creatina presente no tecido muscular. A creatina € um metabdlito utilizado para armazenar
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energia no musculo, na forma de fosfocreatina, e sua degradacdo para creatinina ocorre de
maneira constante, em torno de 2% do total de creatina diariamente. A excregéo de creatinina
sO se realiza por via renal, uma vez que ela ndo é reabsorvida nem reaproveitada pelo
organismo. Por isso, 0s niveis de creatinina plasmatica refletem a taxa de filtracao renal, de
forma que niveis altos de creatinina indicam uma deficiéncia na funcionalidade renal
(GONZALEZ e SCHEFFER, 2002).

A creatinina é uma substancia nitrogenada ndo-protéica (FINCO, 1997), excretada
pela filtracdo glomerular, e qualquer anormalidade que diminua a velocidade do fluxo urinario
resulta na elevacdo da sua concentracdo sérica. As concentracdes de creatinina estdo
aumentadas quando do fluxo renal reduzido, na hipotenséo, na desidratacdo, em doencas
renais, na obstrucdo urinaria, na sindrome hepato-renal, no dano muscular e no exercicio
intenso e estdo diminuidas na insuficiéncia hepética, na sobreidratacdo e nas miopatias
(CARDOSO, 2008).

Os resultados obtidos na enzimologia diagnéstica, juntamente com outros dados
clinicos e laboratoriais, sdo importantes para a compreensédo do mecanismo indutor da doenca
e do diagnostico (BAKER et al., 2007).

Entre as enzimas, cujas concentracfes seéricas devem ser determinadas quando de
disfuncdes musculares estdo a aspartato aminotransferase (AST) e creatina fosfocinase (CK)
(DA CAS et al., 2001).

A atividade global de determinadas enzimas musculares pode ser usada para avaliar a
atividade metabdlica. A atividade dessas enzimas é utilizada como indicador da capacidade
metabdlica do musculo, e durante a atividade fisica prolongada, como corridas de resisténcia,
0 metabolismo oxidativo tem um papel importante pela utilizacdo de carboidratos e lipidios
(CARDOSO, 2008), sendo possivel que a importancia relativa dessas variacbes metabdlicas,
em cada individuo, resulte em um rendimento competitivo diferente (RIVERO et al., 1998).

O exercicio pode liberar quantidades de enzimas suficientes para aumentar os valores
séricos das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e desidrogenase latica (LDH).
Eventuais lesdes musculares podem ser verificadas atraves da afericdo da atividade de AST,
CK e LDH, embora esta Gltima seja menos especifica. A elevagdo da atividade destas enzimas
pode ser conferida em equinos com sinais de rabdomidlise. Alguns estudos associam 0
aumento da atividade enzimatica a pratica de exercicios intensos (STOCKHAN, 1995; ROSE
e HODGSON, 1994; KANEKO et al., 1997).

O aumento da atividade enzimatica sérica pode decorrer de extravasamento ou

inducdo da enzima. O extravasamento celular de enzimas é provocado por lesdo de células.
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As enzimas de importancia diagnostica que passam para o espago extracelular e, em seguida,
para 0 soro por meio desse mecanismo sdo denominadas enzimas de extravasamento. As
enzimas de extravasamento estdo presentes no citosol, em organelas ou em ambos. Essas
enzimas saem das células quando ha lesdo da membrana celular e, em alguns casos, de
organelas. A leséo pode ser tdo grave a ponto de causar a morte celular (necrose), ou ser uma
lesdo discreta subletal que simplesmente provoque extravasamento da membrana celular.
Como esse processo ndo requer aumento de producdo da enzima, pode ocorrer muito
rapidamente e o aumento pode ser detectado até horas apds a lesdo (BAKER et al., 2007).

AST é uma enzima de transferéncia de um grupo amina de um aminoécido para um
cetoacido, catalisa a transaminacdo reversivel da L-aspartato e alfa-cetoglutarato, a
oxalacetato e glutamato (CALRSON, 2006). Tem ampla distribuicdo tissular, presente em
pequenas quantidades no soro, como consequéncia direta de destruicdo tecidual fisiologica e
subsequente liberagdo enziméatica. Tendo em vista que essa enzima exerce sua fungdo
principal no interior das células, os aumentos observados no soro sao frequentemente reflexos
da destruicéo celular ou doenga (CARDOSO, 2008).

AST € uma enzima citoplasmatica e mitocondrial, presente em varios tecidos como
figado, musculo esquelético e cardiaco (CARDOSO, 2008). Em todas as espécies domeésticas,
a atividade AST é alta no figado, portanto na lesdo hepatica aguda ou crénica a atividade
sérica de AST esta elevada. Segundo Cardinet (1997), essa enzima também tem sido usada
como auxilio diagnostico em alteragdes musculares dos animais domésticos. Os equinos
podem apresentar aumento nos valores de AST, em consequéncia da miopatia ou leséo
hepatica, e a principal razdo para se incluir AST no perfil bioquimico de equinos é a tentativa
de detectar doenca hepatocelular (SANTOS et al., 2008). As mais elevadas concentragdes da
AST estdo localizadas nas células musculares esqueléticas e nos hepatdcitos (MEYER et al.,
1995).

ALT € uma enzima responsavel por catalisar a reacdo da transaminacgdo dos esqueletos
de carbono, dessa maneira o alfaceto glutarato do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) €
transaminado pelo &cido glutdmico que aceita o grupamento amino da alanina que se
transforma em piruvato. (CARDOSO, 2008). ALT ocorre em tecidos com metabolismo de
aminoacidos ativo, como o figado, rins, musculo esquelético e miocardio. Em geral, a ALT
pode ser considerada uma enzima indicadora de lesdo hepéatica em primatas, cdes, gatos,
coelhos e ratos (SCHEFFER e GONZALEZ, 2006). Nesses animais, aumento da atividade
sérica dessa enzima indica uma lesdo celular liberando-a para a circulagdo. Pequenos aumentos da

sua atividade ndo tém relevancia, pois o grau da lesdo hepatica é responsavel pelo aumento da
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atividade da ALT (THRALL, 2007). No entanto, em suinos, equinos, bovinos, ovinos e
caprinos, ALT tem pouco valor diagnostico, uma vez que é encontrada em concentragdes

muito baixas no figado dessas espécies (SANTOS et al., 2008).
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3. JUSTIFICATIVA

Justifica-se a realizacdo deste trabalho devido a necessidade de avaliagdo dos equinos
utilizados em vaquejada, possibilitando maior conhecimento cientifico sobre cavalos
utilizados nessa modalidade esportiva. Situacdes de estresse possibilitam o aparecimento de
infeccdes virais que, além do quadro clinico, provocam manifestacbes que repercutem nos
parametros hematoldgicos e biogquimicos séricos desses animais. A avaliacdo do titulo de
anticorpos de animais ndo expostos previamente a esquemas de vacinagdo contra este virus
torna-se relevante, para demonstrar evidéncias da presengca do EHV, bem como tragar um
perfil hematoldgico e bioquimico sérico, uma vez que ndo existem relatos cientificos locais

sobre os dados a serem pesquisados.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA
Os equinos utilizados em vaquejada, oriundos da regido metropolitana de Fortaleza,

apresentam parametros hematoldgicos, bioquimicos alterados e dados sorolégicos que

confirmam a presenca do EHV na regiéo.
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o. OBJETIVOS

Objetivo geral:

O presente trabalho objetivou determinar o titulo de anticorpos contra o herpesvirus
equideo (EHV-1/EHV-4) e avaliar as alteragdes hematoldgicas e bioquimicas de equinos

utilizados em vaquejada na regido metropolitana de Fortaleza, Ceara.

Obijetivos especificos:
1. Titular anticorpos anti-EHV de equinos utilizados em vaquejada e mantidos na regido
metropolitana Fortaleza.
2. Auvaliar o perfil hematoldgico de equinos utilizados em vaguejada e mantidos na regido
metropolitana Fortaleza.
3. Determinar perfil bioquimico de equinos utilizados em vaquejada e mantidos na regido

metropolitana Fortaleza.
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EVIDENCIAS SOROLOGICAS DE HERPESVIRUS EQUIDEO EM CAVALOS DE

VAQUEJADA NA REGIAO METROPOLITANA DE FORTALEZA, CEARA, BRASIL

Resumo

O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo. No nordeste brasileiro,
existem mais de 1,4 milhdo de animais, estando 140 mil localizados no estado do Cearé.
Grande parte desses cavalos é destinada a pratica de esportes. A vaguejada é o esporte
equestre mais popular e com maior nimero de praticantes em todo o nordeste brasileiro.
Nesse esporte é comum o deslocamento interestadual de animais. As vaquejadas sao
frequentes e muitos animais participam semanalmente dessas competicbes. A alta
concentragdo de animais e 0 baixo controle sanitario nesses locais podem levar a uma intensa
exposicdo dos animais a novos patdgenos. As viroses possuem elevada importancia sanitaria e
econdmica na equideocultura mundial, destacando-se as herpesviroses. No Brasil, pouca
énfase tem sido dada as pesquisas sobre esta enfermidade, havendo uma caréncia de dados
epidemioldgicos, principalmente no Ceard. Com isso, objetivou-se determinar o titulo de
anticorpos contra o herpesvirus equideo (EHV-1/EHV-4) de animais ndo vacinados na regido
metropolitana de Fortaleza, Ceard. Para a realizagdo do trabalho, foram utilizados 68 animais
utilizados em vaquejada provenientes de propriedades particulares, localizadas na regido
metropolitana de Fortaleza, Ceard. Os equinos foram avaliados clinicamente e todos os
achados foram descritos em fichas individuais. Em seguida, foram submetidos a venopungéo
da jugular para a coleta de sangue em tubos sem anticoagulante e apds a retracdo do coagulo
foi realizada a centrifugacdo para obtencédo de soro. As aliquotas de soro foram armazenadas a
-20°C para uso posterior. Para tanto, as amostras de soro foram descongeladas e inativadas em
banho maria a 56°C por 30 minutos. Os titulos de anticorpos contra EHV foram determinados

por meio da técnica de soroneutralizacdo com a utilizagdo de células VERO, em cultura estéril
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com meio essencial minimo - MEM, adicionado de soro fetal bovino. As culturas foram
mantidas e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO; e replicadas a cada 72 horas, usando
tripsina a 37°C, para deslocar a monocamada. Uma aliquota de 200 ml DICC50/50 do
herpesvirus equideo 1 foi adicionada, em diluicdo seriada do soro (fator de diluigdo 2),
variando de 1:2 a 1:128. Apds a incubagdo da mistura soro-virus por 90 minutos, a 37°C, em
camara de CO, 50 nlL da suspensdo de células VERO, na concentragdo de 300.000
células/mL foram adicionados. A leitura dos resultados foi realizada ap6s 72 horas de
incubacdo, por meio do monitoramento do efeito citopatico nos cultivos celulares. O titulo
neutralizante foi considerado de acordo com a maior diluigdo capaz de prevenir a producéo de
efeito citopatico. Dos 68 soros avaliados, 28 (41,2%) demonstraram resultados positivos,
enquanto que 40 (58,8%) foram negativos para o teste, com titulo médio geométrico de 7,29.
Esses resultados demonstram a circulagdo do EHV-1 e/ou EHV-4 na regido metropolitana de
Fortaleza, Ceara. Outros estudos devem ser realizados no estado para conhecimento e

orientacdo sobre a manutengdo da saude em animais praticantes do esporte de vaquejada.

Descritores: Equinos, vaquejada, herpesvirus equideo, sorologia.
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Abstract

Brazil presents the third biggest equine herd of the world. In the Northeastern region
of this country, there are more than 1.4 million of animals, out of which 140,000 are found in
the state of Ceard. A great proportion of these animals is used for the practice of sports.
Vaquejada is the most popular equestrian sport and the one with the greatest number of
practitioners in the Northeast. In this sport, transporting animals from one state to another is
very common. Vaquejada competitions are frequent and many animals participate in these
events, at least, once a week. The high concentration of animals and low sanitary control,
during vaquejada events, may lead to an intense exposure of animals to many different
pathogens. Viroses represent a relevant sanitary and economical concern for world
equineculture, especially herpesviroses. In Brazil, little attention has been given to researches
on herpesvirus infections and there is a lack of epidemiological data, especially in the state of
Ceara. Thus, this work aimed at determining antibody titers against equid herpesvirus (EHV-1
| EHV-4) of unvaccinated horses from the Metropolitan region of Fortaleza, state of Ceara.
For such, 68 vaquejada horses, from private farms in the metropolitan region of Fortaleza,
Ceara, were assessed. All horses were clinically evaluated and all findings were described in
individual records. Then, blood was drawn from animals’ jugulars, into slants with no
anticoagulant and, after clot retraction, all samples were centrifuged for the obtention of
serum samples. Serum aliquots were stored at -20 °C, until processing. Before starting
serological analyses, serum samples were unfrozen and inactivated in baths at 56 °C, for 30
minutes. Antibody titers against EHV were determined by serum neutralization technique,
using VERO cells in sterile cultures with minimum essential medium (MEM), supplemented
with bovine calf serum. Cultures were maintained and incubated at 37 °C, with 5% CO, and
replicated each 72 hours, by using trypsin, at 37°C, in order to separate the monolayer.

Aliquots of 200 niL of DICC50/50 equid herpevirus-1 was added, with a serial dilution of
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serum (dilution factor 2), ranging from 1:2 to 1:128. After incubating serum-virus mixture for
90 minutes, at 37 °C, in CO, chamber, 50 niL of VERO cell suspension, at a concentration of
300,000 cell/mL, were added. Results were read after 72 hours of incubation, through
monitoring of cytopathic effects on cell cultures. Neutralizing titers were considered to be the
highest dilution that was capable of preventing the production of cytopathic effects. Out of 68
evaluated sera, 28 (41.2%) showed positive results, while 40 (58.8%) were negative for the
test, with a mean geometric titer of 7.29. These results show the presence of EHV-1 and/or
EHV-4 in the metropolitan region of Fortaleza, State of Ceard. Other studies must be
performed in the State and in the Northeastern region, in order to obtain more knowledge on

maintaining animal health, especially for those animals that practice vaquejada.

Keywords: Equines, vaquejada, herpesvirus, serum neutralization.
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Introducdo

As viroses possuem elevada importancia sanitdria na equideocultura mundial,
destacando-se as infec¢Bes herpéticas [7,24]. Os herpesvirus equinos (EHV) sdo virus DNA
envelopados, pertencentes & familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus. Dentre os herpesvirus destacam-se o EHV-1 e EHV-4 [2,3,19]. EHV-1 causa
aborto, doenca neonatal, doenca respiratoria e doenca neuroldgica, enquanto o EHV-4 causa
doenca respiratéria e aborto. EHV tem como caracteristicas a manutengdo da infec¢do de
forma latente e apresentar como principal fonte de infeccéo as secre¢fes nasais [10,12,23].

No Brasil, o primeiro isolamento do EHV foi descrito em 1966 [22]. A ocorréncia de
abortos causados pelo EHV-1 foi notificada em Minas Gerais [5], S&o Paulo [22] e evidéncias
soroldgicas de EHV-1 foram relatados no Rio Grande do Sul [31] e no Para [11, 25].

Os equinos existentes na Regido Metropolitana de Fortaleza sdo, em sua maioria,
utilizados para a pratica de esportes. Dentre esses esportes, destaca-se a vaquejada, por sua
popularidade e pelo grande nimero de praticantes em todo o nordeste brasileiro, sendo
comum o deslocamento interestadual de animais. As vaquejadas sdo frequentes e muitos
animais participam semanalmente dessas competi¢cGes. Tem sido observados nos parques de
Vaquejada, alta concentracdo de animais e baixo controle sanitario que podem levar a uma
intensa exposicao dos animais a novos patdgenos.

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

ndo vacinados na regido metropolitana de Fortaleza, Ceara.

Material e Métodos
Foram utilizados 68 equinos (Equus caballus), machos, com idade entre 3 e 15 anos,

de diversas racas, provenientes de propriedades particulares localizadas na regido
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metropolitana da cidade de Fortaleza, Ceara, Brasil. Fortaleza situa-se numa planicie
litordnea, logo abaixo da linha do Equador, com latitude sul de 3°43°02” e 38°32°35” de
longitude oeste e a 16 m de altitude. A temperatura média anual oscila entre 26 e 28°C, e a
umidade relativa do ar situa-se em torno de 82% e pluviosidade média de 1.338 mm anuais
[13].

Os equinos foram avaliados, individualmente, quanto as condi¢des gerais do paciente,
ao escore corporal, ao aspecto da pelagem, a higiene do local onde vivem, a alimentagdo, ao
fornecimento de sal mineral, a temperatura retal, as frequéncias cardiacas e respiratérias e a
presenca de alteracGes clinicas evidentes. Foram preenchidas fichas de avaliacdo individual,
as quais continham todas as informagdes colhidas. N&o foram encontradas alteragGes dignas
de nota.

Foram colhidas amostras de sangue dos 68 equinos através da venopuncédo da jugular,
com agulhas 21G apropriadas para tubos com vacuo, sem anticoagulante. Posteriormente
foram centrifugadas por dez minutos em centrifuga clinica a 4.000 rpm, para obtencdo de
soro. Os soros foram estocados a -20°C até 0 momento dos exames laboratoriais [1,16,25]. As
amostras de soro foram inativadas em banho maria a 56°C por 30 min. Os soros inativados
foram utilizados para a realizacdo da técnica de soroneutralizacdo (SN) para deteccdo de
anticorpos contra 0 EHV-1.

A SN, técnica adaptada de House e Baker (1971), foi realizada com a utilizagdo de
células VERO (células de rim de macaco verde africano), em cultura estéril com meio
essencial minimo - MEM (GIBCO), adicionado 5% de soro fetal bovino. As culturas foram
mantidas e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO; e replicadas a cada 72 horas, usando
tripsina a 37°C, para deslocar a monocamada. Uma aliquota de 200 m DICC50/50 EHV-1
(Laboratério de Virologia da Departamento de Medicina Veterindria Preventiva da

Universidade Federal de Santa Maria) foi adicionada, em diluicdo seriada do soro (fator de
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diluicdo 2), variando de 1:2 a 1:128. Apds a incubacgdo da mistura soro-virus por 90 min, a
37°C, em camara de CO,, 50 ni da suspensdo de células VERO, na concentracdo de 300.000
células/mL foram adicionados. A leitura dos resultados foi realizada ap6s 72 h de incubacéo,
por meio do monitoramento do efeito citopatico (ECP) nos cultivos celulares. O titulo
neutralizante foi considerado de acordo com a maior diluicdo capaz de prevenir a producéo de
ECP [7].

Este projeto foi desenvolvido ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Ceard com o protocolo n° 09232603-0/70,
tendo respeitado e seguido todos os principios éticos recomendados quanto a utilizacdo de

animais em experimentos.

Resultados
Os resultados do teste de soroneutralizagdo estdo dispostos na tabela 1. Dos 68 soros
avaliados, 28 (41,2%) neutralizaram a acdo do EHV-1 in vitro, enquanto que 40 (58,8%)

foram negativos para o teste. O titulo médio geométrico foi de 7,29.

Figura 1: Total de positivos e negativos no teste de soroneutralizagdo para EHV-1 em equinos

de vaquejada da regido metropolitana de Fortaleza, Ceara.
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Tabela 1: Soroneutralizagdo para EHV-1 em equinos de vaquejada da regido metropolitana de

Fortaleza, Ceara.

Titulo N° de animais Porcentagem
0 40 58,8 %

2 8 11,76 %

4 9 13,24 %

8 7 10,29 %

16 2 2,94 %

32 2 2,94 %

64 0 0%

128 0 0%

Total de positivos 28 41,2 %
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Discusséo

A idade média dos equinos adultos e machos em estudo foi de 7 anos e o titulo médio
geométrico foi de 7,29 para EHV. A idade torna-se um fator determinante para o aumento da
prevaléncia da infecgdo, provavelmente relacionada a uma maior probabilidade de o animal
entrar em contato com o virus. As fontes mais comuns de infec¢do por EHV-1 e 4 sdo animais
adultos, porque eles podem excretar o virus nas secrecdes nasais apOs a reativacdo de
infeccdes latentes [26]. Levando-se em conta que o macho é utilizado para 0 melhoramento
genético do rebanho, entrando em contato com diversas fémeas, ele sendo contaminado,
torna-se um possivel propagador do virus, disseminando-o, trazendo sérias repercussdes
sanitarias.

Segundo informagdes dos proprietarios nenhum animal foi vacinado contra EHV.
Nossos resultados evidenciam a existéncia do virus em animais da regido metropolitana de
Fortaleza, Ceard. Considerando que as espécies EHV-1 e EHV-4 sdo antigenicamente
relacionadas [27,29], vale ressaltar que o teste de diagnbstico utilizado, por meio da
soroneutralizagdo, ndo diferencia os anticorpos detectados quanto ao tipo viral. Esse fato deve
ser levado em consideracgdo, devido a possiveis infec¢cdes pelo EHV-4 na populacéo estudada,
visto que o EHV-4 ja foi descrito no Brasil, em equinos do Estado de Sao Paulo [21]. Assim,
as amostras de soro reagentes para EHV-1 identificados neste estudo poderiam ser,
alternativamente, reativas a EHV-4.

A provavel explicacdo para a maior frequéncia de amostras com baixo titulo de
anticorpos (2 e 4) pode ser atribuida ao mecanismo de laténcia desenvolvido por esse agente.
A criacdo deste mecanismo permite a persisténcia do virus, mesmo em um rebanho fechado,
em animais portadores que podem, eventualmente, eliminar o virus, apos a estimulagdo

adequada. A elevada percentagem de animais com baixo titulo de anticorpos pode indicar a
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presenca de anticorpos residuais, produtos de infeccdo primaria antiga ou reativacao viral
[15].

Em nosso trabalho, 41,2% dos soros avaliados foram EHV-1 positivos. No Brasil,
estudos realizados em S&o Paulo, encontraram 17,6% das amostras positivas [20]. Em um
estudo soroldgico realizado em rebanhos com problemas reprodutivos no Rio Grande do Sul,
foram detectados 84,7% de positividade entre as 348 amostras testadas para o EHV-1, com
titulo médio geométrico de 1:5, utilizando a prova de soroneutralizacdo [30,32]. Varios
estudos tém estimado taxas de soroprevaléncia em diferentes paises, variando de 8 a 85,2%
[8,9,14].

Em 1993, foi realizado um estudo pela EMBRAPA/CPAP, com a cooperagdo do
Animal Health Institute da Inglaterra, com 50 equinos, incluindo animais que apresentavam
sintomatologia respiratoria, o qual demonstrou 36% dos animais positivos para 0 EHV-1 e
58% dos animais positivos para o EHV-4 [28]. A prevaléncia de 17,71% de equinos
soropositivos observada por Heinemann et al., [11] aproxima-se dos dados obtidos por Dias
[6], que observou 21,70% e 13,18% de animais soropositivos na Ilha de Maraj6 e no resto do
Estado do Pard, respectivamente. No estado do Rio Grande do Sul, foram analisados 1.506
soros dos quais 4,5% foram positivos [7]. No Parana, um estudo realizado nas cidades de
Curitiba e de S8o José dos Pinhais, demonstrou que 4,1% dos cavalos foram positivos para
EHV-1 [17].

O presente estudo utilizou somente equinos clinicamente higidos e utilizados na
pratica da vaquejada, esporte amplamente difundido no nordeste brasileiro. Estudos realizados
com equinos utilizados em vaquejadas relatam a ocorréncia de alteragdes fisicas, bioquimicas
e hematoldgicas em decorréncia do estresse associado ao exercicio fisico, a falta de

treinamento adequado e as condi¢cBes ambientais indspitas dos parques de vaquejada [18]. A
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presenca de um grande nimero de equinos de diversas procedéncias mantendo contato
préximo pode expor os individuos a uma série de novos patdgenos.

O tipo de atividade desenvolvida pelas diferentes espécies e o frequente deslocamento
pode explicar a hipotese de os equinos serem mais suscetiveis [4]. Trabalhos sugeriram que 0s
animais que sdo frequentemente transportados para participagdo em eventos estdo

continuamente expostos ao risco de infec¢do, devido ao contato com outros animais [7].

Concluséo

Os equinos utilizados em vaquejada na Regido Metropolitana de Fortaleza apresentam
evidéncias soroldgicas da presenca do herpesvirus equideo. Contudo, outros estudos devem
ser realizados no estado para conhecimento e orientagdo sobre a manutencdo da salde em
animais praticantes do esporte de vaquejada. Considerando a importancia da equideocultura é
essencial alocar recursos para promover politicas de salide para combater este virus, tornando

a vacinacao imprescindivel a sanidade animal.
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HEMATOLOGIC AND BIOCHEMICAL PROFILE OF HORSES USED FOR THE

PRACTICE OF VAQUEJADA IN CEARA, BRAZIL

ABSTRACT

The practice of vaquejada is very popular in Northeastern Brazil and most horses that
are kept in the City of Fortaleza are used for this purpose. Vaquejada is a very strenuous sport
and routine laboratory investigation would be of great value in order to monitor the
development and the performance of these animals. The aim of this work was to evaluate
hematologic and biochemical alterations in horses from the Metropolitan Region of Fortaleza,
Ceard, Brazil, which were used for the practice of vaguejada. Blood samples were collected
from 68 adult male horses, through venipuncture of the jugular vein, in tubes containing
EDTA, which were used for the performance of complete blood count (CBC), and without
anticoagulant, which were used for dosing serum urea (U), creatinine (Crea), alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and total protein (TP) and its
fractions. The red blood cell counts ranged from 3,650,000 to 9,640,000 cells/mm?
hemoglobin concentration varied from 6.1 to 15.6 g/dL and PCV varied from 18 to 44%.
White blood cell counts varied from 3,700 to 11,700 cells/ mm?®. Platelet counts ranged from
116,000 to 423,000 cellsy mm®. The most commonly observed alteration in CBC was
leucopenia (23.5%). Almost no significant alterations were observed in the mean values of all
analyzed serum biochemical parameters, except for albumin:globulin ratio, which ranged
from 0.72 to 2.28. It can be concluded that the studied equines presented biochemical and
hematologic alterations.
Keywords: Equus caballus, vaquejada, biomarkers, hematologic parameters, biochemical

parameters.
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INTRODUCTION

Equines have accompanied and helped the development of human kind for a long
time, until current days. This close relationship has led to the use of this animal in rural
activities and to the development of many modalities of equestrian sports. In these
competitions, a distinct treatment is required for the athletes of each modality, which varies in
duration, speed, strength and agility.

The horses that inhabit the Metropolitan Region of the city of Fortaleza are mostly
used for sports. Among these sports, vaquejada should be highlighted because of its
popularity and its great number of practitioners throughout Northeastern Brazil. Vaquejada
competitions are frequent and long, lasting up until four days, and many animals compete
every week. It is a strenuous sport, even for individuals with great physical preparation, and
the horses may present decrease in performance throughout the competition.

Even though, most of these animals have regular veterinary assistance, they are
exposed to infectious-contagious diseases and zoonosis, due to the elevated concentration of
horses and the lack of sanitary control, during the competitions.

Thus, routine clinical evaluation, including laboratory exams, would be of great value
in order to monitor the development and the performance of these animals. The diversity of
information provided by hemograms makes such exam the most commonly performed in
clinical and surgical practice’. Serum biochemical exams are also frequently run as a clinical
aid, including total plasmatic proteins and fractions, AST, ALT, urea and creatinine. These
parameters provide relevant information associated with many diseases, including those
caused by viruses, bacteria and parasites or those related to alterations in vital organs.

It is known that reference values are specific for several variables, such as age, breed,
physical condition, geographical location, reproductive stage, as well as the employed

laboratory technique. On the other hand, specific data on the animals used for vaquejada is
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unknown. Thus, the present work aimed at the evaluation of hematologic and biochemical
alterations of horses used for the practice of vaquejada, in the Metropolitan Region of

Fortaleza, Ceard, Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Sixty-eight 3 to 15-year-old male horses, from private properties localized in the
metropolitan region of the city of Fortaleza, state of Ceard, Northeastern Brazil, were
assessed. Fortaleza lies in a coastal plain, right below the equator, at 3°43°02” south latitude
and 38°32°35” west longitude, at 16 m altitude. The average temperature varies between 26 to
28°C, air relative humidity around 82% and the average rainfall is 1,338 mm/year?.

The horses were individually evaluated, considering the overall clinical condition,
such as body score, coat quality, rectal temperature, heart rate, respiratory rate and presence
of clinical alterations; and the management conditions, as hygiene of facilities where they are
kept, diet and mineral salt supply. Individual records were kept, where all the obtained
information was written. It is important to emphasize that no clinical alterations were
observed in any of the assessed animals.

Blood samples were aseptically obtained through jugular venipuncture, with a vacuum
system, within tubes with and without ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and they were
maintained in a temperature of approximately 25°C. All samples were collected during the
morning, with animals at rest.

Blood samples containing EDTA were immediately sent to the laboratory in order to
be processed in automatic hematological analyzer (Horiba ABX), according to hematological
parameters, including red blood cell (RBC) count, white blood cell (WBC) and differential
WBC counts, platelet count, packed cell volume (PCV), hemoglobin and the calculation of

mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC).
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A blood smear on a glass slide was prepared, stained with a commercial quick staining Kit, in
order to perform differential WBC count, evaluate morphological characteristics and research

for hematozoan.

Blood samples without EDTA were centrifuged for 10 minutes, at 4,000 rpm, for
serum obtention. Sera samples were identified and stored at -20°C, until processing. From
these samples, total plasmatic protein levels and fractions, alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), creatinine (CREA) and urea (U) were determined through
colorimetric methods, using specific commercial kits (Wiener Lab) in automatic biochemical
analyzer (Konelab 60i), according to manufacturer’s recommendations.

This was a quantitative, descriptive and exploratory study with the results expressed as
variation range, minimum and maximum values, followed by the calculation of mean values
and standard deviation. Data of some variables were expressed in percentage.

This project was developed after approval by the Ethic Committee for the Use of
Animals of Ceard State University (protocol number 09232603-0/70), following all

recommended ethical principles related to the utilization of animals in experiments.

RESULTS AND DISCUSSION

The age of the 68 horses ranged from 3 to 15 years, with the average of 7 years. Some
authors maintained horses older than 24 months within one group for the evaluation of
hematologic parameters3'4. This fact was attributed to a stabilization of RBC and neutrophil
counts and values of hemoglobin, MCV and MCHC at around two years of age. In spite of the
decrease followed by stabilization of these parameters that occur with the aging process,

WBC, lymphocyte and eosinophil counts and erythrocyte sedimentation rate tend to increase”.
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It was chosen to work with horses at rest, once there are reports on the influence of the
stress of physical exercise over hematologic and biochemical parameters®. It was verified in
horses that were subjected to exercises an increase in the number of floating erythrocytes,
associated with the increase in PCV, with no alteration in MCV and in total proteins, which
was attributed to splenic contraction and redistribution of body fluids, leading to
hemoconcentration®.

The results of the performed complete blood counts (CBC) are found in Table 1. All
obtained mean values were within the normal range.

RBC counts varied from 3,650,000 to 9,640,000 cells/ mm?®. Hemoglobin values
ranged from 6.1 from 15.6 g/dL. Out of the assessed animals, 23 presented lower RBC counts,
when compared to the reference range, and 20 of them also presented lower hemoglobin
concentration. Besides these 20 horses, five others presented low hemoglobin concentration
(<11 g/dL), representing 36% of the population. PCV varied from 18 to 44%, and 28
individuals presented values lower than the referenced ones. Only one out of these 28 horses
did not present alterations in RBC counts and/or in hemoglobin concentration. On the other
hand, 20 animals presented, simultaneously, low RBC counts, hemoglobin concentration and
PCV. Further alterations were not observed for MCV and MCHC. The occurrence of anemia
may be related to nutritional factors or parasitosis. In the properties where these animals were
kept, ectoparasites were not observed.

Equines that were infested with Amblyomma cajannense, before beginning parasitic
control, presented mean values for RBC counts, PCV and hemoglobin below the reference
range’. These findings characterize a normocytic, normochromic anemia. Tick infestation is
closely associated with the transmission of babesiosis. Evidences of hemolytic anemia are
present in most cases of this disease. However, in our study, only one of the 28 animals that

presented alterations in RBC counts and in PCV also presented clinical signs that were
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compatible with babesiosis, such as pale mucous membranes, jaundice, coat alterations,
apathy and emaciation. This animal was positive for the presence of Babesia sp. on the blood
smear. Some viral infections, such as Equine Infectious Anemia (EIA), may also be related to
the occurrence of anemia®, however, all the assessed animals during this work were

serologically negative for this disease.

Table 1. Hematologic parameters of horses from the metropolitan region of Fortaleza, Ceara,

Brazil used for the practice of vaquejada.

Parameters Reference values™ Range Mean £ S.D.
Red Blood Cells

Erythrocytes (x10%/mm?) 6.5-12.5 3.65-9.64 7.10+1.20
Hemoglobin (g/dL) 11-19 6.1-15.6 11.75+1.84
Packed Cell Volume (%) 32-52 18 - 44 33+5.33
MCV (fL) 34 -58 41.3-54.1 46.35 + 2.57
MCHC (%) 31-37 33.1-36.9 35.65+0.8

White Blood Cells

Leukocytes (x10¥/mm?®) 55-125 3.7-117 6.25+1.70
Myelocytes (/mm?) 0-0 0
Metamyelocytes (/mm?) 0-0 0

Band (%) 0-2 1-1 1

Band (/mm®) 0-100 54 — 103 78.5 +34.65
Segmented (%) 30-65 29 - 82 57.5+12.36
Segmented (x10*/ mm®) 27-6.7 1.11-9.28 3.46+1.61
Lymphocytes (%) 25-70 15-66 37 +12.27
Lymphocytes (x10%mm?) 1.5-55 0.88 -5.28 2.32+0.82
Eosinophils (%) 0-11 1-14 4 +3.08
Eosinophils (/mm?) 0-925 48 - 1.050 292 +202.43
Basophils (%) 0-3 1-1 1+0
Basophils(/mm?) 0-170 61 - 67 64 + 4.24
Monocytes (%) 1-7 1-5 1.5+0.96
Monocytes (x10%/mm®) 0-0.8 0.036 - 0.336 0.101 +0.073
Platelets

Platelets (x10%/mm?) 100 — 350 116 — 423 270 £57.1
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Considering the leucocytes, WBC counts ranged from 3,700 to 11,700 cellssfmm?, with
a mean value of 6,250 + 1,700 cells/mm®. From all evaluated horses, 16 presented WBC
counts lower than the reference values and none of them presented leukocytosis. Out of these
animals, eight presented neutropenia and four presented lymphopenia. Even with no apparent
clinical alterations, 15 individuals presented neutropenia. The occurrence of leucopenia may
be related to viral infections and, among the most common causes of neutropenia, it can be
highlighted the occurrence of enteritis, pleuritis, salmonellosis, equine influenza virus (EIV)
and equine herpes virus-1 (EHV-1) infections®.

During chronic inflammatory processes, equines usually develop neutrophilia with
mature cells and lymphopenia, associated or not with leukocytosis®. Lymphopenia also occurs
in cases of endotoxemia and in EIV and EHV-1 infections®*.

EIV infections produce respiratory clinical signs, which vary in severity and in
duration, and an inflammatory process of mucous membranes, with nasal discharge and
severe cough™.

One of the most relevant characteristic of EHV is its ability to maintain a latent
infection'?. EHV infections result in different clinical presentations, depending on the type of
the virus. EHV-1 and EHV-4 are antigenically related and are associated with respiratory and
neurological diseases and abortions™®. In our study, none of the animals presented clinical
alterations that were compatible with these viral diseases.

Only two animals presented high eosinophil counts, when compared to the reference
values for the species. Eosinophilia may be related to parasitic infections, allergic respiratory
diseases and dermatosis. The assessed horses did not exhibit clinical signs that were
compatible to allergies. In general, lymphopenia and eosinopenia occur promptly as a

response to stress or to the administration of corticoids'®. In this study, monocytes were
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within normality for the studied species. The count of floating monocytes may be elevated

during chronic inflammatory diseases, especially those related to tissue necrosis”.

Total platelet counts ranged from 116,000 to 423,000 cellsy mm® Four horses

presented elevated counts, when compared to the reference values'. However, some authors

consider counts ranging from 100,000 to 600,000 cell/ mm? normal for the speciesg.

The results for serum biochemistry are described in Table 2. Renal function was

assessed through dosing of urea and creatinine, and hepatic function was evaluated through

dosing AST and ALT. Total plasmatic protein concentration was also determined, as well as

the protein fractions. Mean values of the biochemical analyses were within the reference

range for analyzed parameters, except for the concentration of albumin and globulin.

Table 2. Biochemical parameters of horses from the metropolitan region of Fortaleza, Ceara,

Brazil used for the practice of vaquejada.

Parameters Reference values™’ Range Mean £ S.D.
Globulin (g/dL) 3.2-53 1.8-4.3 2.85+0.43
Albumin (g/dL) 25-3.8 3.1-45 3.9+£0.25
AIG 0.62-1.46 0.72-2.28 1.39+0.26
Total Protein (g/dL) 57-7 58-7.4 6.75 £ 0.36
ALT (U/L) 3-23 3-72 9+11.44
AST (U/L) 226 — 366 15-573 261 +111.87
Creatinine (mg/dL) 1.2-19 1.1-25 1.8+0.3
Urea (mg/dL) 21.4-51.36 23-60 43 +4.33

Total protein concentration varied from 5.8 to 7.4 d/dL, and ten horses presented

elevated values, when compared to the reference range. The mean value (6.75 £ 0.36) that

was found was within the used reference range and it corroborated with the values observed
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for athletic horses at rest'®. On the other hand, such mean value was lower than those found
by some authors>**.

Out of the 68 assessed horses, 37 (54.4%) individuals presented hyperalbuminemia.
Albumin (A) concentration was above the reference range, varying from 3.1 to 4.5 g/dL.
Fifty-four (79.4%) presented hypoglobulinemia. Globulin (G) concentration was below the
reference range, varying from 1.8 to 4.3 g/dL. Antibodies represent the most important
globulins and low antibody levels are associated with immunodeficiency?. The assessed
horses did not exhibit signs of immunocompromising diseases. Out of the 68 sampled horses,
23 (33.8%) presented the A:G ratio above the used reference range'’. The variation of serum
protein levels may occur due to physiological factors, such as age, sex, hormones, pregnancy,
lactation, nutrition, stress and hydro-electrolytic alterations’.

The mean concentration for ALT and AST was 9+11.44 U/L and 261+111.87 U/L,
with values ranging from 3 to 72 U/L and 15 to 573 U/L, respectively. Out of the 68 sampled
horses, five (7.4%) presented elevated ALT concentration, while 11 (16.2%) and 15 (22%)
presented elevated and low AST concentration, respectively. Considering both parameters,
only two (2.9%) horses presented high concentration of ALT and AST, simultaneously.

The mean value found for AST concentration is lower than the one observed for
athletic horses that fed on hyperlipemic diet, at rest for four consecutive days*®. In the present
study, the animals were at rest at the moment of sample collection, but they had not gone
through a long period of rest. Such fact explains the elevated AST levels as a consequence of
the exercises practiced by the animals, on previous days. However, other authors did not find
significant alterations in ALT and AST levels, during the performance of physical activities™.

Urea concentration ranged from 23 to 60 mg/dL and it was elevated in only one
(1.5%) animal. Creatinine levels varied from 1.1 to 2.5 mg/dL, with the mean value of

1.8+0.3 mg/dL. Out of the 68 studied horses, 25 (36.8%) presented elevated creatinine
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concentration, above the reference range and only one (1.5%) presented a lower value. None
of the animals presented elevated creatinine and urea levels, simultaneously. Urea and
creatinine levels may vary according to geographic localization and horse breed”. The
reference ranges for urea and creatinine concentrations are 21.4 to 51.6 mg/dL and from 1.2 to
1.9 mg/dL, respectively’’. On the other hand, in another study performed with 167
Mangalarga Paulista horses, urea and creatinine levels varied from 24.81 to 41.23 mg/dL and
from 1.12 to 1.86 mg/dL, respectively”. For Quarter horses, urea and creatinine
concentrations ranged from 31.02 to 52.56 mg/dL and from 1.46 to 1.88 mg/dL,
respectively?.

Some studies performed with horses used for the practice of vaquejada demonstrated
the occurrence of physical, biochemical and hematologic alterations, as a result of the stress
related to the practice of physical exercise, to the lack of an adequate training routine and to

harsh environmental conditions of the facilities®.

CONCLUSION

The horses used for the practice of vaquejada in the Metropolitan Region of Fortaleza,
Ceard, Brazil, presented hematologic and biochemical alterations. These alterations may be
associated to the adopted management. Other studies must be performed in this population in
order to obtain more knowledge on the adequate maintenance of horses that practice

vaquejada.
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CONCLUSOES

1. Os equinos utilizados em vaquejada na Regido Metropolitana de Fortaleza
apresentaram evidéncias soroldgicas de prévia exposicdo ao herpesvirus equideo.

2. Os equinos utilizados em vagquejada na Regido Metropolitana de Fortaleza
apresentaram alteracdes em seu perfil hematoldgico, caracterizado por anemia e
leucopenia.

3. Os equinos utilizados em vaquejada na Regido Metropolitana de Fortaleza
apresentaram  alteracbes em seu perfil bioquimico sérico, apresentando

hiperalouminemia com hipoglobulinemia e alterac6es especificas em ALT e AST.
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0. PERSPECTIVAS

Este trabalho fornece subsidios para estudos mais aprofundados, e melhor controlados
através do acompanhamento no decorrer da competicdo, a fim de esclarecer o nivel de
estresse o0 cavalo de vaquejada é submetido, as implicagcdes nos seus parametros fisioldgicos e
do bem estar animal com repercussdes na sanidade animal.

A partir desse estudo surgem também perspectivas para a adocdo de medidas de
controle sanitario, melhorias no manejo e programas vacinais. Contudo, estudos devem ser
realizados para conhecimento e orientagdo sobre a manutengdo da salde em animais

praticantes do esporte vaquejada.
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