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HERMAN, M. Estudo etiolégico da placa aural em equinos. Botucatu, 2016.
51p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

As papilomatoses ocupam uma posicao de destaque na medicina humana e
veterinaria uma vez que sao enfermidades virais dermatoldgicas com potencial
para desenvolver malignidade tumoral. Nos equinos 0s papilomas estdo
associados as seguintes enfermidades: papilomatose classica, associada ao
EcPV1; carcinoma de células escamosas associado ao EcPV2; Massas
tumorais em mucosas genitais (EcPV2 e EcPV7); placa aural, associado ao
EcPV3, 4, 5 e 6; sarcOide equino, associado ao papilomavirus bovino 1 e 2
(BPV1 e 2). Dessas, a que esta em estudo nesse trabalho é a placa aural,
caracterizada por les6es puntiformes de poucos milimetros, despigmentadas e
queratinizadas na face interior do pavilhdo auricular, podendo evoluir e
coalescer em lesbes maiores e por vezes se estendendo por todo pavilhdo
auricular. Visando obter um teste de diagnostico especifico, sensivel e rapido
para identificacdo destes virus, foi padronizada a técnica de PCR em tempo
real (QPCR) para o EcPV3, 4, 5 e 6. E com a finalidade de avaliar a incidéncia
dessa enfermidade no rebanho nas cinco regifes do pais e estabelecer a
prevaléncia de cada tipo viral a partir da técnica padronizada, foram coletadas
104 amostras das regibes Nordeste, Norte, Sul, Sudeste e Centro-Oeste.
Como resultado obteve-se a padronizacdo da técnica. Na andlise das amostras
a prevaléncia de pelo menos um tipo viral na lesédo foi 90,39%, com as
seguintes prevaléncias por tipo: EcCPV3 36,54%, EcPV4 81,73%, EcPV5 0,96%
e EcPV6 10,58%, apresentando variacdo entre as diferentes regides. O
presente estudo traz uma evolugéo no que se refere as pesquisas relacionadas
a Placa Aural e também levanta novos questionamentos para estudos futuros.
Palavras-chave: Equinos, enfermidades dermatoldgicas, papilomatose, qPCR,

Placa Aural.
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ABSTRACT

Papillomatosis occupy a prominent position both in human and veterinary
medicine, since they are viral skin diseases with potential to develop
malignancy. In horses papillomas are associated with the following diseases:
classical papillomatosis associated with EcPV1; squamous cell carcinoma
associated with EcPV2; tumors in mucous membranes on the genital area
(EcPV2 and EcPV7); aural plaque associated with EcPV3, 4, 5 and 6; equine
sarcoid, associated with bovine papillomavirus (BPV1 and 2). Of all equine
papillomatosis, aural plaque is the one analyzed in this work, which is
characterized by small papules, with a few millimeters, hypochromic and
keratinized on internal surface of the pinnae and can evolve and coalesce into
larger lesions. To obtain a specific diagnostic test, also sensitive and quick to
identify these viruses, a Real Time PCR was standardized for EcCPV3, 4, 5 and
6. In order to evaluate the incidence of this disease in equine herds distributed
in the five regions of Brazil and establish the prevalence of each viral type
using the standardized technique, 109 samples were collected in the Northeast,
North, South, Southeast and Midwest. The main result was the technique
standardization of the technique. Applying the gPCR technique in the samples
resulted in 90,39% of at least on viral type prevalence, the prevalence for each
type was: EcPV3 36,54%, EcPV4 81,73%, EcPV5 0,96% e EcPV6 10,58%,

with variation between different regions. This study represents an evolution in
the area related to aural plaque and equine papillomatosis and raises new

questions for future research.

Keywords: Equine, dermatological diseases, papillomatosis, qPCR, Aural

Plaque



1. Introducgéo e Justificativa

Em dezembro de 2014 a agropecuaria representava para o Brasil 23%
do Produto Interno Bruto do pais, e frente ao panorama de recessao esta foi
considerada pelo Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada da
USP como “setor estratégico para a economia brasileira” no ano de 2015
(CEPEA, 2014). Dados mostram que no primeiro semestre de 2015, enquanto
setores como a Industria demonstravam uma queda de 1,38%, a pecuaria
apresentou expansdo de 0,53% com uma receita estimada de R$ 397,96
bilhdes, 32,5% da receita total do agronegdcio brasileiro (CEPEA,2015).

A equinocultura esta inserida diretamente nesse quadro. Em 2004
guando a equinocultura brasileira possuia um total de 5,7 milhdes de cabecas
(SECRETARIA DE ESTADO DE AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO DE MINAS GERAIS, 2015), mobilizava cerca de R$7,3
bilhdes/ano e empregava diretamente 640 mil pessoas no Brasil (CNA, 2004).
Embora dados mais recentes sobre mobilizacdo da economia e empregos
correlacionados nédo tenham sido disponibilizados, dados do IBGE mostram
que o numero total de equinos no Brasil foi de 5,3 milhdes em 2013.

E relevante destacar que ndo apenas no mercado nacional os equinos
tém destaque, foram exportados no ano de 2005 um total de 2.054 cabecas de
equinos. Em comparacdo a 1986 quando esse numero era de 138 cabecas,
demonstrando um crescimento na exportagdo destes ao longo dos anos (LIMA
e FERRUCCI, 2007). Esse crescimento na exportacdo pode ser pouco
representativo do ponto de vista econdmico, mas cabe supor que sdo animais
com alto valor agregado devido a sua qualidade genética ou habilidade
esportiva.

Pode-se apontar que cada pais tem a sua regulamentacdo para
importagdo de animais vivos e protocolos correlacionados aos agentes
infecciosos, o que justificaria uma preocupacdo com relagdo as enfermidades
virais em rebanhos que visam exportacéo.

E sabido que a Placa Aural € uma enfermidade dermatoldgica de origem
viral, causada por um papilomavirus e portanto caracterizada como uma
doenca infecciosa (ALFIERI et al, 2012).



A Federagcdo Equestre Internacional, 6rgdo envolvido diretamente com
0S jogos equestres nas olimpiadas, em suas regulamentagfes veterinarias
mais atuais (FEI, 2015), estabelece como protocolo que durante o exame de
entrada no recinto de esporte 0s animais sejam vistoriados para possiveis
sinais de doencas infecciosas e ainda enfatiza, em um artigo proprio, a
importancia de que, visando a biosseguranca, quaisquer animais apresentando
sinais clinicos de enfermidades infecciosas devem ser reportados
imediatamente.

Ainda que a placa aural seja uma papilomatose cutanea de carater
benigno e que grande parte das papilomatoses sejam altamente espécie
especificas (JACKSON, H.A., 2003; MUNDAY e KIUPEL, 2010), é sabido que
existem infeccbes heterdlogas. Equinos podem ser infectados pelo
Papilomavirus bovino (BPV) 1 ou 2 levando a um tumor fibroblastico conhecido
como Sarcoide. (ALFIERI, A. A. et al, 2012)

De acordo com a World Organisation for Animal Health os agentes
infecciosos encontrados nos rebanhos animais apresentam uma ameaca a
saude, economia, biodiversidade, seguranca alimentar e saude publica, uma
vez que proximo de 75% das doencgas infecciosas emergentes no mundo tem
origem animal (OIE, 2015).

Até o presente momento nenhum estudo utilizando gPCR e com grande
nameros de amostras foi realizado no Brasil e com tamanha distribuicdo entre

as regides do pais.



2. Reviséo de Literatura
2.1Papilomavirus

Os papilomavirus (PV) sdo pequenos virus epiteliotréficos
(ANTONSSON E HANSSON, 2002), ndo envelopados e com capsideos
icosaédricos (LONGWORTH E LAIMINS, 2004), resistentes as condi¢cdes
ambientes, com 52 a 55nm, pertencentes a familia Papillomaviridae. Seu acido
nucleico € circular (TORRES E KOCH, 2013) formado por dupla fita DNA, com
aproximadamente 8kpb (ALFIERI, A. A. et al, 2012). Até 2004, 118 tipos de PV
ja tinham sido descritos (VILLIERS et al., 2004).

Estes podem ser encontrados em condigcdes latentes ou
subclinicas, onde a enfermidade ndo se desenvolve ou € assintomética,
respectivamente. Isso foi descrito por Antonsson (2002), quando diversos
tipos virais desta familia foram identificados em “swabs” de pele saudavel
de humanos e animais. No ambiente esses virus podem sobreviver até 63
dias em condicdes de 4 a 8 °C e até seis horas a 37 °C (SCOTT E MILLER,
2011)

Os PVs ndo costumam promover grandes respostas inflamatérias e tem
como célula alvo os queratindcitos, que por sua vez ndo sao células que
executam adequadamente a apresentacdo de antigeno. Essas duas
caracteristicas sdo determinantes para o entender o mecanismo de evasao
deste pelo sistema imune do hospedeiro (GISSMAN, L., 1997)

As papilomatoses estao bastante difundidas entre os seres humanos e
0s animais domésticos e silvestres, acometendo as mais variadas espécies de
caninos, felinos, equideos, ruminantes, roedores, aves, primatas, suinos e até
animais marinhos como o golfinho (BERNARD et al., 2010)

O genomal viral dos PV é constituido das seguintes regides: early (E),
late (L) e regulatoria. Sabe-se que os genes E sdo expressos na camada basal
e espinhosa da pele, enquanto os L predominantemente na camada cornea,
sendo 0s primeiros responsaveis principalmente pela infecgdo primaria e
replicacéo (E1 e E2) e os seguintes pela liberagdo dos virions maduros (L1 e
L2) (LONGWORTH E LAIMINS, 2004). Longworth e Laimins (2004) também



relatam que essa transcricdo acontece a partir de oito “Open Reading Frames”
(ORF) em uma unica fita DNA.

Estudos das papilomatoses humanas demonstram que para que O
hospedeiro seja infectado deve haver uma porta de entrada, uma vez que o
virus ndo é capaz de penetrar ativamente (NASIR E BRANDT, 2013). Basta
uma microlesdo que exponha a camada celular basal do epitélio, nesta camada
as células estdo em constante divisdo, o que é favoravel a expressao do
genoma viral, onde séo produzidas as primeiras proteinas E1 e E2. Também &
nessa fase inicial que nos PVs de “alto risco” (associados a malignidade
tumoral) sdo expressas as proteinas E6 e E7 (LONGWORTH E LAIMINS,
2004). Para favorecer a replicacéo viral utilizando-se de alteracdes favoraveis
no ambiente celular sdo expressas também E4 e E5 (DOORBAR et al., 2012).
E finalmente expressam-se as proteinas L1 e L2, responsaveis pela formacao
do capsideo, maturacao e liberacdo viral. (LONGWORTH E LAIMINS, 2004)

Vale citar que uma vez dentro da célula do hospedeiro, 0 DNA do virus
pode estar na forma integrada ou epissomal, ou seja, ligado ou ndo ao DNA
hospedeiro respectivamente, fator que também parece ter associacdo com a
malignidade da infeccdo, uma vez que os virus de alto-risco em geral
apresentam-se na forma integrada (PARELLADA e PEREYRA, 2009).

2.2Papilomatoses na espécie equina: enfoque na Placa Aural

Atualmente ja foram identificados nos equinos o0s seguintes Equus
Caballus papilomavirus (EcPV): EcPV1; EcPV2; EcPV3; EcPV4; EcPV5; EcPV
6 e EcPV7 (TORRES E KOCH, 2013). Também foram encontrados o0s
seguintes Bos taurus Papillomavirus (BPV): BPV1 e BPV2. Estes associados a
enfermidade dermatolégica conhecida como Sarcoide (MUNDAY e KIUPEL,
2010), afeccdo neoplésica de carater benigno, caracterizada por proliferacao
fibroblastica, localmente invasiva embora ndo metastatica, com diferentes
apresentacdes clinicas e de dificil tratamento pela alta taxa de recidiva
(SELLON, 2007).

O EcPV1 pertence ao género Zeta-papillomavirus, cuja propriedade

biolégica é gerar lesdes cutaneas em equinos (VILLIERS et al., 2004).

Também conhecida como papilomatose cutadnea (SELLON, 2007) ou



papilomatose equina classica, que é caracterizada pelo aparecimento de
lesbes queratinizadas, geralmente na extremidade do focinho e ao redor
dos labios. Acomete animais jovens, abaixo de trés anos e mais
comumente abaixo de um ano, com remisséo em aproximadamente dois
a trés meses. (SCOTT E MILLER, 2011)

JA o EcPV2 pertence ao género Dyoiota, e esta correlacionado
com papilomatoses genitais e carcinoma de células escamosas. Esse tipo
viral foi isolado de carcinoma de células escamosas penianas, neoplasia
peniana intraepitelial e papilomas penianos. Mas também foi isolado em sua
forma latente em mucosas genitais saudaveis de equinos machos. O EcPV7,
outro tipo de papiloma equino, também ja foi identificado em massas penianas
(TORRES E KOCH, 2013).

Os outros quatro papilomas equinos listados, EcPV3, 4, 5 e 6 estao
correlacionados com a papilomatose auricular, também conhecida como placa
aural (TORRES E KOCH, 2013). Esta € uma moléstia dermatolégica do
pavilhdo auricular de equinos, que pode ser encontrada em uma ou ambas
orelhas (SOUSA et al., 2008) de carater benigno, sem regressdo espontanea
como a papilomatose classica, aparentemente indolor e ndo pruriginosa
(SELLON, 2007), podendo aparecer isoladas ou multiplas, na forma de papulas
esbranquicadas de 1 a 2mm de diametro, podendo ou ndo coalescer e formar
placas queratinizadas (SCOTT E MILLER, 2011), adquirir aspecto verrucoso e
até mesmo se estender por quase toda a superficie da pina (SOUSA et al.,
2008).



Figura 1. Pavilhdo auricular de dois equinos apresentando placa aural.
Lesdo Unica, puntiforme, plana, despigmentada e pouco queratinizada (A).

Lesdes coalescentes, extensa e mais queratinizada, também despigmentada

(B).

Seu diagnostico se da visualmente, uma vez que apresenta lesao
caracteristica, bem como outras papilomatoses (SCOTT E MILLER, 2011).
Na avaliacdo histolégica, essas foram caracterizadas por espessamento da
camada epidérmica associada a hiperceratose e hipomelanose (SOUSA et al,
2008) compativel com as descricbes clinicas, como pode ser observado na

figura dois.



Figura 2. Corte histolégico da pele do pavilhdo auricular com placa aural.
Evidencia-se: area de transicdo da pele integra/lesionada (quadro em
destaque), espessamento epitelial com hiperceratose (*) e hipomelanose

epidérmica (seta).

2.3Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

PCR é uma técnica de biologia molecular baseada na amplificacéo
exponencial de uma sequéncia de DNA alvo. Uma reacdo de PCR precisa dos
seguintes elementos basicos: Primers, enzima polimerase, desoxinucleotideos
trifosfatos (dNTPs) e sequéncia de DNA molde (COX, 2012).

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) sao responsaveis por conferir
a especificidade da reacdo, uma vez que sao sequéncias de nucleotideos
desenhados de modo complementar ao DNA desejado, visando a amplificacdo
de um segmento especifico. Sdo fragmentos pequenos, com cerca de 18 a 30
nucleotideos (PELT-VERKUIL et al., 2008), que se anelam na extremidade 3’
da sequéncia alvo promovendo o inicio da amplificacéo da fita.

Dando inicio a participacdo da enzima DNA-polimerase, uma vez que 0
primer se ligou a fita estas comecam a inserir os nucleotideos livres no meio
formando a nova sequéncia (COX, 2012). Nos organismos essa enzima
normalmente é termolabil, ou seja, susceptivel a temperatura, ja nas reagdes

de PCR sdo necessarias enzimas termoestaveis como a Tag polimerase que é
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retirada da bactéria Thermus aquaticus e a Vent polimerase retirada da
Thermococcus litoralis (PELT-VERKUIL et al., 2008).

Para que cada etapa aconteca € essencial um ciclo de aquecimento e
desaquecimento, que se baseia em trés etapas: desnhaturacdo, anelamento e
polimerizagao.

A desnaturacdo é a fase em que as duplas fitas do DNA molde se
separam e a enzima vai ser ativada, com temperaturas variando de 90 a 95 °C
por 2 a 10 minutos iniciais e deve ser repetido a cada ciclo. Na fase seguinte
deve-se respeitar a temperatura de anelamento do primer variando de 54 a 60
°C, esta normalmente dura de 15 a 60 segundos. E na ultima etapa a
temperatura fica por volta de 72 °C de acordo com a temperatura ideal para
funcionamento da enzima e o tempo variando de acordo com o tamanho do
seguimento a ser amplificado, esse periodo de polimerizagdo ou extensdo &
quando os nucleotideos sao inseridos formando a copia do DNA desejado
(PELT-VERKUIL et al., 2008).

A técnica de PCR em tempo real (QPCR) é uma técnica diferente do
PCR convencional pois tem como caracteristica fornecer dados sobre o volume
de DNA produzido a cada ciclo, por isso caracterizado como “em tempo real”
(REBRIKOV e TROFIMOV, 2006), que se da através da fluorescéncia.

Um dos métodos para se obter esse dado é a partir da utilizacdo de
sonda compostas por um corante fluorescente em sua extremidade 5 e um
guencher em sua extremidade 3’, desenhadas para serem complementares ao
DNA molde. O principio dessa técnica esta no anelamento destas a sequéncia
de DNA molde e a quebra da sonda pela enzima polimerase, separando as

duas extremidades e emitindo um sinal fluorescente (ESPY et al., 2006).
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3. Objetivo

Padronizar um teste diagnéstico para os quatro Equus caballus
papillomavirus previamente associados a placa aural equina (EcPV3, 4, 5 e 6)
utilizando PCR em tempo real (QPCR) e aplici-la na deteccao destes em 104
amostras coletadas das cinco regides do Brasil.
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4. Material e Métodos

4.1Comité de ética e auxilios

Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da FMVZ/ Botucatu, SP (Protocolo 120/2013).

Todos os procedimentos e materiais foram financiados com o auxilio da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séao Paulo (FAPESP),
processo numero: 2013/15995-8.

4.2 Selegdo dos animais

Foram utilizados 104 equinos,alguns com idade desconhecida ainda que
adultos, sem predilecéo por raca, sexo ou pelagem, todos apresentando lesées
caracteristicas de Placa Aural.

A idade dos animais coletados variava entre 1 e 22 anos, com media de
6,5 anos, sendo 61 fémeas e 43 machos. Distribuidos em 39 propriedades,
espalhadas em 21 cidades pertencentes a 9 estados das cinco regiées do pais.

Visando variar a amostragem, incluir um maior nimero de racas e
considerando a possibilidade de identificar mais tipos de papilomas as coletas
foram divididas entre as cinco regides do pais.

Foram inspecionados e coletados por essa equipe, animais de pequenas
e grandes propriedades, com diferentes concentracdes de animais e tipos de
manejo, distribuidas em inimeros municipios, nos diferentes estados, seguido

da coleta dos clinicamente positivos como ilustrado na tabela a seguir.
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Tabela 1. Distribuicdo dos animais coletados entre os estados de cada regiéo.

Regiao Estado Numero de Animais
Centro-Oeste GO 17
Nordeste BA 19

MG 7
Sudeste RJ 3
SP 16
PR 17
Sul
SC 3
Norte TO 22
Total 104

4.3Coleta do Material

Os animais foram sedados com detomidina 0,01mg/kg de peso vivo IV, e
o fragmento de tecido colhido com “punch” de 6 mm de didmetro.

A biopsia era retirada da maior lesdo presente no pavilhdo auricular
visando pegar apenas tecido acometido, seguido da aplicacdo de repelente
tépico e acompanhamento do animal até retorno total da sedacéao.

As amostras eram colocadas em criotubos previamente identificados e
mergulhadas em nitrogénio liquido durante todo o percurso até o laboratorio,
onde eram mantidas a -80°C até o momento da extracao.

Todos os procedimentos de colheita das amostras foram previamente
autorizados pelos proprietarios através do preenchimento do “Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido”.
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Figura 3. Procedimento de biopsia com “punch” de 6 mm de didmetro. A —
Identificacdo da lesédo (A). Seccao do fragmento com “punch” (B). Pele apos a
remocgé&o da amostra (C).

4.4Purificacdo do DNA

O processo de extracdo de DNA das amostras de bidpsia foi realizado a
partir de 20 mg da amostra de placa aural maceradas em nitrogénio liquido
com auxilio de cadinho e pistilo, utilizando kit de extracdo GenElute Mammalian
Genomic DNA Miniprep (Sigma®) seguindo as recomendacdes do fabricante.
Ao final o DNA foi eluido com 80 uL de Buffer AE e avaliado em relacdo a sua
concentracdo e qualidade por espectrofotometria (Nanodrop 2000). O DNA

extraido foi mantido congelado a -20°C até a realizacdo da gPCR.

4.5 Padronizacao da gPCR
4.5.1 Primers

As sondas especificas complementares a um fragmento de DNA
referente a regido L1 de cada tipo viral (EcPV3, 4, 5 e 6) foram desenhadas

utilizando o programa PrimerExpress® (Applied Biosystems) e testados in silico
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na ferramenta on line Blast® (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), a
sequencia destes consta na tabela abaixo, juntamente com os Primers

especificos para cada tipo viral, 0s mesmos usados por Zakia et al., 2015:

Tabela 2. Desenho dos primers (ZAKIA et al., 2015) e sondas referente a cada

um dos quatro tipos virais.

Virus Primer Foward Primer Reverse Sonda
5-3’ 53’ 5°-3’

EcPV3 TTGCGCCAGGTTTCCACATCTA TTGTTCTGGCCTTGTGCACGTT ACACCCAGTGGCTCTTTGGTTAGT
EcPV4 ACAATGGTGTTTGCTGGCACGA  ACCGTGCAAAGCTGCAGAATGA GGTGTCCAAAGATATGCGGCCTGTA
EcPV5 GGCTCCGTAGACATTCCTAAAG CTGTTACACCCACGCCTAAT GGCATGGAAGTAGGACGAGGTCA

EcPV6 CTACCAGAGGAACGAGCTTTAC TAGCTCCCAATCCTCCAAGATA AGGCATGTGGAGGAGTTTGAGCTT

Tabela 3. Localizacdo dos Primers (Zakia et al., 2015) e sondas referentes a

cada um dos tipos virais.

Papillomavirus Gen Bank Localizacdo P.F. Localizagdo P.R. Localizagédo Probe
Tipo 3 GU 384895.1 6145 - 6166 6239 - 6260 6178 - 6201
Tipo 4 JQ 031032.1 6372 - 6393 6537 - 6558 6448 - 6472
Tipo 5 JQ 031033.1 5574 - 5595 5738 - 5757 5712 - 5726
Tipo 6 JQ 965698.1 6335 - 6356 6516 - 6537 6418 - 6441

4.5.2 Reacéo de gPCR

Cada reacdo de qPCR com volume final de 20 uL dos quatro tipos virais
foi montada como segue: 10 L de gPCR master mix [GoTaq® Probe gPCR
MasterMix, Promega®), 1 uL de Primer Forward, 1 uL de Primer Reverse, 0,5
pL de Sonda, 5,5 pL de H20 livre de nucleasse e 2 uyL de Amostra.

A gPCR foi realizada no termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System (Life Technologies), utilizando um periodo de ativacdo de 2 minutos a
95°C seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos
para os tipos 3 e 4 e 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 62°C por 60 segundos
para os tipos 5 e 6.

A sensibilidade relativada gPCR foi avaliada usando a curva de

diluicdo seriada (10X) com onze pontos para cada tipo viral, a partir de uma
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amostra comprovadamente positiva através de sequenciamento de produto de
PCR. Foram consideradas positivas todas as amostras contendo um valor de

Ct (ciclo Threshold) acima do estabelecido em cada curva de ciluicdo.
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5. Resultados e Discussao
5.1EcPV3 - Curva de Dilui¢céo Seriada

Para execucdo da curva de diluicdo seriada de raz&o 10, foi escolhida a
amostra 64, sabidamente positiva para o virus em questdo através do PCR
convencional e sequenciamento.
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Figura 4. Curva de diluicdo e amplificacdo do EcPV3, obtidas pelo 7500
Software 2.0.5

Foi obtida uma curva com amplificacdo até o sexto ponto de diluicéo,
com slope de -3,49 e eficiéncia de 93,21%, possibilitando a determinagcéo de
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um Threshold de 0,45, este foi utilizado para padronizar o teste e estabelecer o

Ct de cada amostra, sendo considerado positivo para o EcPV3 até 35.

5.2EcPV4 - Curva de Diluicédo Seriada

Para execugéo da curva de diluicdo seriada de razédo 10, foi escolhida a

amostra 102, sabidamente positiva para o virus em questdo através do PCR

convencional e sequenciamento.
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Figura 5. Curva de diluicdo e amplificacdo do

Software 2.0.5

EcPV4, obtidas pelo 7500
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Foi obtida uma curva com amplificacdo até o oitavo ponto de diluigéo,
com slope de -3,49 e eficiéncia de 93,31%, possibilitando a determinacéo de
um Threshold de 0,2, este foi utilizado para padronizar o teste e estabelecer o

Ct de cada amostra, sendo considerado positivo para o EcPV4 até o Ct 38.

5.3EcPV5 - Curva de Diluicédo Seriada

Para execugéo da curva de diluicdo seriada de razdo 10, foi escolhida a
amostra 59, sabidamente positiva para o virus em questdo através do PCR
convencional e sequenciamento, porém sua concentracao inicial estava muito
baixa, amplificando apenas até o segundo ponto de diluicdo. Portanto foi
utilizado o produto amplificado dessa mesma amostra atravées do PCR e

realizada a curva de diluicdo como descrita.
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Amplification Plot
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Figura 6. Curva de diluicdo e amplificacdo do EcPV5, obtidas pelo 7500
Software 2.0.5.

Foi obtida uma curva com amplificacdo até o nono ponto de diluicéo,

com slope de -3,6 e eficiéncia de 89,36%, possibilitando a determinacéo de um
Threshold de 0,035, este foi utilizado para padronizar o teste e estabelecer o Ct

de cada amostra, sendo considerado positivo para o EcPV5 até o Ct 36.
5.4EcPV6 - Curva de Diluicéo Seriada
Para execucgao da curva de diluicao seriada de razéo 10, foi escolhida a

amostra 10, sabidamente positiva para o virus em questdo através do PCR

convencional e sequenciamento.
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Figura 7. Curva de diluicdo e amplificacdo do EcPV6, obtidas pelo 7500
Software 2.0.5.

Foi obtida uma curva com amplificacdo até o sexto ponto de diluicéo,
com slope de -3,58 e eficiéncia de 90,198%, possibilitando a determinagéo de
um Threshold de 0,2, este foi utilizado para padronizar o teste e estabelecer o

Ct de cada amostra, sendo considerado positivo para o ECPV6 até o Ct 38.

5.5Amostras experimentais

Todas as amostras foram testadas usando os mesmos volumes de

reacao descritos na metodologia e programa utilizados na realizacdo da curva
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de diluicdo seriada e tiveram seus resultados analisados utilizando os valores
de Threshold encontrados para cada virus, sendo considerados positivos todos

agueles com curva de amplificacdo e CT estabelecido para cada tipo viral.

Das 104 amostras coletadas foram positivas: tipo 3 (38/104; 36,54%),
tipo 4 (85/104; 81,73%), tipo 5 (1/104; 0,96%), tipo 6 (11/104; 10,58%), tipos 3
e 4 (35/104; 33,65%), tipos 3 e 6 (3/104; 2,88%), tipos 5 e 4 (1/104; 0,96%),
tipos 4 e 6 (4/104; 3,85%), tipos 3, 4 e 6 (2/104; 1,92%). Para mais de um tipo
viral (39/104; 37,5%). A média do Ct obtido nas amostras positivas foi de 25,59
para o EcPV3, 22,25 para o EcPV4 e 21,17 para o EcPV6.

Foram negativos para todos os tipos virais 10 das 104 amostras, ou seja
9,61%.

120
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EcPV3 EcPV4 EcPV5 EcPV6 Negativas Total

Figura 8. Grafico obtido através do programa Microsoft Excel ilustrando os
resultados das amostras experimentais.

Com a finalidade de avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos
para a incidéncia dos EcPVs utilizou-se o programa SAS 9.4, no qual obteve-se
um intervalo de confianca (IC) de 0.273-0.465 para o EcPV3, para o EcPV 4 o
IC foi 0.7295-0.8863, EcPV5 obteve-se um IC de 0.0002-0.0524 e IC de
0.0540-0.1814 para o EcPV6.

5.5.1 Nordeste
Na regiao Nordeste do pais foram coletadas 19 bidpsias, sendo as 19 na
Bahia. Foram positivas para o EcCPV3 um total de 4 amostras, EcPV4 um total

de 18 amostras.
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Demonstrando uma incidéncia de 21,05% do EcPV3 e 94,73% do
EcPV4, sem amostras positivas para os tipos 5 e 6. Com 15,78% de infecgéo

por mais de um tipo viral.

5.5.2 Norte

Na regido Norte do pais foram coletadas 22 biopsias, as 22 no estado do
Tocantins. Positivas para o EcPV3 foram 21 amostras, EcPV4 foram 21
amostras e EcPV6 apenas 1 amostra.

Demonstrando uma incidéncia de 95,45% do EcPV3, 95,45% do EcPV4,
4,54% do EcPV6 e nenhuma amostra positiva para o ECPV5. A incidéncia de

infeccdo por mais de um tipo viral foi de 95,45%.

5.5.3 Centro- oeste

Na regido Centro-oeste do pais foram coletadas 17 bidpsias, as 17 no
estado do Goias. Foram positivas para o EcCPV3 um total de 3 amostras e para
0 EcPV4 um total de 15 amostras

Demonstrando uma incidéncia de 17,64% para o EcPV3 e 88,23% para
o EcPV4, sem amostras positivas para os tipos virais 5 e 6. Trés das 17
amostras foram positivas para os tipos 3 e 4, com uma incidéncia de co-
infeccéo de 17,64%.

5.5.4 Sul

Na regido Sul do pais foram coletadas 20 bidpsias, 3 no estado de Santa
Catarina e 17 no estado do Parana. Para o EcPV3 foram positivas 4 amostras,
para o EcPV4 foram positivas 9 amostras e para o EcPV6 foram positivas 6
amostras.

Demonstrando uma incidéncia de 20% do EcPV3, 45% do EcPV4 e 30%
do EcPV6, sem nenhuma amostra positiva para o EcPV5. A incidéncia de

infeccéo conjunta entre os tipos virais foi de 15%.

5.5.5 Sudeste

Na regido Sudeste do pais foram coletadas 26 bidpsias, 7 no estado de
Minas Gerais, 3 no Rio de Janeiro e 16 em Sao Paulo. Sendo 6 positivas para
0 EcPV3, 22 para o EcPV4 e 4 para o ECPV6.



24

Demonstrando uma incidéncia de 23,07% para o EcPV3, 84,61% do
EcPV4, 3,84% do EcPV5 e 15,38% do EcPV6. Com 30,76% de infeccao

conjunta.

5.5.6 Distribuic&o entre Regides
O resultado obtido neste estudo foi que todas as cinco regides do pais
apresentam os EcPVs do tipo 3 e 4, sendo o tipo 4 de maior prevaléncia total e
por segmento. Apenas as regides Norte, Sul e Sudeste apresentaram amostras
positivas para o ECPV6 e somente na regido Sudeste o tipo 5 teve incidéncia.
Observa-se no grafico abaixo a incidéncia de cada tipo viral para cada

regido do pais.
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Figura 9. Grafico obtido através do programa Microsoft Excel ilustrando a

incidéncia dos tipos virais em todas as regides do pais.

5.6Discussao

O total de amostras positivas para pelo menos um tipo viral foi de
90,39%, com maior prevaléncia nas amostras do EcPV4 81,73%, seguido pelo
EcPV3 36,54%, entdo o EcPV6 10,58% e finalmente o tipo 5 0,96%. Gorino et
al (2013) estudou a prevaléncia dos tipos virais 3 e 4 em 45 amostras de placa
aural e obteve os seguintes resultados: total positivos 62,3%; EcPV3 8,89%;
EcPV4 37,78%. Quando comparamos 0s resultados percebemos um aumento
substancial na incidéncia dos tipos virais 3 e 4, demonstrando uma ascensao
destes nos animais acometidos, ainda que a prevaléncia do EcPV4 se

mantenha superior a do tipo 3. Observa-se também um aumento no numero de
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amostras positivas no presente estudo em comparagdo com o de GORINO
(2013), parte desse aumento pode ser justificado pela pesquisa de mais dois
tipos virais, sendo o EcPV5 e 6.

Porém dos 104 animais que apresentavam lesfes caracteristicas 9,61%
foram negativos para os quatro tipos virais testados. Villiers et al. (2004) cita
em seu artigo o crescimento do numero de papillomavirus em humanos e
animais, LANGE et al (2013) descreve esse crescimento especialmente nas
papilomatoses equinas. Esses fatos incitam a pesquisas de mais tipos virais
que possam justificar esse nimero, ainda que baixo, de amostras negativas.

Observa-se que prevaléncia observada nos resultados gerais ndo se
manteve em cada regido do pais, isso fica evidente uma vez que o EcPV6 nao
foi identificado em nenhuma amostra das regides CO e NE e teve sua maior
incidéncia na regidao Sul com 30%, muito discrepante dos valores encontrados
para SE (15,38%) e N (4,54%). E ainda EcPV4 seja o mais prevalente em
todas regides, 81,73% das amostras coletadas, também na regido Sul sua
prevaléncia foi discrepante com apenas 45%, possivelmente pela maior
incidéncia ja descrita do EcPV6. Essas variacdes podem ser justificadas pela
extensa area do pais e pelo transito de animais tanto nacional quanto
internacionalmente que difere de regido para regiao.

Como descrito na revisdo de literatura, esses virus sdo relativamente
resistentes as condi¢cdes ambientais e podem ser encontrados em sua forma
latente em fragmentos de tecidos saudaveis, o que poderia levantar o
guestionamento de se esses virus estariam causando a lesdo ou apenas
presentes nesta, especialmente nas amostras positivas para mais de um tipo
viral. No entanto, Gorino et al (2013) demonstra que em tecidos saudaveis
esses virus nao foram identificados.

De acordo com o intervalo de confianca obtido na analise estatistica,
dado que este representa os limites superiores e inferiores dos resultados
provaveis em 95% das vezes que esse mesmo experimento fosse reproduzido,
todos os quatro tipos virais aqui analisados obtiveram um curto intervalo como
observado nos resultados e por isso uma boa precisao e reprodutibilidade.

Para testar a sensibilidade relativa do teste, os resultados da analise das
104 amostras testadas por qPCR foram comparadas com as mesmas 104

amostras analisadas através do PCR convencional por HERNANDEZ (2015).
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No trabalho citado foram avaliadas 108 amostras, das quais apenas 104 foram
usadas, as quatro amostras faltantes ndo possuiam volume de material para
participar deste.

Observa-se na tabela abaixo o comparativo entre os resultados obtidos
com as duas técnicas.
Tabela 4. Comparativo entre os resultados obtidos pela técnica de PCR
convencional (HERNANDEZ, 2015) e gPCR nas 104 amostras analisadas

neste trabalho.

Tipos Virais PCR gPCR

EcPV3 43 38
EcPV4 87 85
Ecpv5 1 1
Ecpv6 19 11

Das amostras discrepantes para o EcPV4, quatro foram positivas
apenas no PCR convencional e negativas no qPCR e duas outras positivas
para gPCR e negativas para PCR convencional.

Das amostras discrepantes para EcPV3, dez eram positivas apenas na
PCR convencional e cinco apenas na gPCR. Das amostras discrepantes para o
EcPV6 nove foram positivas na PCR convencional e uma apenas para a gPCR.

Visando justificar esse achado todas as sequencias foram reavaliadas
aos pares utilizando o programa Geneious 9.1, a intencdo era identificar a
sequéncia referente a sonda de hidrélise nestas que foram negativas na qPCR
porém positivas na PCR convencional e descartar alguma alteracdo genémica
gue justificasse. Nenhuma alteracédo foi identificada.

A analise dos resultados leva a crer que a sensibilidade relativando foi a
esperada, porém a qPCR foi capaz de detectar como positivas amostras dadas
como negativas para a PCR convencional.

Pode-se concluir finalmente que todos o0s objetivos propostos neste
trabalho foram atingidos.

Uma vez que foi coletada a quantidade total de amostras propostas, o
DNA viral foi extraido e a prevaléncia de cada tipo viral determinada de acordo

com as cinco regides do pais.
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Além disso o desenho dos primers e sondas e padronizacdo da técnica
provou-se eficiente e especifica para cada tipo viral como observado na curva

de diluicdo e deteccdo de amostras positivas.

6. Consideragdes Finais

Este trabalho padronizou a técnica de qPCR para os EcPV3, 4, 5 e 6,
além de determinar a prevaléncia viral em cinco diferentes regifes do pais.

De acordo com Lange et al. (2013) a PCR € uma das técnicas mais
sensiveis para deteccdo de PV em lesBes. Em papilomatoses humanas é
considerado o melhor método diagnéstico uma vez que além de permitir a
diferenciacéo entre os tipos virais a amostra inicial pode ser retirada apenas do
raspado de outras técnicas como laminas coradas ou tecidos embebidos em
parafina (MULLIS et al., 1994).

Mackay et al. (2002) além de reforcar que em se tratando de DNA o
PCR é a técnica considerada padrdo ouro ainda acrescenta que a qPCR tem
como beneficios a rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade e menores chances
de contaminacao. Pode-se inferir que sua especificidade analitica também seja
um ponto positivo, uma vez que a sonda também é desenhada de maneira
complementar ao alvo.

No entanto, com os resultados obtidos percebe-se a necessidade de
estudos futuros visando identificar atividade viral na lesdo e tentativa de
isolamento de novos virus.

E valido ressaltar para as consideracdes finais que todas as amostras
positivas no PCR convencional por HERNANDEZ (2015) foram sequenciadas.
Destas cinco foram dadas como incompativeis para o EcPV4, nove para o
EcPV3 e trés para o ECPV6. Todas essas amostras foram negativas na qPCR,
demonstrando a especificidade analitica desta e a complementariedade das
duas técnicas para evitar falsos positivos, uma vez que o0 custo para

seguenciamento supera o custo da qPCR.
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Imiquimod treatment for Equus caballus papillomavirus infection in equine aural

plaques

Abstract

Background - Aural plaques are a dermatopathy associated with Equus caballus
papillomaviruses (EcPVs). This disease affects horses of all ages, genders and breeds

and causes sensitivity of the ears, which has been reported by several owners.

Hypothesis/Objectives - The aim of this study was to evaluate the clinical efficacy of
5% imiquimod cream for the treatment of aural plagues and to compare the PCR

detection of EcPV 3, 4, 5 and 6 before and after treatment.

Animals - Eight horses diagnosed with aural plaques (14 ears) were used in this study.

Three mares with aural plaques were used as a control group (untreated group).

Methods - The imiquimod cream was applied topically on non-consecutive days until
complete resolution of the aural plaques was noted. The animals were evaluated
clinically for 180 days after the end of treatment. PCR for detecting EcPV 3, 4, 5 and 6
was performed using aural plaque biopsies collected before treatment and at 90 days

after the end of treatment.

Results — Clinical resolution was observed in 93% of the treated ears. Imiquimod
treatment promoted the clearance of ECPV in 71.4% of the treated ears. Clinical
remission of the aural plaques and changes in EcPV DNA positivity in the first and

second hiopsies were not observed in the control group.

Conclusions — The results of this study support the hypothesis that 5% imiquimod
cream may be used as an effective treatment for aural plaques in horses because high

rates of clinical resolution and EcPV clearance were observed.



37

Introduction

Aural plagues are a dermatopathy associated with Equus caballus papillomaviruses
(EcPVs) 3, 4, 5 and 6.%%® The lesions have a verrucous aspect and are located on the
inner surface of the pinna in horses, and they affect horses of all breeds, genders and
ages.*® In Brazil, equine aural plaques are a potentially significant problem because
horses with this disease may be prevented from participating in certain sporting or
exhibition events.® Additionally, the disease decreases the commercial value of horses
with severe lesions, causing economic losses.® Moreover, aural plaques may cause
ear sensitivity; sensitivity was observed in almost 70% of horses examined in a
previous study, and the animals showed resistance to touching of the ears and
bridling.” A previous study demonstrated that 35% of the Quarter Horses and 57% of
the Mangalarga breed horses in Sao Paulo State, Brazil, had unilateral or bilateral
lesions.® Another study found aural plaque lesions in 22% of horses from ranches in
Oregon, USA.*

Typically, an aural plaque diagnosis is based on clinical® and/or histopathological
findings in cases in which it is possible to detect characteristics of papillomavirus
lesions such as koilocytosis, increases in the number and size of keratohyalin
granules, papillated epidermal hyperplasia and epidermal hypomelanosis.®® Moreover,

the diagnosis may be supported by immunohistochemistry® and PCR.°

Although the lesions do not regress spontaneously,*® a few anecdotal treatments have
been reported,™ such as biopsy and shaving off of the lesions, which stimulates
temporary regression.” The treatment of equine papillomatosis using ivermectin,**
cisplatin eletrochemotherapy,*? and Sanguinaria canadensis extract (eastern bloodroot)
in zinc chloride has been reported;® however, the efficacies of these products against

aural plaques have not been proven.

Although 5% imiquimod cream was initially approved to treat anal and genital warts in

humans,**41°

some studies have recommended topical imiquimod for the treatment of
sarcoid'® and aural plaques in horses.” Imiquimod is a imidazoquinoline amine and an
immune response modifier with a topical action due to its hydrophobic properties. Its
mechanism of action is through toll-like receptor 7 and 8 activation, which stimulates
IFN-a synthesis. Therefore, an induction of proinflammatory cytokines, chemokines
and other mediators occurs, leading to the activation of antigen-presenting cells and

consequently to indirect antiviral activity.™
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Complete resolution of aural plaques has been reported in 87.5% of horses treated
with imiquimod cream.” Although a previous study evaluated the efficiency of 5%
imiquimod cream for the treatment of aural plaques,” EcPV DNA detection was not
performed. Therefore, the aim of this study was to evaluate the efficacy of 5%
imiquimod for the treatment of aural plagues and to assess the presence of

papillomaviruses by PCR before and after treatment.
Materials and methods

All experiments were performed according to the Institutional Animal Care and
Use Committee (120/2013-CEUA) of the University. Eight adult horses (four
males and four females) diagnosed with aural plaques were used in this study.
Horses were included in this study if they had never received any treatment for
aural plagues and if EcPV 3, 4, 5 or 6 DNA was detected by PCR before the
treatment (first biopsy). The sample size was calculated using the McNemar
test'’ to detect treatment efficiency of 80 to 90%." The calculated sample size
was six animals, and we included two animals above the minimum needed for
the study. Using the same selection criteria as that used for the treated group,
three adult crossbreed mares diagnosed with aural plagues were selected and
used as a control group (untreated group); these mares were observed

throughout the study to evaluate clinical signs of spontaneous remission.

The animals in the treated group (two Quarter Horses, one Paint Horse, one
Mangalarga and four crossbreed horses) had unilateral (n=2) or bilateral (n=6) aural
plague lesions, for a total of 14 treated ears. The horses were housed in individual
covered stalls and received the same feed during the experiment. A thin layer (125 mg)
of 5% imiquimod cream (Modik®, Germed Farmacéutica Ltda, Hortolandia, Brasil) was
applied to the inner surface of the pinna. The cream covered the entire surface, not
only the lesions, and was applied on non-consecutive days. Before each application,
the crusts were removed with dry gauze or soaked in sterile water. If the horse was too
reactive for ear manipulation, it was sedated with detomidine hydrochloride (20 pg/kg
of body weight). Sedation was performed for all procedures for which the horse
showed signs of stress. The treatment was discontinued once complete resolution of
the aural plaque was noted. Then, the animals were examined daily for 90 days.
Treatment was restarted if any sign of an aural plaque lesion was observed. The

animals were also evaluated clinically at 180 days after the end of the treatment.
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For the treated group, aural plaque samples were obtained by biopsy with a disposable
4-mm punch before (first biopsy) and at 90 days after the end of treatment (second
biopsy). The first and second biopsies were obtained from the same region of the inner
surface of the pinna. The mares in the control group were subjected to two biopsy
procedures with an interval of 90 days. The samples were immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at -80 °C prior to the DNA extraction procedure.® PCR for EcPV 3,
4, 5 and 6 was performed using specific primers and conditions that have been
previously described.*® Additionally, a ‘no-template’ control reaction was performed to
verify the absence of contamination for each PCR. The PCR products were analysed
by 1.5% agarose gel electrophoresis. All of the obtained PCR products were the
predicted size for each primer set. The PCR products were purified with a NucleoSpin
Gel and PCR Clean Up Kit (Macherey-Nagel®, Diiren, North Rhine-Westphalia,
Germany) following the manufacturer’s instructions and sequenced using a BigDye Kit
(Life Technologies™, Carlsbad, California, EUA) and 3500 Genetic Analyser (Life
Technologies). The sequences were compared using the Basic Local Alignment
Search Tool (National Center for Biotechnology Information, USA), and the L1
sequences were deposited in GenBank for each of the four EcPVs. All of the

sequences showed homology only to the EcPV for which the primers were designed.
Results and discussion

In the present study, seven horses (87.5%) exhibited sensitivity of the affected ears
prior to treatment, and the extent of the lesion directly influenced the symptoms. All six
animals with coalescent lesions showed severe sensitivity, whereas the horses with a

punctate lesions showed no sensitivity or mild sensitivity (table 1).

Although few studies have investigated the treatment of aural plaques, imiquimod
seems to be the most effective option. In contrast to a previous study in which 5%
imiquimod cream was applied to aural plaques three times per week on non-
consecutive days every other week’, herein, the treatment protocol consisted of
application of the cream on non-consecutive days until complete clinical resolution of
the aural plagues was observed. Four of the eight treated horses (six ears) did not
show signs of recurrence after the first treatment session. The other horses showed
signs of recurrence between 30 and 75 days after the first treatment session, and then
the second treatment session was started. Two horses showed signs of recurrence
after the second treatment session and underwent a third treatment session. On
average, 18 imiquimod applications were necessary (ranging from eight to 30

applications). Ninety days after the last treatment, none of the horses showed signs of
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aural plaques; however, a punctate lesion was noted in one ear of a horse at 180 days
post-treatment (the right ear of animal 5, table 1). Therefore, clinical resolution was
observed in 88% of the treated animals and in 93% of the treated ears. A similar
clinical resolution rate of equine aural plaques after imiquimod treatment was observed
in a previous study.” Although it varies, the efficacy rate of imiquimod for human
papillomavirus (HPV)-related lesions may be similar to that observed in equine aural
plague treatment (e.g., the complete resolution of anogenital warts using 3.75%
imiquimod cream ranges from 45 to 78.5%,° and the complete response rate to
imiquimod treatment in HPV-related vaginal intraepithelial neoplasia ranges from 5 to
88%).%°

The animals were kept in indoor pens during the treatment period because exposure to
the sun was contraindicated due to a high risk of sunburn. Because removal of the
crust prior to treatment may be painful,” another important point regarding the use of
imiquimod for the treatment of equine aural plaques is the need for sedation of the
animals prior to each application. In the present study, the ears of all of the horses
were very sensitive during the cleaning process of the treatment, and 75% of the horse
had to be sedated with detomidine prior to treatment (table 1). This sensitivity is a
consequence of the adverse effects (inflammatory processes) commonly observed
during imiquimod treatment,” which include erythema, oedema, erosion to ulceration,
exudation and crusting. These adverse effects were also observed in the present study
(figures 1, 2 and 3). A total of 57.1% (4/7) of the horses that showed sensitivity of the
ears prior to the treatment demonstrated no sign of discomfort or pain a few weeks
after the end of the treatment. The only noticeable change after the treatment was
development of an area of focal depigmentation on the inner surface of the pinna
(figure 4), as described in a previous study.’ Adverse effects are frequently reported in
humans treated with 5% imiquimod cream; the intensities of these effects range from
mild to severe, and in some cases, it is necessary to stop or reduce the dose of the
treatment.?’ A formulation with a lower concentration of imiquimod (e.g., 3.75%) has
been used in humans to reduce the severity of adverse effects, permit daily application
of imiquimod and reduce the rate of treatment discontinuation.*® In the present study,
we used human commercial formulations containing 5% imiquimod similar to a
previous study.’ Unfortunately, a commercial formulation of imiquimod for horses or a
human formulation with a lower concentration of imiquimod is not available in Brazil.
Therefore, in the present study, the intensity of the adverse effects was not compared
with the imiquimod concentration used to treat the horses. However, the intensity of the

adverse effects previously described in horses treated with imiquimod for aural plagues
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three times per week on non-consecutive days every other week’ did not differ from
that of the current study, in which the cream was applied on non-consecutive days until
complete resolution of the aural plaques was observed. In the current study, a mean of
18 imiquimod applications was necessary to complete the treatment, and a half sachet
(125 mg imiquimod) was used for each application per ear. Thus, the cost of the
complete treatment (on average) with imiquimod cream was US$18.00 per ear.
However, the costs of veterinarian’s fees and anaesthetic and sedative drugs should

be added to this amount.

EcPV DNA was detected by PCR in all 14 aural plaque samples collected before
treatment (table 2). EcPV 3 was found in 29% (4/14) of the ears, EcPV 4 was detected
in 100% (14/14), EcPV 6 was observed in 50% (7/14), and EcPV 5 was not detected.
In the treated group, coinfection was observed in 10 ears, and a total of 60% (6/10) of
the coinfections involved EcPV 4 and 6, 30% (3/10) involved EcPV 3 and 4, and 10%
(1/10) involved EcPV 3, 4 and 6. PCR performed at 90 days after the end of treatment
(second biopsy) using DNA purified from auricular cutaneous samples revealed the
presence of ECPV DNA in four ears (EcPV 4, n=2; and EcPV 6, n=3). However, a
punctate aural plaque was noted in only one of these four ears at 180 days post-
treatment. Therefore, imiquimod treatment promoted the clearance of EcPV in 71.4%
(10/14) of the ears (table 2). The activation of IFN and the cell-mediated immune
response by imiquimod has been described both during and after imiquimod treatment
of human genital warts, and this activation might lead to a significant reduction in the
HPV load and the elimination of clinically visible warts.?* The previous study’ describing
the treatment of aural plaques with imiquimod did not assess the presence of EcPV
DNA before or after the end of treatment. Therefore, the clearance of EcPV observed
in the present study after imiquimod treatment of aural plaques cannot be compared

with the results of previous studies of horses.

There was no clinical remission of the aural plaques in the animals in the non-treated
group in this study (table 1), and the EcPV DNA detection rates by PCR were similar
for the first and second aural plaque biopsies (table 2). These findings are in contrast
with those of human genital warts caused by HPV, in which spontaneous regression of
the warts is commonly observed,*®* and in young horses with classical equine viral
papillomatosis associated with ECPV 1,% in which complete spontaneous remission of
the lesions may occur within a few weeks. Indeed, the spontaneous remission of
equine aural plaques rarely occurs.® Therefore, the treatment of the lesions with

imiquimod described herein and in a previous study’ may represent an alternative for
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resolving this neoplasm. However, because aural plague transmission may occur
between horses, possibly via ectoparasites such as mosquitoes and ticks,>® and
treatment may not prevent future infection, it is essential that healthy horses avoid
contact with horses with aural plaques, even indirect contact via ectoparasites.
Recently, researchers have developed and recommended a prophylactic vaccine
containing EcPV 2 L1 virus-like particle for ECPV 2-associated genital tumours and the
related disease in equids.? Although EcPV 2 has not yet been associated with aural
plagues, the development of vaccines against ECPVs can be an important tool for

preventing infection of horses with these viruses.
Conclusions

Imiquimod cream (5%) may be used to effectively treat aural plaques in horses
because a high rate of clinical resolution and clearance of EcCPV were observed in the
present study.
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Figure legends

Figure 2. Left ear of horse 7 after five applications of 5% imiquimod cream. Aural
plague lesions can be observed at the base and top of the ear, and areas with

erythema, oedema, erosion and crusting are present.

Figure 3. Left ear of horse 7 after 12 applications of 5% imiquimod cream. Only
adverse effects associated with the inflammatory process were observed.
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Figure 4. Left ear of horse 7 at 90 days post-treatment. Complete clinical resolution of
the aural plaques and a focal depigmentation area can be observed on the inner
surface of the ear.
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Table 1: Clinical evaluation of the horse lesions.
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Initial characteristics

Total number

Horse / ear . Observation during the treatment Final observation
of the lesions of treatments

Animal 1 Coalescent Sedation since the second application.

30 No sign of lesion after 180 days post-treatment.
(Right ear) Severe sensitivity* Twelve initial treatments, relapse after 30 days. Ten more treatments,

relapse after 60 days. Eight more treatments.

Animal 1 Coalescent Sedation since the second application.

22 No sign of lesion after 180 days post-treatment.
(Left ear) Severe sensitivity Twelve initial treatments, relapse after 30 days. Ten more treatments.
Animal 2 Multiple punctate lesions

12 Sedation only during the last application. No sign of lesion after 180 days post-treatment.
(Right and Left ears) Moderate sensitivity
Animal 3 Punctate

8 Did not need sedation during the treatment. No sign of lesion after 180 days post-treatment.
(Left ear) No sensitivity
Animal 4 Punctate

10 Did not need sedation during the treatment. No sign of lesion after 180 days post-treatment.
(Right ear) Mild sensitivity
Animal 5 Multiple punctate lesions Sedation since the fifth application. No sign of lesion after 90 days post-treatment.

26 o However, a punctate lesion was noted on the
(Right and Left ears) Mild sensitivity Eight initial treatments, relapse after 45 days. Ten more treatments, right ear after 180 days post-treatment.

relapse after 60 days. Eight more treatments.

Animal 6 Coalescent Sedation since fourth application. . .

24 No sign of lesion after 180 days post-treatment.
(Right and Left ears) Severe sensitivity Twelve initial treatments, relapse after 60 days. Twelve more treatments.
Animal 7 Coalescent 12 No sign of lesion after 180 days post-treatment.

Sedation since the first application.



(Right and Left ears)
Animal 8

(Right and Left ears)

Severe sensitivity

Coalescent

Severe sensitivity

18

Sedation since second application.

Ten initial treatments, relapse after 75 days. Eight more treatments.
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No sign of lesion after 180 days post-treatment.

Control 1

(Left ear)

Control 2
(Left ear)
Control 3

(Left ear)

Punctate

Severe sensitivity

Punctate
Severe sensitivity
Punctate

Severe sensitivity

Not treated

Not treated

Not treated

The lesions were still exactly the same as 90
days before. The animal still presented severe
sensitivity.

The lesions were still exactly the same as 90
days before. The animal still presented severe
sensitivity.

The lesions were still exactly the same as 90
days before. The animal still presented severe
sensitivity.

*Sensitivity of the ear was classified as no sensitivity (no reaction to palpation), mild sensitivity (mild reaction to palpation), moderate sensitivity (resistance to palpation, the animal only allowed the

ear to be touched when in stocks), and severe sensitivity (violent reaction to palpation, the animal only allowed the ear to be touched after sedation).



50

Table 2: PCR results of the aural plaque samples obtained by biopsy procedures before (first biopsy) and at three months (second biopsy) after
the end of treatment with 5% imiquimod cream and the PCR results of the aural plaque biopsy samples obtained from the control group mares.

EcPV PCR results

Samples First biopsy Second biopsy

Right ear EcPV 4 not detected
Animal 1

Left ear EcPV 4 and 6 not detected

Right ear EcPV 4 not detected
Animal 2

Left ear EcPV 4 not detected
Animal 3 Left ear EcPV 3 and 4 not detected
Animal 4 Right ear EcPV 3and 4 not detected

Right ear EcPV 3,4 and 6 EcPV 4 and 6
Animal 5

Left ear EcPV 4 and 6 not detected

Right ear EcPV 4 and 6 not detected
Animal 6

Left ear EcPV 4 and 6 EcPV 6

Right ear EcPV 4 not detected
Animal 7

Left ear EcPV 4 and 6 EcPV 4

Right ear EcPV 4 and 6 EcPV 6
Animal 8

Left ear EcPV 3 and 4 not detected




Control 1

Control 2

Control 3

Left ear

Left ear

Left ear

EcPV 4 and 6

EcPV 4

EcPV 4

EcPV 4 and 6

EcPV 4

EcPV 4
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