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RESUMO

A Febre do Nilo Ocidental (FNO), causada pelo West Nile virus (WNV), e a encefalite de
Saint Louis (SLEV) configuram-se como arboviroses de importancia crescente para a
saude publica e animal, capazes de desencadear quadros neuroldgicos graves em
humanos e equideos. No Brasil, os equideos sdo considerados sentinelas
epidemioldgicos relevantes, pois apresentam alta suscetibilidade a doenca e permitem
a detecc¢do precoce da circulagdo viral em dareas de risco. Diante desse cenario, este
estudo teve como objetivo avaliar a circulacdo de WNV e SLEV no Distrito Federal por
meio da deteccdo de anticorpos neutralizantes em equideos, utilizando o teste de
neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT), técnica reconhecida como padrdo-ouro
para a sorologia de flavivirus. Para a realizacdo do estudo, foram analisadas 96
amostras de soro de equideos. Inicialmente, as amostras foram submetidas ao PRNTso,
gue identificou reatividade em 18 (18,7%) animais para SLEV e em 3 (3,1%) para WNV.
Posteriormente, as amostras positivas foram avaliadas no PRNTw, que confirmou a
presenca de anticorpos neutralizantes em diferentes niveis de resposta imune. Para
SLEV, quatro amostras inicialmente positivas tornaram-se negativas, enquanto as
demais apresentaram titulos variando entre 1:20 e 1:80. Para o WNV, apenas uma das
trés amostras manteve soropositividade, apresentando titulo elevado de 1:320. Nao
foram observadas amostras com reatividade simultdnea para os dois virus. Esses
resultados confirmam a exposicao prévia dos equideos avaliados a ambos os arbovirus
e corroboram a circulacdo de SLEV e WNV no Distrito Federal, evidenciando a
importancia da vigilancia epidemiolédgica baseada em equideos como ferramenta de
deteccdo precoce. O estudo alcancou seus objetivos, fornecendo dados relevantes para
a compreensdo da epidemiologia regional de flavivirus e reforcando a necessidade de
estratégias continuas de monitoramento. Além disso, destaca-se a relevancia da
abordagem Saude Unica, que integra saude animal, humana e ambiental, como eixo
essencial para o enfrentamento das arboviroses emergentes. Dessa forma, a pesquisa
contribui tanto para o avanco do conhecimento cientifico quanto para a formulacao de
medidas preventivas que visam minimizar riscos a saude coletiva e fortalecer as a¢des
de vigilancia no Brasil.

Palavras-chave: virus do Nilo Ocidental; encefalite de Saint Louis; equideos; vigilancia

epidemioldgica; salde Unica
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1 Introdugdo

1.1. Contextualizacdo Global e Histdrica da FNO

A Febre do Nilo Ocidental (FNO) representa uma arbovirose emergente de significativa
importancia global, sendo causada pelo West Nile virus (WNV). Este patégeno pertence
ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, e é primariamente transmitido por
mosquitos, com destaque para as espécies do género Culex (Johnson et al., 2023;
Bruno et al., 2025).

O WNV foi inicialmente isolado em Uganda no ano de 1937. Durante vérias décadas,
sua circulacdo permaneceu predominantemente restrita as regides da Africa, Europa e
Asia, onde as manifesta¢des clinicas associadas aos surtos eram geralmente de febre
leve (Fiocruz, 2020; D’Amore, 2023). Contudo, a partir da década de 1990, uma notdvel
alteracdo no perfil epidemioldgico da doenca foi observada. Surtos tornaram-se mais
frequentes e passaram a ser associados a quadros neuroldgicos graves, com eventos
marcantes na Roménia (1996), Israel (1998) e Russia (1999) (Briissow et al., 2025).

A introducdo do WNV nas Américas, especificamente em Nova lorque em 1999,
marcou um ponto de inflexdo, inaugurando uma fase de rdpida disseminagdo. O virus
estabeleceu-se nos Estados Unidos da América e subsequentemente se espalhou para
o Canada, América Central e do Sul (Tsai, 2025; Fiocruz, 2022). A mudanca no perfil
epidemioldgico e patogénico do FNO, com o aumento da frequéncia e gravidade dos
surtos, incluindo uma maior proporg¢ao de casos neurolégicos, sugere que o virus pode
ter evoluido para cepas mais virulentas. Essa evolu¢do pode ter sido impulsionada pela
interagdo com populagdes suscetiveis, como idosos e imunocomprometidos,
especialmente em ambientes urbanos (Silverj, 2024). A adaptacdo do virus a novas
ecologias de vetores e hospedeiros nas Américas pode ter favorecido a sele¢cdo de
cepas mais patogénicas ou a amplificagao da transmissao em novas dinamicas.

1.2. Relevancia da FNO para a Saude Publica e Animal, com Foco na Situagdo nas
Américas e no Brasil

Atualmente, o WNV é reconhecido como o agente etioldgico mais relevante de
encefalite viral em humanos e animais em escala mundial (Moges et al., 2020). No
continente americano, ha registros de mais de 27.500 casos humanos, reportados nos
EUA desde 1999, resultando em mais de 1.000 6bitos. Além disso, foram registrados
mais de 25.000 casos em equinos (Pauvolid-Corréa, 2008).

A disseminagao do virus para o hemisfério sul foi confirmada pela detec¢ao de animais
infectados a partir do ano de 2005. Evidéncias de soropositividade em equideos foram
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encontradas na Col6mbia, Venezuela, Brasil e Uruguai, e o isolamento viral foi
reportado na Argentina em 2006 (Pauvolid-Corréa, 2008; Fiocruz, 2020). No Brasil, o
primeiro caso humano de FNO foi diagnosticado no Piaui em 2014, com outros nove
casos confirmados na mesma regido (Fiocruz, 2020). As primeiras evidéncias da
circulagdo viral em equinos no pais foram identificadas no Pantanal em 2009, e mais
recentemente, entre 2018 e 2020, o virus foi detectado em Minas Gerais, Piaui e Sdo
Paulo (Fiocruz, 2022). A ecologia brasileira, caracterizada por um clima tropical e
condicdes ambientais favordveis, torna o pais particularmente suscetivel a FNO,
representando um sério risco para a saude publica em d&reas com temperaturas
adequadas para a proliferacdo do vetor (Rossi et al., 2023).

1.3. Importancia dos Equinos como Sentinelas Epidemiolégicos

Embora humanos e equinos sejam considerados hospedeiros acidentais e terminais do
WNYV, a suscetibilidade dos equinos ao desenvolvimento de sinais neurolégicos, muitas
vezes fatais, confere a eles um papel crucial como "sentinelas" na detec¢do da
circulagdo viral em uma determinada area (Fiocruz, 2022; DGAYV, 2023). A manifestacdo
clinica da doenga nesses animais serve como um alerta precoce para a presenga do
virus no ambiente, permitindo que as autoridades de salude publica implementem
medidas de vigilancia e controle antes que a infeccdo se dissemine amplamente para a
populacdo humana (Bigeard, 2024).

O projeto de iniciacdo cientifica, que se concentra na avaliacdo sorolégica de amostras
de equinos do Distrito Federal, alinha-se diretamente a essa estratégia de vigilancia. A
monitoriza¢cdo de equinos pode revelar a atividade viral em uma regidao, mesmo antes
da ocorréncia de casos humanos. No entanto, a dependéncia exclusiva de equinos para
a vigilancia pode gerar uma lacuna na compreensdo da circulagdo viral em outras
espécies de mamiferos que, embora incidentalmente infectadas, podem ndo
desenvolver doenca clinica aparente ou ndo sdo rotineiramente monitoradas (Saude,
2023). Essa potencial subestimacdo da real extensao da circulagdo viral no ecossistema,
especialmente em regides de alta biodiversidade como o Brasil, ressalta a necessidade
de uma abordagem de "Satude Unica" (One Health). Tal perspectiva integrada, que
considera a saude humana, animal e ambiental, é fundamental para preencher essas
lacunas de conhecimento e aprimorar a capacidade de resposta a arboviroses
emergentes (Moges et al., 2020).
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1.4. Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Investigar a circulacdo do virus da Febre do Nilo Ocidental em equinos no Distrito
Federal por meio de técnicas soroldgicas e moleculares.

1.4.2 Objetivos especificos

Realizar testes soroldgicos e moleculares nas amostras coletadas dos equinos
de diferentes regides do Distrito Federal, para detectar anticorpos e DNA do
virus Febre do Nilo Ocidental;

Investigar possiveis fatores de risco associados a infec¢dao pela Febre do Nilo
Ocidental, como a localizacdo geografica, e mapear a distribuicio dos casos
positivos e identificar as dreas de maior risco;

Estimar a positividade de equideos com anticorpos anti-FNO;

Realizar a andlise descritiva dos animais diagnosticados reagentes e/ou
positivos

Realizar andlise espacial com mapas tematicos dos equideos reagentes e/ou
positivos
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2 Fundamentagao tedrica

2.1. Agente Etioldégico
2.1.1. Classificagao e Estrutura Geral

O West Nile virus (WNV) é um virus de RNA de fita simples, com sentido positivo,
classificado dentro do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae (Johnson et
al., 2023). Morfologicamente, o WNV é um virus envelopado, de formato esférico, com
um didmetro aproximado de 50 nanémetros (CAPES, 2023). O genoma de RNA do virus
é encapsulado por um nucleocapsideo, que é formado pela proteina C (capsideo).
Externamente, o envelope viral é composto pelas proteinas M (membrana) e E
(envelope), as quais se organizam em homodimeros antiparalelos, conferindo a

particula viral uma simetria icosaédrica (Ramalingam, 2025).

O genoma do WNV possui aproximadamente 11.000 nucleotideos, ou 11 kilobases.
Caracteristicamente, ele contém uma Unica e longa Open Reading Frame (ORF), que é
traduzida em uma Unica poliproteina. Esta poliproteina é posteriormente processada
para gerar as 10 proteinas virais distintas. O genoma é flanqueado por regides nao

codificantes (UTRs) nas extremidades 5' e 3' (Davis et al., 2024)

As UTRs do WNV sdo altamente estruturadas, contendo motivos de RNA que
desempenham func¢Ges cruciais em diversas etapas do ciclo de vida viral, incluindo a
replicacdo, transcricdo, traducdo e empacotamento do genoma (Zhu, 2024). A
extremidade 3' do genoma é singular por ndo possuir uma cauda poli-A, terminando
em vez disso com uma sequéncia conservada CUOH. A integridade e a conformacao
dessas estruturas secundarias de RNA conservadas nas UTRs 3' e 5' sdo essenciais para
a viabilidade do virus. Além disso, a formacdo de duplos-filamentos de longo alcance
entre as regides terminais 5' e 3' do genoma permite que ele alterne entre
conformagdes linear e ciclizada, um processo funcionalmente importante para o ciclo

viral (Davis et al., 2024).

A complexidade da biologia molecular do WNYV, evidenciada pelas estruturas
intrincadas do RNA e pela necessidade de metilagao do cap para infectividade e evasao

imune, é notdvel. O virus replica-se em "pacotes de vesiculas" dentro do reticulo
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endoplasmatico (RE), um processo que induz estresse celular. Essa sofisticacdo nao
apenas otimiza a replicacdo viral, mas também serve como uma estratégia de evasao
da resposta imune inata do hospedeiro (Zheng, 2025). A capacidade do WNV de
manipular a maquinaria celular e contornar as defesas do hospedeiro torna o
desenvolvimento de antivirais e vacinas um desafio complexo, pois os alvos virais
podem ser intrinsecamente ligados a mecanismos de replicacdo e evasdo. A
compreensdo aprofundada dessas estruturas de RNA riboregulatdrias, que se dobram
com minima dependéncia do hospedeiro, pode revelar novos alvos para o
desenvolvimento de farmacos (Davis et al., 2024). A identificacdo desses alvos
"pan-flavivirais" sugere uma abordagem terapéutica mais ampla, com potencial para
tratar doencas causadas por virus relacionados, como Dengue e Zika, o que é de
grande relevancia para a saude publica global, especialmente em regiGes onde

multiplos flavivirus sdo endémicos (Davis et al., 2024).

2.1.3. Proteinas Virais e Fungdes

A poliproteina do WNV, apds ser traduzida, é clivada por proteases celulares e virais em
trés proteinas estruturais e sete proteinas ndo-estruturais (NS). As proteinas estruturais
incluem a proteina C (capsideo), a prM/M (pré-membrana/membrana) e a E
(envelope). As proteinas nao-estruturais sdo NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
(O'Brien et al., 2023).

A proteina E (Envelope) é fundamental para a entrada do virus nas células hospedeiras.
Ela sofre mudancgas conformacionais dependentes do pH no endossomo, permitindo a
fusdo das membranas viral e endossomal. A proteina C (Capsideo) é responsavel por
formar o nucleocapsideo, que encapsula o genoma de RNA. As proteinas prM/M
(Pré-membrana/Membrana) estdo envolvidas na montagem e maturagdo do virion; a
clivagem da prM para M pela furina é um passo crucial para a formacao de particulas

infecciosas maduras (Xiong, 2022)

Entre as proteinas ndo-estruturais, a proteina NS5 desempenha um papel vital como a
polimerase viral (RNA-dependente RNA polimerase) e também codifica uma
metiltransferase, sendo indispensdvel para a replicacdo viral. A metilacdo adequada da

estrutura cap nas posi¢cdes N-7 da guanina e 2'-OH da ribose é necessdria para a
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infectividade 6tima do RNA do WNV, e a metilacdo em 2'-OH tem sido associada a
evasdo da imunidade inata do hospedeiro. A proteina NS1 existe em formas celular e
secretada, é altamente imunogénica e pode estar envolvida na replicacdo viral. Em
geral, as proteinas ndo-estruturais sao cruciais para a replicagdo do genoma e para o

processo de montagem do virion (Tseng, 2024)

2.1.4. Replicagdo Viral

A replicagao do WNV ocorre de forma intrincada em membranas associadas ao reticulo
endoplasmatico (RE) da célula hospedeira. Esse processo induz uma significativa
remodelacdo das membranas intracelulares, levando a formacdo de estruturas
conhecidas como "pacotes de vesiculas" (VPs). Essas VPs sdao os locais onde se
encontram os intermediarios de replicacdo de RNA de fita dupla (dsRNA). Para que a
replicacdo ocorra, é necessaria a sintese de uma fita de RNA negativa, que serve como
molde para a producdo de novas fitas de RNA positivas, as quais serdo empacotadas
em virions progenitores ou utilizadas para traduzir proteinas virais adicionais. A
replicacdo do WNV e o acumulo de suas proteinas ndo-estruturais no RE induzem
estresse no RE, ativando a resposta de proteina ndo-dobrada (UPR), um mecanismo de
defesa celular que o virus de alguma forma modula para seu préprio beneficio (Wang

et al., 2013; Samuel et al., 2006).
2.2. Hospedeiros Acidentais e Terminais

Humanos e equinos sdo classificados como hospedeiros acidentais e terminais (ou
dead-end hosts) do WNV. lIsso significa que, embora possam ser infectados e
desenvolver a doencga, a viremia (nivel de virus no sangue) nesses hospedeiros é
geralmente de curta duracdo e em concentra¢des insuficientes para infectar novos
mosquitos, interrompendo assim o ciclo de transmissao (Petersen et al., 2012; Saude,

2023).

Outros mamiferos e primatas ndo-humanos também podem ser infectados, mas sua
importancia epidemioldgica na manutengao do ciclo viral € menos conhecida (Saude,
2023). Ha estudos que sugerem um possivel papel de répteis jovens na transmissao

viral em areas de alta densidade populacional desses animais (Pauvolid-Corréa, 2008),
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indicando uma complexidade na ecologia do virus que ainda requer maior

investigacao.

2.3. Vetores

Os mosquitos do género Culex sdao reconhecidos como os vetores primarios € mais
competentes do WNV. A distribuicdo geografica do virus esta intrinsecamente ligada as
espécies de Culex presentes em cada regido. Por exemplo, Culex tarsalis, Culex
quinquefasciatus e Culex pipiens sdo vetores chave nos Estados Unidos, enquanto Culex
univittatus é mais relevante na Africa, Culex pipiens e Culex modestus na Europa, e

Culex annulirostris na Australia (Moges, 2020; Taheri, 2025).

A capacidade de transmissdao do WNV ndo se restringe a poucas espécies; mais de 65
espécies de mosquitos ja foram encontradas infectadas pelo WNV, e cerca de 150
espécies ja foram identificadas com o virus (Moges et al., 2020). Os "mosquitos ponte",
gue se alimentam tanto de aves quanto de mamiferos, sdo cruciais para a transmissdo
do virus para humanos e equinos, facilitando o spillover do ciclo enzoético para
hospedeiros acidentais (Garcia-Carrasco, 2023). Além dos mosquitos, o WNV também
foi isolado de outros artrépodes, como carrapatos (duros e moles), percevejos de
andorinha e acaros de galinha, embora o papel desses vetores alternativos na

epidemiologia da FNO seja menos compreendido (Moges et al., 2020).

3.4. Ciclo de transmissao
3.4.1. Ciclo Enzoético e Hospedeiros Primdrios

O WNV é mantido na natureza através de um ciclo enzodtico complexo, que envolve
primariamente mosquitos, especialmente do género Culex, e aves silvestres (Wang et
al., 2013; Petersen et al., 2012). As aves silvestres desempenham um papel central
nesse ciclo, atuando como hospedeiros reservatoérios e amplificadores do virus. Elas
desenvolvem altos niveis de viremia, tornando-se uma fonte eficaz de infec¢do para os

mosquitos que se alimentam de seu sangue (Saude, 2023; Fiocruz, 2022).

Entre as aves, corvideos e passeriformes sao particularmente suscetiveis a infec¢ao por

WNV e podem apresentar alta mortalidade, especialmente na América do Norte, onde
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essa alta mortalidade em aves pode intensificar a transmissdo do virus (Weaver et al.,
2014; DGAV, 2023). Aves migratérias sdo consideradas os principais agentes de
disseminacao do WNV, contribuindo para sua propagacao na América do Norte e em

escala global (Weaver et al., 2014; CFSPH, 2013).

Figura-1

2

SO\
T » Mosquitos Culex s&o os vetores primarios, ~ &/« Mosquitos infectados
* mantendo o ciclo enzodtico com as aves \ transmitem o virus para equideos
e humanos, que funcionam como
hospedeiros terminais

Aves silvestres atuam como reservatdrio
e amplificadores do virus

Fonte: do Autor

3.2.4. Mecanismos de Transmissao

O principal mecanismo de transmissdo do WNV para humanos e equinos é através da
picada de mosquitos infectados (Hayes et al., 2012; Saude, 2023). No entanto, formas
mais raras de transmissdo também foram documentadas, incluindo transfusdo
sanguinea, transplante de drgdos, aleitamento materno e transmissdo transplacentaria
(Saude, 2023). Essas vias alternativas, embora menos comuns, sao importantes para a

vigilancia e as medidas de biosseguranca.

3.2.5. Fatores que Influenciam a Transmissao

A dindmica de transmissdo do WNV é influenciada por uma complexa interacdo de
fatores ambientais, ecoldgicos e individuais. Fatores ambientais e climaticos, como

temperatura, precipitacdo e uso do solo, desempenham um papel significativo (Silva et
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al., 2023; Wang et al., 2023). Temperaturas mais elevadas podem acelerar a replicacao
viral no mosquito, encurtar o periodo de incubacdo extrinseco (tempo que o virus leva
para se replicar no mosquito até que ele se torne infeccioso), promover o aumento das
populacdes de vetores e aumentar a eficiéncia da transmissdo (Wang et al., 2023; Paz
et al., 2015). A faixa 6tima de temperatura para a transmissdao do WNV ¢é identificada

entre 22,7 °Ce 30,2 °C (Wang et al., 2023).

A precipitagdo, por sua vez, apresenta efeitos contraditorios. Chuvas intensas podem
aumentar a disponibilidade de locais de reproducdao para mosquitos, mas também
podem diluir nutrientes para as larvas, diminuindo sua taxa de desenvolvimento (Paz et
al., 2015). Periodos de seca, por outro lado, podem concentrar mosquitos e aves em
fontes de dgua restantes, aumentando a interacdo e acelerando a amplificacdo do
WNYV (Paz et al., 2015). A umidade relativa também se correlaciona positivamente com
a dindmica populacional dos vetores e a morbidade em humanos (Paz et al., 2015).
Fenbmenos como invernos mais quentes e verdes mais quentes, decorrentes das
mudancas climaticas, tém contribuido para o aumento das taxas de infeccdo por WNV

(Wang et al., 2023).

A co-ocorréncia de redes de pesquisa destaca a crescente importancia das mudancas
climaticas e fatores ambientais na dinamica do WNV (Silva et al., 2023). As projecdes
indicam que o aquecimento global pode expandir a prevaléncia da infeccdo em aves
para latitudes mais altas, a medida que temporadas de atividade mais longas permitem
mais eventos de transmissdo (Wang et al.,, 2023). Além disso, o aumento da
temperatura pode indiretamente alterar a transmissdao do WNV ao modificar a ecologia
dos hospedeiros aviarios, como o aninhamento precoce, que pode alinhar a eclosao
dos filhotes com os picos de populagdao de mosquitos, aumentando a exposicao de aves

jovens aos vetores (Wang et al., 2023).
3.5. Epidemiologia

3.3.1. Distribui¢ao Geografica Global

O West Nile virus, desde seu primeiro isolamento em Uganda em 1937, expandiu-se

para uma vasta regido do globo, sendo atualmente considerado o agente causador
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mais importante de encefalite viral em escala mundial (Petersen et al., 2014; Moges et
al., 2020). Inicialmente restrito a Africa, Oriente Médio e partes da Asia, onde causava
surtos de febre leve (Petersen et al.,, 2014), o virus atravessou o Atlantico em 1999,
sendo detectado em Nova lorque, EUA (Petersen et al., 2011; Rana, 2023). Atualmente,
o WNV estad presente em todos os continentes, exceto na Antartida (Weaver et al.,
2014; Rana, 2023), com transmissdo relatada na Europa, Oriente Médio, Africa, india,
partes da Asia, Austrdlia (na forma do virus Kunjin, um subtipo de WNV), América do

Norte e partes da América Central e Caribe (Hayes et al., 2012).

3.3.2. Incidéncia e Padroes de Surtos

Historicamente, o WNV estava associado a surtos dispersos temporalmente de doencga
febril leve (Venkata et al., 2023). No entanto, a partir de meados da década de 1990, a
epidemiologia e as caracteristicas clinicas do virus parecem ter mudado, com surtos
mais frequentes e associados a doencas mais graves, especialmente infeccées do
sistema nervoso central (SNC) (Wang et al., 2023; Rana, 2023). O surto de 2002 na
América do Norte foi sem precedentes em termos de nimero de casos e disseminacdo

geografica (Murphy et al., 2021).

A taxa de infeccdo em populacdes afetadas pode variar. Em epidemias na Africa, até
55% da populacdo foi infectada, enquanto em surtos mais recentes na Europa e
América do Norte, as taxas de ataque foram significativamente menores, geralmente
abaixo de 5% (Marois et al., 2020). A maioria das pessoas infectadas com WNV é
assintomatica (aproximadamente 80%) (Rana, 2023). Cerca de 20% dos individuos
infectados desenvolvem febre do Nilo Ocidental, uma doenca febril autolimitada (Rana,
2023). A doenga neuroinvasiva (meningite, encefalite ou mielite) ocorre em menos de
1% dos infectados, mas com uma taxa de mortalidade de aproximadamente 10%
(Rana, 2023). A incidéncia de casos neuroinvasivos varia anualmente, e a
subnotificacdo é provavel devido a alta taxa de infecgdes assintomaticas (Rana, 2023).
Surtos tendem a ocorrer no final do verdo e outono, alinhados com o ciclo de vida do

mosquito vetor e a amplificagdo no ciclo ave-mosquito-ave (Rana, 2023).
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3.3.3. Fatores de Risco Epidemioldgicos

Os fatores de risco para a infeccdo por WNV estdo principalmente relacionados a
exposicdo a mosquitos infectados em dareas rurais e silvestres (Saude, 2023). Para as
formas graves da doenca, a idade avancada (acima de 50 anos) é o principal fator de
risco, com individuos acima de 80 anos apresentando risco 43 vezes maior de
desenvolver sintomas neuroldgicos (Parana, 2021; Murray et al., 2020). Comorbidades
como diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica, doengas renais, neoplasias e
imunossupressao também aumentam o risco de quadros mais graves (Parand, 2021;
Alkhayyat et al., 2024). Pacientes imunossuprimidos, em particular, apresentam maior
risco de complicagcbes e desfechos desfavoraveis, incluindo maior necessidade de
internacdo em unidade de terapia intensiva e ventilacdo mecanica, e uma taxa de

mortalidade significativamente mais alta (Alkhayyat et al., 2024).

Fatores climaticos, como temperatura e precipitacdo, também sdo cruciais.
Temperaturas mais altas aceleram a replicacdo viral e encurtam o periodo de incubacgao
extrinseco nos mosquitos, aumentando a abundancia de vetores e a eficiéncia da
transmissdo (Wang et al.,, 2023). Eventos climdticos extremos, como secas, podem
concentrar mosquitos e aves em fontes de dgua limitadas, intensificando a interagdo e
a transmissdo (Silva et al., 2023). A urbanizacdo e a presenca de "ilhas de calor" em
areas metropolitanas também podem aumentar o risco de infeccdo (Wang et al.,,

2023).

3.3.4. Situagdao nas Américas e no Brasil

Desde sua introducdo na América do Norte em 1999, o WNV rapidamente se
estabeleceu e se disseminou (Wang et al., 2025). Nos EUA, entre 1999 e 2015, foram
registrados quase 44.000 casos confirmados e provaveis, com mais de 20.000 casos de
doenca neuroinvasiva (Rana, 2023). A transmissdio do WNV se espalhou
dramaticamente de Nova lorque para o norte, sul e oeste dos EUA, tornando-se

sazonalmente endémica em algumas areas (D’Amore et al., 2023).

No Hemisfério Sul, a dissemina¢do do virus foi confirmada pela detec¢do de animais

infectados. A soropositividade em equideos foi observada na Coldmbia e Venezuela, e
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o isolamento viral na Argentina (Pauvolid-Corréa, 2008). No Brasil, as primeiras
evidéncias da presenga do virus foram encontradas em 2009, em um estudo com
cavalos no Pantanal (Fiocruz, 2022). O primeiro caso humano de FNO no pais foi
diagnosticado no Piaui em 2014, seguido por outros nove casos confirmados na mesma
regido (Fiocruz, 2020). Mais recentemente, trabalhos de pesquisa expandiram o
conhecimento sobre a doenca no pais, detectando o WNV pela primeira vez em Minas
Gerais e confirmando sua circulacdo no Piaui e em S3o Paulo, a partir de amostras de
cavalos doentes coletadas entre 2018 e 2020 (Fiocruz, 2022). A escassez de casos
humanos na América Latina e Caribe, apesar das condi¢cdes ecoldgicas favoraveis a
transmissdo de arbovirus, é surpreendente e pode estar relacionada a cepas virais
atenuadas ou a falta de vigilancia adequada (Hayes et al., 2012). A vigilancia enzoética
em equideos é crucial para monitorar a circulacdo do virus no territério brasileiro

(Pauvolid-Corréa, 2008).

4.4. Patogénese
4.4.1. Mecanismos de Infec¢do e Disseminagdo Viral

A infeccdo por WNV em humanos e equinos geralmente se inicia com a picada de um
mosquito infectado. Apds a inoculagdo, o virus replica-se localmente na derme, no sitio
da inoculagdo, e/ou nos linfonodos de drenagem (Karim, 2023). Essa replicagdo inicial
leva ao desenvolvimento de viremia, que é a disseminagdo sistémica do virus na
corrente sanguinea (Holmes et al., 2024). O WNV é um flavivirus neurotrdpico, o que
significa que tem a capacidade de invadir o sistema nervoso central (SNC) (Vidafia,

2020).

A entrada do WNV nas células in vitro tem sido associada a moléculas como DC-SIGN,
DC-SIGN-R e a integrina av33 (Samuel et al., 2006). Apds a ligagdo, o virus entra nas
células por endocitose mediada por receptor, possivelmente envolvendo vesiculas
revestidas por clatrina (Samuel et al.,, 2006). A alteracdo do pH no endossomo
desencadeia uma mudanc¢a conformacional na proteina E do envelope, resultando na
fusdo das membranas viral e endossomal e na liberagdao do nucleocapsideo viral no

citoplasma (Wang et al., 2013; Samuel et al., 2006).
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4.4.2. Interagao Virus-Hospedeiro e resposta imune

A patogénese da infeccdo por WNV é um equilibrio complexo entre a viruléncia viral e
as respostas imunes inata e adaptativa do hospedeiro (Samuel et al., 2006). Embora a
maioria das infeccBes seja assintomatica, em uma proporc¢do de individuos, a doenca
pode progredir para quadros graves, especialmente em idosos e imunocomprometidos

(Samuel et al., 2006; Alkhayyat et al., 2024).

A resposta imune inata, a primeira linha de defesa, envolve proteinas celulares
receptoras de reconhecimento de padrdes (PRRs), como os receptores Toll-like (TLRs) e
os receptores RIG-I-like (RLRs), que detectam padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) virais. A ativacdo desses PRRs inicia cascatas de sinalizacdo que
levam a inducdo de proteinas antivirais efetoras e citocinas/quimiocinas
pré-inflamatdrias (Zong et al., 2020). A imunidade adaptativa é a defesa especifica e
duradoura do organismo contra o Virus do Nilo Ocidental (VNO), distinguindo-se da
imunidade inata por sua capacidade de memodria imunoldgica. Ela é orquestrada por
linfécitos B e T. Os linfécitos B produzem anticorpos neutralizantes, principalmente
contra a proteina do envelope (E) do virus, impedindo sua entrada em células ndo
infectadas. Paralelamente, os linfécitos T citotdxicos (CD8+) eliminam diretamente as
células ja infectadas pelo VNO , enquanto os linfdcitos T auxiliares (CD4+) coordenam a
resposta imune, auxiliando a producgao de anticorpos pelos linfécitos B e sustentando a
acao dos CD8+, o que é crucial para a depuracdo viral, especialmente no sistema
nervoso central (SNC). A formacdo de células de memoria B e T apds a infecgdo garante
uma protecdo amplificada e mais rapida em futuras exposi¢des, sendo fundamental
para o controle do virus e a prevencdo de doencgas graves, como as neuroinvasivas

(Stonedahl, 2022).

No SNC, a resposta imune deve ser rigidamente controlada para evitar danos neuronais
irreversiveis, mas tanto a imunidade inata quanto a adaptativa contribuem para a

neuroprotecdo e a neurodestrui¢cdo, dependendo do contexto da infecgdo (Fang, 2024).
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4.4.3. Neuroinvasao e Neuropatogénese

Para um virus neurotréopico como o WNV invadir o SNC, ele deve superar barreiras
extraneurais e neurais (Purtha et al.,, 2014). A disseminacdo hematogénica é
considerada a principal via de entrada do WNV no cérebro durante uma infeccao
natural, exigindo que o virus atravesse a barreira hematoencefalica (BHE) (Lim et al.,
2014; Purtha et al., 2014). O mecanismo exato pelo qual o WNV transpassa a BHE
ainda é controverso, mas hipdteses incluem o transporte transcelular de virions através
de células endoteliais infectadas, a liberacdo de virus progenitores da superficie
abluminal, ou um mecanismo de "cavalo de Troia" via diapedese de leucdcitos

infectados (Lim et al., 2014; Purtha et al., 2014).

Uma vez no SNC, neurbnios sdo as células primarias alvo do WNV, embora a replicacdo
viral também ocorra em células endoteliais cerebrais e astrdcitos (Lim et al., 2014). O
dano neuronal é mais prevalente no tronco cerebral e nos neurénios do corno anterior
da medula espinhal (Samuel et al., 2006). Fatores que aumentam a progressdo da
infeccdo do SNC em idosos podem incluir aqueles que comprometem a BHE (como
hipertensdo) ou aumentam a duracdo e o nivel da viremia (como disfuncdo imune)

(Murray et al., 2020).

4.5, Sinais clinicos em humanos
4.5.1. Espectro Clinico Geral

A infeccdo pelo WNV em humanos apresenta um espectro clinico variado, sendo que a
maioria dos individuos infectados (aproximadamente 80%) permanece assintomatica
(Rana, 2023). Cerca de 20% dos individuos desenvolvem sintomas, que podem variar
de leves a severos, com acometimento do sistema nervoso central (SNC) ou periférico
(Saude, 2023; Pauvolid-Corréa, 2008). O periodo de incubacdo em humanos

geralmente varia de 2 a 14 dias (Saude, 2023).

4.5.2. Febre do Nilo Ocidental (FNO Leve)
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A forma leve da doenga, conhecida como Febre do Nilo Ocidental (FNO), é
caracterizada por um inicio subito de sintomas inespecificos, frequentemente
semelhantes aos de uma sindrome viral (Rana, 2023; Saude, 2023). Os sinais comuns
incluem febre aguda, mal-estar, anorexia, ndusea, vomito, dor nos olhos, dor de cabeca
(cefaleia), dor muscular (mialgia) e linfoadenopatia (Saude, 2023;). Um exantema
maculo-papular ou roseolar, que pode envolver pescoco, tronco, bracos e pernas,

também pode ser observado em 20% a 50% dos casos (Saude, 2023).

4.5.3. Doenga Neuroinvasiva do Nilo Ocidental (DNNO)

A forma mais grave da infec¢dao pelo WNV é a Doenga Neuroinvasiva do Nilo Ocidental
(DNNO), que ocorre em aproximadamente 1 em cada 150 individuos infectados
(Saude, 2023). A idade avancada (acima de 50 anos) é o fator de risco mais importante
para o desenvolvimento de doenca neuroldgica (Murray et al., 2020; Parand, 2021). As
manifestacdes clinicas da DNNO incluem principalmente meningite, encefalite ou

meningoencefalite (Saude, 2023).

A encefalite é o quadro mais comum entre as manifestacdes neuroldgicas, podendo
apresentar febre, fraqueza, sintomas gastrointestinais e alteracdao do estado mental
(Saude, 2023; Alkhayyat et al., 2024). Outras apresentagdes neuroldgicas incluem
fragueza muscular severa, paralisia flacida aguda (poliomielite-simile), ataxia, sinais
extrapiramidais (tremor, mioclonia, parkinsonismo), anormalidades dos nervos
cranianos, mielite, neurite dptica e polirradiculoneurite (Saude, 2023; Jain et al., 2019).
A paralisia flacida aguda associada ao WNV é geralmente assimétrica e sem
envolvimento sensorial, e a lesdo é localizada nas células do corno anterior da medula
espinhal (Murray et al.,, 2020). A mortalidade apdés a infeccdo neuroinvasiva é de
aproximadamente 10%. Sequelas neuroldgicas a longo prazo sdo comuns, afetando
mais de 50% dos pacientes e incluindo fadiga, cefaleias crbnicas, perda de memoria,

dificuldade para caminhar, fragueza muscular e depressdo (Murray et al., 2020).

4.5.4. Outras Manifestagoes Clinicas e Complicagdes
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Além das manifestacOes febris e neuroldgicas, outras complicagdes e manifestacées
clinicas raras foram relatadas. Manifestacdes oculares, como corioretinite e vitrite, sdo
as mais frequentemente descritas apds a febre e a doencga neuroinvasiva (Sozzi et al.,
2022). LesGes corioretinianas associadas ao WNV podem ter uma aparéncia "em alvo"
e distribuicdo distinta, sendo consideradas sugestivas da infec¢do (Sozzi et al., 2022).

Casos de neurite dptica também foram descritos (Sozzi et al., 2022).

Outras manifestagdes menos comuns incluem rabdomidlise, hepatite e pancreatite,
especialmente em casos de doencga grave (Sozzi et al., 2022). Miocardite e arritmias
cardiacas também foram observadas (Sozzi et al., 2022). A deteccdo de RNA do WNV
na urina de pacientes, mesmo anos apos a doenga aguda, sugere a possibilidade de
persisténcia viral, embora as implica¢des clinicas ainda precisem de mais investigacao

(Sozzi et al., 2022).

4.6. Sinais clinicos em equinos
4.6.1. Manifestagdes Clinicas e Taxa de Mortalidade

Assim como em humanos, apenas uma pequena porcentagem de equinos infectados
pelo WNV apresenta sintomas clinicos (Pauvolid-Corréa, 2008). No entanto, quando
sintomaticos, os cavalos podem desenvolver quadros neuroldgicos graves, que podem
ser fatais (DGAV, 2023). A taxa de mortalidade em equinos com doenca neuroldgica

pode variar de 30% a 40% (Venter et al., 2017).

Os sinais clinicos mais comuns em equinos incluem ataxia (incoordenacdo motora),
letargia, fasciculagdes musculares (tremores involuntarios), e fraqueza (Venter et al.,
2017). Outras manifestacdes podem incluir depressao severa, paralisia facial, cegueira,
pressdo da cabeca contra objetos, e até mesmo recumbéncia (incapacidade de se
levantar), sendo este ultimo um forte preditor de dbito (CFSPH, 2013; Stone et al.,
2004). Febre pode estar presente, mas ndo é um sinal comum em todos os casos
(Pauvolid-Corréa, 2008; CFSPH, 2013). ComplicagGes secundarias, como injurias ou
infeccbes pulmonares adquiridas durante o decubito prolongado, podem agravar o
curso da doenca (CFSPH, 2013). Cavalos que se recuperam geralmente mostram

melhora em sete dias, mas cerca de 10-20% podem permanecer com sequelas



21

CEUB PIC

neuroldgicas, como fraqueza persistente em membros, baixa tolerancia ao exercicio,

atrofia muscular ou alteragdes comportamentais (CFSPH, 2013).

4.6.2. Particularidades da Doenga Neuroldgica em Equinos

A doenca neurolégica em equinos é notavelmente semelhante a observada em
humanos, com ambos os hospedeiros mamiferos desenvolvendo doenca debilitante e
Obito (O'Brien et al., 2023). A patologia mais significativa em casos fatais é a
meningoencefalomielite ndo supurativa, especialmente no tronco cerebral e na medula
espinhal (Reis et al., 2015). A identificagdo de RNA viral e antigeno viral concentra-se

principalmente em fibras nervosas e células gliais nessas regides (Reis et al., 2015).

Estudos de surtos na Hungria sugerem que o virus da linhagem 2, que circula na Europa
Central, provoca sinais clinicos e mortalidade semelhantes as cepas da linhagem 1la em
equinos. A ocorréncia de FNO em equinos tem sido utilizada para antecipar a extensao
espacial e temporal do risco da doenca, melhorar a vigilancia e mitigar os impactos

econdmicos na industria equina (Dunn et al., 2021).

4.6.3. Importancia como Sentinelas

Os equinos sdo considerados excelentes sentinelas para a vigilancia do WNV (Fiocruz,
2022). Sua alta suscetibilidade a doenga neuroldgica e a facilidade de identificacdo de
animais doentes e coleta de amostras bioldgicas os tornam indicadores precoces da
circulagdo do virus em uma drea (Pauvolid-Corréa, 2008; Fiocruz, 2022). A ocorréncia
de casos de FNO em equinos serve como um alerta para as autoridades de saude
publica e veterinaria, indicando a necessidade de intensificar a vigilancia e as medidas
de controle de vetores, visando proteger tanto a saude animal quanto a humana

(DGAV, 2024).

4.7. Diagnéstico

4.7.1. Métodos Diagndsticos em Humanos

O diagnodstico da Febre do Nilo Ocidental em humanos é crucial para a vigilancia

epidemioldgica e para a gestao de casos e surtos. O teste diagndstico mais comum e de
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escolha para a FNO é a deteccao de anticorpos IgM contra o WNV em amostras de soro
ou liquido cefalorraquidiano (LCR), utilizando a técnica de captura de anticorpos IgM
(MAC-ELISA) (Saude, 2023). A IgM pode ser detectada no soro a partir do 52 dia apds o
inicio dos sintomas (Saude, 2023). A presenca de anticorpos IgM no LCR é
particularmente indicativa de infeccdo do SNC, pois a IgM nado atravessa a barreira
hematoencefalica (Lebrun et al.,, 2020). Em pacientes com encefalite ou meningite,
anticorpos IgM sdo detectdveis no LCR em pelo menos 90% dos casos dentro de 8 dias

do inicio dos sintomas (Lebrun et al., 2020).

E importante notar que pacientes recentemente vacinados contra outros flavivirus
(como febre amarela ou encefalite japonesa) ou infectados por flavivirus relacionados
(como Dengue, Zika, Saint Louis) podem apresentar resultados falso-positivos no
IgM-ELISA devido a reatividade cruzada (Saude, 2023). Nesses casos, o teste de
neutralizacdo por reducdo de placa (PRNT) pode ser utilizado para distinguir reacoes
soroldgicas cruzadas, embora esteja disponivel apenas em laboratérios de referéncia

(Lebrun et al., 2020).

Outras provas diagndsticas incluem a deteccdo do genoma viral por técnicas
moleculares como a RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), que
pode ser util em certas configuracdes clinicas, especialmente em pacientes
imunocomprometidos onde o desenvolvimento de anticorpos pode ser tardio ou
ausente (Saude, 2023; Tappe et al., 2024). O RNA do WNV pode ser detectado em soro,
LCR e urina, sendo a urina uma amostra promissora para detec¢do em fases mais
tardias da doenca (Tappe et al.,, 2024). O isolamento viral também é uma opcdo
diagndstica, especialmente para espécies ndao conhecidas como suscetiveis (Saude,

2023; CFSPH, 2013).

Em termos de exames complementares, a andlise do LCR em pacientes com doenca
neuroinvasiva geralmente revela glicose normal, proteina elevada (geralmente <150
mg/dL) e pleocitose moderada (geralmente <500 células/uL), com predominio de
linfécitos, embora neutréfilos possam predominar na fase inicial da infecgao (Petersen
et al., 2015). Exames de imagem, como a ressondncia magnética (RM) do cranio, sdo

mais Uteis que a tomografia computadorizada (TC) para identificar inflamagdo do SNC,
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podendo mostrar hiperintensidades em T2 em tdlamo, ganglios da base e cornos

anteriores, ou realce leptomeningeo e periventricular (Murray et al., 2020).

4.7.2. Métodos Diagndsticos em Equinos

Em equinos, a viremia é de curta duracgdo e baixa, o que torna a sorologia o método
mais comum para a confirmacdo de casos clinicos (van Rijn et alt., 2020). A detecgdo de
anticorpos IgM especificos para WNV por ELISA é um teste amplamente utilizado e tem
se mostrado eficaz na detecgdo de resposta imune primaria, com boa sensibilidade e
especificidade (Bielefeldt-Ohmann et al., 2011). O teste de neutralizacdo por reducdo
de placa (PRNT) também é empregado, embora possa faltar especificidade em casos de

exposicao prévia a outros flavivirus (Bielefeldt-Ohmann et al., 2011).

A deteccdo de WNV no cérebro e na medula espinhal por imuno-histoquimica ou
hibridizacdo in situ € um método diagndstico importante em casos de necropsia (Reis
et al.,, 2015). A RT-PCR também pode ser utilizada para detectar o RNA viral em
amostras de tecidos (Bielefeldt-Ohmann et al., 2011). A coleta de amostras de sangue,
soro e LCR deve ser realizada o mais precocemente possivel para otimizar o diagndstico

etioldgico (Saude, 2023).

4.7.3. Desafios e Diagnéstico Diferencial

O diagndstico da FNO pode ser desafiador devido a sua ampla gama de apresentagdes
clinicas e a sobreposicao de sintomas com outras arboviroses e doencas neuroldgicas
(Saude, 2023; Rana, 2023). O diagndstico diferencial inclui meningite e encefalite
bacterianas, e outras encefalites virais causadas por virus como o herpes simplex tipo
1, varicela-zoster, enterovirus, e outros flavivirus como Dengue, Zika, Chikungunya,
Febre Amarela, Encefalite de St. Louis e Encefalite Japonesa (Saude, 2023; Rana, 2023).
A reatividade cruzada soroldgica entre flavivirus é uma complicacdo significativa,

exigindo testes confirmatdrios como o PRNT (Saude, 2023).

A abordagem sindrébmica é a mais indicada para a vigilancia da FNO, focando na

identificacdo de pacientes com quadros neurolégicos de etiologia viral (encefalite,
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meningite, meningoencefalite, paralisia flacida aguda) sem causa conhecida (Saude,
2023). A vigilancia ativa, no entanto, é muitas vezes dificultada pela falta de
financiamento em muitos paises, levando a uma provavel subnotificacdo de casos

(Rana, 2023).

4.8. Prevencgao e controle
4.8.1. Estratégias de Controle Vetorial

O controle de vetores é a medida mais efetiva para prevenir e controlar a transmissao
do WNV para humanos e outros animais (Ferraguti et al., 2021). As estratégias de
controle vetorial baseiam-se em uma abordagem de manejo integrado de pragas, que
inclui vigilancia, eliminacao de locais de reprodugao de mosquitos e manejo de larvas e
mosquitos adultos utilizando pesticidas para manter as populacdes de mosquitos

baixas (Hribar et al., 2022).

A aplicacdo de larvicidas é uma estratégia preferida em muitos cendrios, pois visa o
mosquito em sua fase aqudtica, antes que se torne um adulto voador e transmissor
(Loh et al., 2023). Durante surtos ou iminéncia de surtos, a énfase se desloca para o
controle agressivo de mosquitos adultos, utilizando adulticidas para reduzir
rapidamente a abundancia de mosquitos infectados e picadores (Loh et al., 2023). A
eficacia das medidas de controle vetorial depende de multiplos fatores e requer um
sistema de vigilancia multidisciplinar integrado, além de planos de resposta
predefinidos (Ocampo et al.,, 2019). A identificacdo das espécies de mosquitos mais
importantes na transmissdao para humanos, como Culex pipiens e Culex restuans, é

crucial para direcionar os esforcos de controle (Ocampo et al., 2019).

4.8.2. Vacinagao

Atualmente, existem vacinas eficazes para equinos, e sua introducdo nas populacdes
equinas dos EUA a partir de 2002 resultou em uma reducdo significativa de casos de
WNV nesses animais, sendo os casos esporadicos geralmente atribuidos a equinos ndo
vacinados ou sub-vacinados (Omilabu et al., 2024). As vacinas disponiveis para equinos
incluem vacinas inativadas, atenuadas e recombinantes, com a vacina de poxvirus de

candrio expressando glicoproteinas do WNV sendo particularmente promissora e
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amplamente comercializada . A vacinagdo de cavalos é recomendada em zonas de risco

(DGAV, 2024).

Em contraste, uma vacina comercial para uso humano ainda n3ao esta licenciada
(Bitencourt et al., 2022). Embora varias vacinas candidatas tenham sido desenvolvidas
e testadas em estudos pré-clinicos e ensaios clinicos de fases | e Il com resultados
promissores em termos de seguranca e inducdo de imunidade antiviral, a percepcao de
uma relacdo custo-beneficio desfavordvel para a vacinacdo em massa é
frequentemente citada como motivo para a auséncia de uma vacina licenciada para
humanos (Bitencourt et al., 2022). No entanto, a implementacdo de um programa de
vacinagao direcionado pode ser vidvel se uma vacina segura e eficaz for disponibilizada
(Bitencourt et al., 2022). A caracterizacdo das respostas imunes protetoras em equinos
vacinados pode fornecer informag¢des fundamentais para o desenvolvimento e

avaliacdo de vacinas humanas (Omilabu et al., 2024).

4.8.3. Medidas de Prote¢ao Individual e Conscientizacao Publica

Além do controle vetorial, a reducdo da exposicdo humana aos mosquitos é
fundamental. Medidas de protecao individual incluem o uso de telas em portas e
janelas, vestir roupas apropriadas (camisas de manga comprida e calcas longas),
especialmente durante os periodos de pico de atividade dos mosquitos (Mponzi et al.,
2022). O uso de repelentes de mosquitos também é uma medida eficaz (Sudhakaran et

al., 2021).

A conscientiza¢do publica e a educagdo sobre a doenca e as medidas preventivas sdo
cruciais para aumentar a adocdo de comportamentos preventivos (Gosselin et al.,
2016). Campanhas de saude publica devem focar em reforcar essas medidas
individuais, bem como na eliminacdo de criadouros de mosquitos peridomésticos

(Gosselin et al., 2016).

4.8.4. Vigilancia Integrada e Abordagem "One Health"
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A complexidade da epidemiologia do WNYV, influenciada por fatores intrinsecos
(genética viral e do vetor, competéncia do vetor e do hospedeiro) e extrinsecos
(temperatura, precipitacdo, uso do solo), exige uma abordagem integrada de vigilancia
e controle (Moges et al.,, 2020). A vigilancia deve abranger humanos, animais
(especialmente aves e equinos) e mosquitos, permitindo uma compreensao

abrangente da dindmica da transmissao (Fiocruz, 2022).

A abordagem "One Health" (Saude Unica) é essencial para o manejo do WNV,
reconhecendo a interconexao entre a saude humana, animal e ambiental (Moges et al.,
2020). Essa perspectiva multifatorial é necessdria para entender os fatores que
influenciam o risco de infeccdo e para desenvolver sistemas de vigilancia e estratégias
de saude publica integrados (Silva et al., 2023). Estudos longitudinais e analises que
considerem as intera¢des entre patdgeno, vetor, hospedeiros vertebrados e ambiente
sdo fundamentais para uma melhor compreensdo da dindmica do WNV e para a
reducdo de sua transmissao, especialmente diante dos desafios impostos pelas
mudancas climaticas (Moges et al., 2020). A colaboracdo entre diferentes setores,
incluindo saude humana, veterinaria e ambiental, é imperativa para uma resposta

eficaz a FNO.
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3 Meétodo

A Secretaria de Agricultura do Distrito Federal (SEAGRI) dispGe de um cadastro de
equideos utilizados para tragdo em drea urbana no Distrito Federal. Neste cadastro
constam 1.700 equideos distribuidos por diversas regidoes administrativas do territério
federal, entretanto a propria Secretaria assume que este dado é subestimado. Ademais
cabe destacar ultima atualizacdo deste cadastro foi realizada no ano de 2016. Esta
desatualizacdo ¢é justificada pela publicacdo da Lei Distrital 5.756/14 que dispde sobre a
proibicdo da circulacdo de veiculos de tracdo animal em vias do Distrito Federal. Diante
do exposto para fim do calculo amostral sera adotado um quantitativo desconhecido
de animais (populac¢do infinita). Cabe destacar que esta metodologia é aceitavel na
epidemiologia quando ha o desconhecimento da populagdo alvo do estudo. Neste
sentido entende-se que a unidade de interesse (amostral) é o equideo, e a prevaléncia
(frequéncia relativa), é a estimativa de parametro que se deseja conhecer. Portanto
serd considerado a populagdo infinita, a expectativa de frequéncia a ser utilizada é
baseada nos achados de Feitosa e cols. (2012), de 20%. O intervalo de confianca de
95%, e a precisdao ou erro de amostragem aceita, considerada para esse estudo de 5%.
Por fim, aplicados os valores a formula o resultado para o tamanho amostral alcancado

foi de 246 animais considerando a populagao infinita.

Para a deteccdo de anticorpos neutralizantes contra o virus da encefalite de Saint Louis
(SLEV) e o virus do Nilo Ocidental (WNV), foi empregado o Teste de Neutralizacdo por
Reduc¢do de Placas (PRNT), reconhecido como padrao-ouro na sorologia de flavivirus

(Curen,2020).

Inicialmente, as amostras de soro foram submetidas ao PRNTs, no qual dilui¢cdes
seriadas do soro foram incubadas com uma quantidade conhecida de particulas virais.
Essa mistura foi inoculada em monocamadas de células suscetiveis (células Vero),
posteriormente recobertas por um meio semissdlido, geralmente a base de
metilcelulose, que restringe a disseminac¢do do virus. Apds um periodo de incubacao,

foram observadas e contadas as placas de lise celular formadas pela ac¢do viral. O titulo
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soroldgico foi definido como a maior diluigdo capaz de reduzir em 80 % o nimero de

placas em comparacdo ao controle viral sem soro (Bernal, 2018)

As amostras que apresentaram soropositividade no PRNTso foram novamente
analisadas pelo PRNTs, em diluicGes variando de 1:20 a 1:640. Esse procedimento de
confirmacao foi adotado devido a maior especificidade do PRNTs, 0 que reduz a
chance de reacgbes cruzadas entre flavivirus, um fendbmeno comum nesse grupo viral

(Ribeiro, 2020).
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4 Resultados e discussao

Das 96 amostras de soro de equideos avaliadas pelo teste de neutralizagdo por reducao
de placas (PRNT), observou-se soropositividade tanto para o virus da encefalite de
Saint Louis (SLEV) quanto para o virus do Nilo Ocidental (WNV). No PRNTso, utilizado
como triagem inicial, 18 (18,7 %) amostras apresentaram reatividade para SLEV,

enquanto trés (13,1 %) foram reativas para WNV.

As amostras soropositivas foram posteriormente submetidas ao PRNTs, em diluicGes
seriadas de 1:20 a 1:640, a fim de confirmar a presenca de anticorpos neutralizantes
com maior especificidade. Para o SLEV, verificou-se que quatro (22,2 %) das amostras
inicialmente reativas apresentaram-se soronegativas no PRNTe. Entre as demais, cinco
(27,7 %) apresentaram titulos de 1:20; seis (33,3 %) titulos de 1:40; e trés (16,6 %)

titulos de 1:80.

Em relagdo ao WNV, apenas uma (33,3 %) das trés amostras inicialmente positivas no
PRNTso manteve soropositividade no PRNTe, apresentando titulo elevado de 1:320.
Ndo foram identificadas amostras com positividade simultanea para ambos os virus

nos testes confirmatorios.

Esses resultados indicam exposicdo prévia dos equideos aos flavivirus avaliados,
corroborando a circulacdo de SLEV e WNV no Distrito Federal. Além disso, a deteccdo
de titulos neutralizantes reforca a importancia da vigilancia continua desses arbovirus,

considerando seu impacto em saude animal e potencial relevancia em saude publica.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram a presenca de anticorpos
neutralizantes contra o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) e o virus do Nilo
Ocidental (WNV) em equideos do Distrito Federal, confirmando a circulagdo local de
ambos os arbovirus. No total, 18,7% das amostras apresentaram soropositividade para
SLEV no PRNTso, enquanto 3,1% foram reativas para WNV, sendo que apenas uma
amostra foi confirmada no PRNTs, com titulo elevado (1:320). Essa diferenca sugere
maior prevaléncia de exposicdo ao SLEV na regido, achado que estd em consonancia

com estudos prévios realizados no Brasil, que apontam a circulagdo mais constante e
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difundida desse virus em comparacio ao WNV (PAUVOLID-CORREA et al., 2011; SILVA
et al., 2013).

A literatura demonstra que o SLEV possui ampla distribuicdo no territério brasileiro,
sendo detectado em diferentes regides e associado tanto a hospedeiros humanos
quanto a animais (FIGUEIREDO, 2019). Em estudos realizados no Centro-Oeste, regido
que inclui o Distrito Federal, foram relatadas taxas de soropositividade semelhantes ou
superiores as encontradas aqui, reforcando a ideia de que o SLEV apresenta um padrao
de circulagio enzodtica no Brasil (PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Dessa forma, a
deteccdo de quase 20% de equideos positivos neste estudo reforca o papel desses
animais como sentinelas epidemiolégicos e confirma os achados prévios de circulagdo

viral nessa regido.

Em contraste, a baixa frequéncia de soropositividade para o WNV encontrada no
presente trabalho confirma a percepc¢do de que esse virus, embora ja detectado em
diferentes estados brasileiros, ainda ndao apresenta padrdao de dispersdao ampla e
continua (VIEIRA et al., 2015; MARTINS et al.,, 2019). A presenca de apenas uma
amostra confirmada, com titulo elevado, sugere exposicdo mais recente ou resposta
imune robusta naquele individuo especifico, o que esta de acordo com relatos isolados
de transmissdo ativa do WNV em aves e equideos no Brasil (MARTINS et al., 2019).
Resultados semelhantes foram descritos em estudos internacionais, como nos Estados
Unidos, onde surtos de WNV ocorreram de forma esporddica em determinadas areas,

enquanto o SLEV mantinha circulacdo enzodtica (CURREN et al., 2020).

A auséncia de positividade simultanea para SLEV e WNV nas mesmas amostras,
observada aqui, também é compativel com a literatura, que indica baixa frequéncia de
coinfec¢des entre flavivirus em equideos. Estudos realizados em areas endémicas dos
Estados Unidos, onde ambos os virus co-circulam, mostraram que, embora a circulacao
simultdnea seja possivel, a sobreposicdo de infeccdes em um mesmo hospedeiro é
rara, possivelmente devido a diferencas temporais de transmissdo e a ecologia dos

vetores (CURREN et al., 2020).
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A analise dos titulos sorolégicos obtidos fornece informag&es adicionais sobre o padrao
de exposicdo dos animais. Enquanto a maioria das amostras positivas para SLEV
apresentou titulos baixos (1:20 a 1:80), compativeis com infec¢Ges antigas ou de baixa
intensidade, a amostra positiva para WNV exibiu titulo elevado (1:320), indicativo de
resposta imune mais recente ou intensa. Esse padrdo é semelhante ao descrito por
Ribeiro et al. (2020), que destacam que titulos baixos em PRNT refletem memoria
imunoldgica residual, enquanto titulos mais altos tendem a indicar contato recente
com o agente. Assim, os resultados sugerem que o SLEV circula de forma endémica no
Distrito Federal, enquanto o WNV pode estar associado a episédios de transmissdo

mais esporadicos.

Do ponto de vista metodolégico, a estratégia de utilizar o PRNTso como triagem e o
PRNTs como confirmatdrio mostrou-se adequada. Como destacado por Curren et al.
(2020) e Bernal et al. (2018), os testes soroldgicos convencionais, como ELISAs,
apresentam limitacdo importante em regides onde multiplos flavivirus co-circulam,
devido a possibilidade de reatividade cruzada. Nesse contexto, a ado¢do do PRNTso
neste estudo permitiu maior especificidade na detec¢do de anticorpos neutralizantes,
reduzindo a probabilidade de resultados falso-positivos. A metodologia aplicada,
portanto, esta alinhada as recomendacgdes internacionais para vigilancia soroldgica em

areas endémicas de flavivirus.

De maneira geral, ao comparar os resultados aqui obtidos com a literatura revisada,
observa-se clara convergéncia: (i) maior prevaléncia do SLEV em relagdo ao WNV no
Brasil, confirmada neste estudo para o Distrito Federal; (ii) circulagcdo ainda restrita do
WNV, mas com evidéncias de eventos recentes de transmissao; e (iii) importancia do
uso de métodos confirmatérios altamente especificos, como o PRNTsw, em
investigacOes soroldgicas de flavivirus. Esses achados, além de confirmarem o cenario
epidemioldgico descrito em trabalhos anteriores, ampliam o conhecimento sobre a
circulagdo de arbovirus no Centro-Oeste brasileiro e reforcam a necessidade de

vigilancia integrada em saude animal e humana.
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5 Consideragoes finais

As andlises soroldgicas de equideos no Distrito Federal confirmaram a exposicdo
a dois flavivirus: o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) e o virus do Nilo Ocidental
(WNV). Dos 96 cavalos testados, 18,7% apresentaram anticorpos para SLEV e 3,1% para
WNV. A maioria dos animais reativos para SLEV possuia titulos soroldgicos baixos,
sugerindo exposicGes passadas e a circulagdio endémica do virus na regido. Em
contraste, apenas um animal teve um titulo alto para WNV, o que pode indicar uma
exposicao mais recente ou uma resposta imune intensa nesse caso especifico.

Nenhuma coinfecc¢do foi identificada nas amostras analisadas.

O estudo reforca a importancia dos equideos como sentinelas epidemiolégicos,
gue ajudam a identificar a presenca de arbovirus no ambiente. A metodologia usada,
gue combina triagem e testes confirmatdrios, mostrou-se eficaz para evitar resultados
falsos positivos devido a reatividade cruzada entre os virus. No entanto, o texto destaca
a necessidade de complementar a vigilancia soroldgica com outras estratégias, como o
uso de testes moleculares (RT-PCR) em casos agudos e o monitoramento de aves e

mosquitos, que sdo reservatdrios e vetores desses virus.

Com base nos resultados e nas limitacdes encontradas, o estudo propde uma
abordagem de Saude Unica (One Health) para a vigilancia. Isso inclui a ampliacdo da
amostragem em equideos, a integracdo da vigilancia animal com a salde publica, e a
avaliacdo de medidas preventivas, como a vacina¢do. O objetivo final é fortalecer a
capacidade de resposta regional para mitigar os riscos a salde animal e humana,

orientando medidas de prevengao e controle mais adaptadas ao contexto local.
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