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RESUMO.- Nove casos de encefalomielite equina foram estu-
dados na Ilha de Marajó, estado do Pará, Brasil. Os equinos 
apresentavam dificuldade em se manter em estação, anda-
vam em círculo, tinham acentuada depressão, pálpebras cer-
radas, paralisia da língua, tremores musculares, bruxismo, 
anorexia e desidratação. Alguns apresentavam diminuição 
dos reflexos auricular, palpebral, de ameaça, diminuição do 
tônus da língua e taquicardia. Posição de auto-auscultação 
foi observada com frequência. Os animais muitas vezes eram 
encontrados apoiados em troncos e cercas para se manterem 
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em estação. À necropsia verificou-se hemorragia das lepto-
meninges e da medula, alguns apresentaram ainda aderên-
cia das leptomeninges. À histopatologia verificou-se encefa-
lite difusa que afetava principalmente a substância cinzenta, 
com meningite e coroidite. Foi observada perivasculite mo-
nonuclear. Em dois equinos identificou-se o vírus da encefa-
lomielite equina Leste pela reação de Semi-Nested transcri-
ção reversa de polimerase em cadeia (Semi-Nested RT-PCR).
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Encefalomielite equina, vírus da ence-
falomielite equina Leste, Ilha de Marajó.

INTRODUÇÃO
A encefalomielite equina Leste (EEL) é uma doença viral 
causada pelo Eastern equine encephalitis virus (EEEV), um 
RNA vírus do gênero Alphavirus pertencente à família Toga-
viridae. A doença manifesta-se com sintomatologia nervo-
sa; é considerada uma zoonose de alta letalidade (Fields et 
al. 1996, Thomassian 1996, Barros 2007).

A transmissão da EEL ocorre com um ciclo básico sil-
vestre (entre aves silvestres), que envolve a participação 
de mosquitos do gênero Culex e um segundo ciclo em pás-
saros locais, do qual participam mosquitos do gênero Ae-
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des. O homem e o equino são hospedeiros acidentais e não 
contribuem para a manutenção do vírus, assim como suí-
nos, ovelhas, cães e demais espécies, nas quais o vírus vem 
sendo identificado (Elvinger et al. 1994, Bauer et al. 2005, 
Farrar et al. 2005, Kotait et al. 2006). Na Amazônia o vírus 
da EEE foi isolado tanto a partir de aves silvestres como de 
mosquitos dos gêneros Aedes sp., Culex sp. e Mansonia sp. 
(Vasconcelos et al. 1991)

Além do EEEV, têm sido isolados ou detectados sorologi-
camente os vírus Western equine encephalitis virus (WEEV) 
e o Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV). As doen-
ças causadas são denominadas respectivamente encefali-
te equina do Oeste (EEO) e encefalite equina Venezuelana 
(EEV) e assim como a EEL, receberam essa denominação 
de acordo com a localização de sua primeira identificação 
(Barros 2007).

No Brasil, trabalhos de sorologia do EEEV em equinos 
foram realizados por Carneiro (1937), Lannette & Fox 
(1943), Nilsson & Sugay (1962), Vasconcelos et al. (1991), 
Kotait et al. (1992), Iversson et al. (1993), Fernández et 
al. (2000), Heinemann et al. (2006), Cunha et al. (2009) e 
Casseb (2010). A doença com descrição do quadro clínico-
-patológico em equinos com diagnóstico confirmado com 
isolamento do vírus foi relatada, no Brasil, apenas por 
Pimentel et al. (2009), em Pernambuco e por Silva et al. 
(2011) nos estados de Pernambuco, Ceará e Paraíba. Não 
há descrição da doença em equinos com identificação do ví-
rus na Região Norte do Brasil, especialmente na Ilha de Ma-
rajó. Em levantamento sorológico para arbovírus, inclusive 
EEEV, Casseb (2010) incluiu algumas amostras de equinos 
procedentes da Ilha de Marajó, com resultados positivos 
para os diferentes tipos de vírus da encefalomielite equina.

A doença tem grande importância na saúde pública, 
com relatos de complicações neurológicas graves e óbitos 
em humanos (Alice 1956).

A Ilha de Marajó, no estado do Pará, é uma ilha de 49.000 
km² de área, constituída de floresta equatorial e campos 
naturais onde vive o maior rebanho de búfalos do Brasil e 
um grande rebanho de gado bovino e equino (Cardoso & 
Pereira 2002).

O objetivo desse estudo é relatar um surto de encefalo-
mielite equina em equinos, descrever o quadro clínico-pa-
tológico, bem como identificar o agente viral no município 
de Cachoeira do Arari, Ilha de Marajó, Pará.

MATERIAL E MÉTODOS
O estudo foi realizado no município de Cachoeira do Arari, Ilha de 
Marajó, estado do Pará, entre os meses de junho a setembro de 
2009. O clima da ilha segundo a classificação de Köppen é do tipo 
tropical chuvoso Ami, com precipitação média anual de 2500mm, 
temperatura média de 27°C, umidade relativa de 85%, com plu-
viosidade distribuída em dois períodos distintos: um de máxima 
de janeiro a junho e outro de mínima de setembro a novembro. A 
maior intensidade das chuvas, no entanto, acontece de fevereiro a 
maio e é tamanha que dois terços de Ilha de Marajó ficam comple-
tamente alagados (Cardoso & Pereira 2002).

Foram visitadas sete propriedades rurais com o objetivo de 
identificar equinos acometidos pela enfermidade. Foi realizado o 
exame clínico completo dos animais com ênfase no sistema nervo-
so. Acompanhou-se clinicamente oito equinos.

Foram necropsiados quatro animais (Equinos 1, 3, 5 e 6) que 
apresentaram sinais clínicos da enfermidade. Fragmentos de 
diversos órgãos foram coletados, fixados em formol a 10%, pro-
cessados rotineiramente para exame histopatológico, incluídos 
em parafina, cortados a 5μm, corados pela hematoxilina-eosina 
(HE) e examinados no Setor de Anatomia Patológica do Projeto 
Sanidade Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 
(UFRRJ).

Coletou-se dos Equinos 3, 5, 6 fragmentos de diversas regiões 
do sistema nervoso central (cérebro, cerebelo, tronco encefálico e 
medula). Esse material foi acondicionado em tubos de polietileno 
(tipo ependorff), refrigerado e remetido à Seção de Diagnóstico do 
Instituto Pasteur em São Paulo, onde foram realizados os testes 
de Imunofluorescência Direta (IFD) e a Inoculação Intracerebral 
em Camundongos (IIC) para realização do diagnóstico diferencial 
com raiva. Para o diagnóstico dos agentes causadores das encefa-
lomielites equina, os fragmentos de cérebro foram submetidos à 
RT-PCR e, posteriormente, à NESTED-PCR.

A extração de RNA foi realizada pelo método do Trizol® se-
gundo orientações do fabricante, a partir do SNC dos equinos. A 
extração foi realizada de um pool de tronco encefálico e cerebelo, 
e em três equinos, de medula cervical, hipocampo e córtex fron-
tal. Como controle positivo foi utilizado uma amostra de vírus fixo 
de EEO, cedido pelo Instituto Evandro Chagas (IEC) e mantido em 
camundongos albinos suíços. Como controle negativo foi utilizada 
água ultra pura livre de DNAse e RNAse. Os controles positivo e 
negativo, juntamente com as amostras de SNC foram submetidas 
à técnica de Semi-Nested RT-PCR dirigida para a amplificação de 
um fragmento de 310 pares de base (nucleotídeos 283 a 592) da 
proteína não estrutural 1 (NSP1) do gênero Alphavirus, segundo 
protocolo descrito por Pfeffer et al. (1997).

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

Quadro 1. Descrição dos primers usados no Semi-Nested 
RT-PCR

	Primer	 Sentido	 Utilizado	 Sequência	 Posição no
					     genoma

	 A1	 Sense	 RT-PCR	 5’AGAGCDTTTTCGCAYS-	 Nucleotide
				    TRGCHW 3’	 159-180
	 A2	 Antisense	 RT-PCR/Semi-	 5’ACATRAANKGNGTNG-	 Nucleotide
			   Nested PCR	 TRTCRAANCCDAYCC 3’	  563-592
	 A3	 Sense	 Semi-Nested	 5’TGYCCNVTGMDNWSY-	 Nucleotide
			   PCR	 VCNGARGAYCC 3’	 283-308

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

Para descartar as possibilidades de infecção pelo vírus da rai-
va, foi realizado o teste de imunohistoquímica. As secções foram 
incubadas com anticorpo contra raiva (Rabies Polyclonal, Light 
Diagnostics, USA) numa diluição de 1:1000; utilizou-se kit comer-
cial (LSAB-AP, Dako), técnica de avidina-biotina fosfatase-alcalina 
e a reação foi revelada com o cromógeno Permanent-red (Dako). 
Como controle positivo foi utilizado fragmento histológico de SNC 
de bovino com presença de corpúsculo de Negri, perivasculite 
mononuclear e marcação positiva no teste de IHQ contra raiva.

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

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

RESULTADOS
Há alguns anos proprietários de fazendas na Ilha de Marajó 
relatam a ocorrência de morte de equinos com sinais clíni-
cos neurológicos na época das chuvas, que compreende os 
meses de janeiro a junho. Durante uma visita técnica a uma 
destas propriedades, localizada no município de Cachoeira 
do Arari, foi observado um equino, macho, da raça marajo-
ara e idade aproximada de dois anos, em decúbito lateral, 
que apresentava extrema dificuldade de se manter em esta-
ção, quedas, apatia, anorexia e diminuição do reflexo lingual; 
esse equino morreu cinco dias após o início dos sinais clíni-
cos. A suspeita clínica era de raiva, porém, os tratadores rela-
taram a recuperação de animais que apresentaram sinais se-
melhantes, além de sinais mais brandos e que vários equinos 
de propriedades vizinhas apresentavam o mesmo problema. 
A doença é popularmente conhecida na região como “mor-
mo de roda”, já que os vaqueiros encontravam os animais 
andando em círculo nos campos naturais da região. Durante 
os surtos nos meses de abril, maio e junho de 2009 foram 
realizadas outras visitas técnicas para estudo dos casos.

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

Dados epidemiológicos de morbidade, mortalidade e le-
talidade foram de difícil obtenção devido à falta de confia-
bilidade nas informações prestadas, além da característica 
da Ilha de Marajó em que animais de várias propriedades 
são criados extensivamente e vivem juntos pela ausência 
de cercas nas propriedades. Dos nove animais estudados, 
quatro recuperaram-se. Todos os animais estudados eram 
provenientes de propriedades que não realizavam vacina-
ção contra o EEEV, raiva ou outras doenças.

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

O Equino 1 encontrava-se na fase inicial da enfermida-

de. Os sinais clínicos observados foram anorexia, hiperme-
tria, dificuldade de locomoção, andar em circulo e escoria-
ções na pele da região da cabeça.

Os Equinos 2, 3 e 4 apresentaram quadro clínico grave. 
O Equino 2 encontrava-se em decúbito lateral, tinha extre-
ma dificuldade de colocar-se e manter-se em estação e so-
freu várias quedas. Também foram observados ataxia, apa-
tia, anorexia e diminuição do reflexo lingual; esse equino 
morreu cinco dias após o início dos sinais clínicos.

No Equino 3, os sinais clínicos consistiram em acen-
tuada depressão, dificuldade em manter-se em estação; o 
animal permanecia por longos períodos parado no mes-
mo lugar (Fig.1) ou em decúbito lateral (Fig.2), ora com 

Quadro 2. Equinos atendidos com sinais clínicos de encefalomielite equina nos meses de maio e 
junho no município de Cachoeira do Arari, Ilha de Marajó, PA

	 Proprie-	 Animal/ficha	 Sexo	 Idade	 Raça	 Situação no dia do	 Desfecho
	 dade	 clínica/SAP				    atendimento	
	 A	 1/FC 541/SAP 31862	 M	 1,5 anos	 Marajoara	 Com sinais clínicos leves	 Eutanasiado para necropsia
	 B	 2	 M	 2 anos	 Marajoara	 Com sinais clínicos graves	 Morreu, não foi necropsiado
	 C	 3/FC 539/SAP 31834	 F	 6 meses	 Marajoara	 Com sinais clínicos graves	 Eutanasiado para necropsia
	 D	 4	 M	 5 anos	 Marajoara	 Com sinais clínicos graves	 Recuperou-se
	 E	 5/FC 543/SAP 31864	 F	 5 anos	 Marajoara	 Em fase terminal da doença	 Eutanasiado para necropsia
	 F	 6/FC 544/SAP 31865	 F	 4 anos	 Marajoara	 Morto	 Necropsiado
	 F	 7	 M	 11 anos	 Puruca	 Em recuperação	 Recuperou-se
	 F	 8	 M	 3 anos	 Marajoara	 Em recuperação	 Recuperou-se
	 G	 9	 F	 3 anos	 Marajoara	 Em recuperação	 Recuperou-se

Fig.1. Equino 3 com apatia, cabeça baixa e abdução dos membros.

Fig.2. Equino 3 em decúbito lateral. 
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os membros abduzidos, ora com os membros cruzados e 
quando tentava se locomover, andava em círculos. Ainda fo-
ram observadas, cabeça baixa, levemente rotacionada para 
a direita, pálpebras cerradas, paralisia da língua (Fig.3), 
tremores musculares, ranger de dentes, anorexia, desidra-
tação e fezes ressecadas.

O Equino 4 foi encontrado em estação com o corpo 
apoiado em uma palmeira (Fig.4). Ao exame clínico ob-
servou-se que o animal arrastava as pinças dos membros 
posteriores, quando em locomoção, e ainda demonstrava 
sonolência, incapacidade de comer e beber água. Apresen-
tava o tônus da língua diminuído, ausência dos reflexos pa-
latal e de deglutição, assim como diminuição da acuidade 
visual, demonstrada pela ausência dos reflexos de ameaça 
e por não desviar de obstáculos. Após oito dias esse equino 
iniciou um quadro de recuperação e passou a beber e a se 
alimentar gradativamente.

O Equino 5, foi encontrado em decúbito esternal, com a 
cabeça voltada para o flanco e apoiada no solo, em fase ter-
minal da doença (Fig.5). Apresentava ainda incapacidade 
de se colocar em estação, com paralisia da língua e dificul-
dade respiratória.

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

em círculos há dois dias, e no dia anterior havia caído sem 
conseguir se levantar.

Os Equinos 7, 8 e 9, que se encontravam em recupera-
ção, apresentavam estado nutricional ruim, leve incoorde-
nação, diminuição do reflexo lingual e feridas nos bordos 
laterais da língua, o que indicava falta de controle da mes-
ma durante a mastigação.

As alterações macroscópicas observadas durante a ne-
cropsia consistiam de hemorragias das leptomeninges e da 
medula e de aderências das leptomeninges. Não foram ob-
servadas alterações macroscópicas nos órgãos abdominais 
e torácicos.

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

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

O teste de IHQ não revelou marcação positiva para raiva, 
nas secções do SNC dos equinos afetados.

Fig.3. Equino 3 com diminuição do tônus da língua. 

Fig.4. Equino 4 com apatia, a cabeça baixa e o corpo apoiado em 
uma palmeira para manter o equilíbrio.

Fig.6. Perivasculite mononuclear em encéfalo de equino, HE, 
obj.16x.

Fig.5. Equino 5 em decúbito esterno-abdominal e em postura de 
autoauscultação.
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DISCUSSÃO
A Ilha de Marajó permanece alagada parte do ano, a água 
é mantida represada nos campos, o que propicia a proli-
feração dos mosquitos (Brasil 2007). O surto ocorreu nos 
meses chuvosos, como também foi relatado por Pimentel 
et al. (2009), de acordo com os quais cerca de 60 equinos 
morreram em um surto ocorrido nos municípios de Parna-
mirim e Exú, em Pernambuco, no mês de junho de 2008, 
também período chuvoso naquela região. Nos estados do 
Ceará, Pernambuco e Bahia, Silva et al. (2011) encontraram 
uma forte relação entre o aumento do índice pluviométrico 
(o maior em 15 anos) com o surgimento de casos de en-
cefalomielite equina em 2009. Segundo Barros (2007), a 
atividade dos mosquitos vetores, que transmitem a doença, 
depende de condições climáticas, como calor e umidade. 
Por isso, a manifestação clínica da enfermidade em equinos 
ocorre de forma sazonal, durante a época das chuvas nas 
regiões tropicais.

O Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 
(MAPA) inclui alguns municípios da Ilha de Marajó como 
sítios de aves migratórias a serem monitorados periodi-
camente, por possuírem áreas de concentração de aves 
silvestres migratórias; esse fator seria importante na epi-
demiologia de doenças onde essas aves atuariam como re-
servatórios naturais de agentes infecciosos.

Em nosso estudo foram acometidos equinos de seis 
meses a 11 anos de idade, de ambos os sexos. Silva et al. 
(2011) relatam que foram acometidos equinos com seis 
meses a 16 anos de idade, de ambos os sexos, inclusive de 
uma mula e um jumento. Essa constatação está de acordo 
com Thomassian (1996), que afirma que a doença acomete 
os equídeos, independentemente de sexo e idade. Já Barros 
(2007), afirma que cavalos jovens são mais susceptíveis.

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

Os sinais clínicos foram os mesmos verificados por 
Pimentel et al. (2009) e Silva et al. (2011), como andar a 
esmo, cambaleante e em círculo, cegueira, salivação, ranger 
de dentes, pressão da cabeça contra objetos, quedas, mo-
vimentos de pedalagem e decúbito seguido de morte em 
cerca de três dias, alterações essas que segundo Borges 
(2004), estão associadas a lesões cerebrais. Os sinais clíni-
cos como, dificuldade de se alimentar e beber, diminuição 
dos reflexos palpebral, palatal e de deglutição, observados 
nos equinos do presente estudo, estão relacionados com al-
terações dos nervos cranianos, cujos núcleos estão localiza-
dos no tronco encefálico (Thomassian 1996, Borges 2004). 

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

da malácia, principalmente no córtex occipital. No entanto, 
Barros (2007) e Pimentel et al. (2009) não observaram al-
terações macroscópicas no SNC.

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

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

CONCLUSÕES
A sintomatologia nervosa apresentada pelos equinos 

estudados na Ilha de Marajó é compatível com Encefalo-
mielite Equina do tipo Leste; os exames laboratoriais foram 
necessários para a confirmação do diagnóstico.

A Ilha de Marajó reúne condições ambientais favoráveis 
ao surgimento da enfermidade, pois seus aspectos geográ-
ficos lhe concedem grande importância na epidemiologia 
de diversas doenças inclusive as encefalomielites virais.
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