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1. INTRODUCAO

Os herpesvirus, pertencentes a familia Herpesviridae, tem morfologia descrita
como icosaédrica e envelopada, com circunferéncia variando de 120 a 300 nm. O
genoma viral € composto por moléculas de DNA lineares em fita dupla, com
tamanho de 125 a 235 Kb contendo mais de 70 genes (O’'CALLAGHAN, 1983). Os
herpesvirus sédo frequentemente detectados na populagdo de animais, desde
selvagens até domésticos, tendo uma vasta gama de hospedeiros de acordo com
as distintas espécies de virus (FLORES, 2007). Além disso, destaca-se o potencial
para estabelecer laténcia, cujo hospedeiro uma vez infectado torna-se portador do
agente mesmo apds cessao dos sinais clinicos. Nesta instancia, os Herpesvirus
localizam-se inativos e com auséncia de replicacdo génica (VAN CLEEMPUT, et
al. 2019).

Dentre os animais acometidos, os equinos podem sofrer infec¢cdes por
diversos virus da familia Herpesviridae, sendo eles Equid herpesvirus (EHV-1,
EHV-3, EHV-4, EHV-6, EHV-8 e EHV-9) classificados sob o género Varicellovirus,
subfamilia Alphaerpesvirinae e os Equid herpesvirus (EHV-2, EHV-5 e EHV-7) sob
0 género Percavirus, subfamilia Gammaherpesvirinae (ICTV, 2009). Dentre o
Gamaherpesvirus, destacam-se EHV-2 e EHV-5, associados principalmente com
sindromes respiratérias (TELFORD et al, 1993). Em relagdo ao EHV-5,
especificamente, observa-se sua associagcdo com casos da doenca Multinodular de
Fibrose Pulmonar Equina (EMPF) (WILLIAMS et al, 2013).

O objetivo do estudo foi detectar o EHV-5 associado a caso clinico em um
equino no estado de Rio Grande do Sul, através da técnica de PCR e confirmar,
por sequenciamento, a identidade do agente.

2. METODOLOGIA

Em junho de 2024, foi encaminhada ao Laboratério de Virologia e Imunologia
da Universidade Federal de Pelotas (LabVir — UFPel), uma amostra de swab nasal
proveniente de uma égua, originaria da regido sul do Rio Grande do Sul com
suspeita clinica de doenca respiratéria causada por EHV. Foi relatado pelo médico
veterinario solicitante, que se tratava de uma égua gestante (terco final),
clinicamente apresentando sinais respiratorios, associados a taquipnéia. A amostra
foi, entdo, submetida & Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para EHV.

Para a detecgéao do agente, em primeiro momento foi feita a extragdo dos
acidos nucleicos presentes na amostra pelo uso do kit comercial PetNAD ™ Nucleic
Acid Co-prep kit (GeneReach Biotechnology Corp.). Logo apos, foi realizado o PCR
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com o objetivo de amplificar segmentos dos genes da glicoproteina B (gB), por meio
do uso dos primers descritos na tabela 1.

A reacao de PCR foi composta por: 3 uL de material extraido da amostra, 1
uL de primer sentido senso (foward), 1 pL de primer sentido anti-senso (reverse)
(10pM/uL), 12,5ul de reagente PCR comercial (GoTag® Green Master Mix) e 7,5
UL de agua ultrapura (livre de DNAses e RNAses), totalizando 25 uL de reagdo. A
termociclagem foi padronizada nas seguintes condi¢des: um ciclo de desnaturacéo
inicial a 94°C por 4 minutos; cinco ciclos de touch down com etapas de
desnaturacédo, anelamento e extencéo, no qual o primeiro anelamento comecga com
65°C e perde 1°C a cada ciclo, chegando aos 35 ciclos restantes com desnaturacao
(95°C), anelamento (60°C) e extenséo (72°C), durando 30 segundos cada, seguido
por um ultimo ciclo de extensao final, de 72°C durante 5 minutos.

Em seguida o produto foi submetido ao processo de eletroforese a 120V por
40 minutos em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio para
subsequente visualizagcao sob luz ultravioleta em transiluminador. As bandas de gel
contendo o produto de PCR do tamanho desejado foram retiradas e purificadas,
através do kit GFXPCR™ DNA and Gel Band Purification kit (Life Science) entédo
encaminhados para a realizacao de sequenciamento pelo método Sanger.

Foi utilizado um gBlock® Gene Fragment (Integrated DNA Technologies)
como controle positivo. Para confirmacéo da identidade viral, as sequéncias obtidas
foram alinhadas através da ferramenta BLASTn (Geneious by Dotmatics) utilizando
como padrao sequéncias depositadas no GenBank.

Tabela 1. Primers usados no PCR para a detec¢cdao de EHV-5 descritos por
PANZIERA, et al. (2013)

Primer Sentido Sequéncia Tamanho
5 Foward 5- TGATATGACGGCCAGATCACAC-3’ 155 ob
9 Reverse 5'- CCAACCCCACACCATAGTCT -3’ P

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O PCR realizado na amostra de swab nasal confirmou a presenca do EHV-5,
corroborando a suspeita inicial, que se baseava nos sinais clinicos respiratérios
apresentados pelo equino. A sequéncia obtida apos sequenciamento demonstrou
alta homologia (100%) com sequéncias de EHV-5 depositadas no GeneBank,
confirmando a identidade viral.

A EMPF é uma doenca infecciosa de carater crénico, descrita pela presenca
de nédulos no intersticio pulmonar. Entre os principais sinais clinicos apresentados,
destaca-se dispneia, estresse respiratorio, febre intermitente, anorexia e perda de
peso (PANIZERA, et al. 2013). Relatos da sua ocorréncia no Brasil séo recentes e,
no presente momento, ndo é completamente evidente o papel do EHV-5 na
patogenia da enfermidade (ESTIMA et al, 2017). Contudo, é descrito que a
presenca do virus, mesmo em estado de laténcia, favorece o processo de fibrose
em les@es adicionais aos pulmdes (VANELLA et al, 2010), bem como a prevencao
da sua reativagdo diminui as chances de desenvolvimento da doenca (MORA et al,
2007).

Dada a cronicidade caracteristica da doenca e a possibilidade de portadores
assintomaticos na populacédo, a definicdo da prevaléncia do agente no pais é
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inconclusiva (AGNOL et al, 2019). A EMPF, no entanto, pode ser considerada
potencialmente emergente, sendo necessaria maior vigilancia quanto a sua
ocorréncia (BIAVA, et al. 2019).

Visto que ndo ha disponibilidade de vacinas contra o EHV-5 no mercado e a
principal via de transmisséo € a respiratoria, os meios de prevencao se limitam ao
controle de entrada de animais em uma propriedade, além do tratamento dos
sintomas conforme o seu surgimento (DA SILVA, 2021).

4. CONCLUSOES

Este estudo, por meio do uso de técnica PCR e subsequente sequenciamento,
confirmou a presenca de EHV-5 em um equino apresentando sinais clinicos
compativeis com doenca Multinodular de Fibrose Pulmonar Equina (EMPF) no
estado do Rio Grande do Sul. O diagndstico e a identificacdo da doenca auxiliam a
elucidar a ocorréncia do agente na populagéo e auxilia no seu controle.
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