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RESUMO

O virus do Oeste do Nilo, do inglés West Nile virus (WNV) membro da familia
Flaviviridae, do género Flavivirus (do latim flavus — amarelo) € um agente muito
difundido pelo mundo, incluindo a América do Norte e Central. A grande
proximidade com a Ameérica do sul chama atencéo para o Brasil, principalmente
guando se pensa na forma de transmissao do agente, sendo esta, por meio de
aves migratorias e mosquitos, o que é comum no pais. A infeccdo por este
agente ocasiona, principalmente, alteragcées no sistema nervoso central (SNC),
como a encefalite e em seu ciclo estdo presentes, além das aves e mosquitos,
também equinos e o ser humano, tornando esta doenca de grande importancia
epidemioldgica. Faz-se necesséario o monitoramento da epidemiologia brasileira
a respeito deste patdgeno e pensando nisso, o presente trabalho abordara, em
forma de revisdo bibliografica, aspectos relativos ao agente, como etiologia,
patogenia, manifestacdes clinicas, métodos diagndésticos, dando énfase na
epidemiologia, com a finalidade de contribuir com o conhecimento sobre a atual

situacdo do WNV no Brasil.

Palavras-chave: Virus do Oeste do Nilo, patogenia, manifestacdes clinicas,

diagndstico e epidemiologia.



ABSTRACT

The West Nile Virus (WNV) member of the family Flaviviridae, genre Flavivirus
(from Latin flavus-yellow) is an agent very spread out in the world, including
North and Central America. The great proximate with South America calls
attention to Brazil, mainly when is thinking is the way of agent transmition,
through migratory birds and flies, that is common in the country. The infection
by this agent occurs mainly alteration in the central nervous system (CNS) like
encephalitis in its cycle, is presented besides birds and flies, either equinus and
humans getting this illness into a big epidemiologic importance. It s necessary
the monitory of Brazilian epidemiology toward this illness an thinking about the
present work will treat, in the way of bibliographic revision, relative aspects to
the agent, such as etiology, pathology, clinical manifestation, diagnosis
methods, giving attention in the epidemiologic, with the actual knowledge about
the situation of WNV in Brazil

Key-words: West Nile Virus, patogeny, clinical manifestation, diagnosis and

epidemiology.
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1. INTRODUCAO

O virus do Oeste do Nilo (WNV) é um membro da familia Flaviviridae.
Esta familia é taxonomicamente composta pelos géneros Flavivirus (do latim
flavus — amarelo), Hepacivirus (do grego heptos — figado) e Pestivirus (do latim

pestis — peste) (1).

A maioria dos Flavivirus (78%) se dissemina por meio de ciclos de
transmissdo natural, sendo dependentes de vetores artropodes hematofagos,

que irdo transmitir o virus para os hospedeiros vertebrados (1).

Os primeiros registros a respeito do WNV foram feitos em 1937, na
entdo provincia de Uganda, Africa, localizada a oeste do Rio Nilo, por isso a

denominagé&o do virus (2).

Até hoje, ndo se sabe ao certo como ocorreu a introdugdo do WNV na
América, entretanto, existem algumas hipoteses: comercializacdo de aves
exodticas infectadas trazidas do Oriente Médio; transporte acidental de
mosquitos e/ou larvas em cargas importadas, como produtos agricolas e
veiculos e humanos infectados que viajaram na época de epidemias. Contudo,
a ultima hipotese € menos provavel, pois humanos e cavalos apresentam
viremia insuficiente para infectar mosquitos. Por esse motivo, a teoria mais
aceita € a de que o WNV foi introduzido por mosquitos ou aves infectadas,

oriundas de transac¢des comerciais (3).

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo, por meio de uma
revisdo bibliografica, abordar aspectos relativos a etiologia, patogenia,
manifestacdes clinica, diagnostico, com énfase na epidemiologia da doenc¢a no

Brasil.
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2. ETIOLOGIA

O virus do Oeste do Nilo (WNV) é um membro da familia Flaviviridae.
Esta familia é taxonomicamente composta pelos géneros Flavivirus (do latim
flavus — amarelo), Hepacivirus (do grego heptos — figado) e Pestivirus (do latim

pestis — peste) (1).

O WNV é pertencente ao género Flavivirus, porém os Flavivirus ainda
podem ser divididos em trés grupos gendmicos de acordo com suas
caracteristicas, e seus vetores: Flavivirus transmitidos por carrapatos (ex.:
Gadget Gully, Kadam, Langat, febre hemorragica Omsk etc.); Flavivirus
transmitido por mosquitos (ex.: virus Aroa, dengue, encefalite japonesa, Nilo
Ocidental, Israel Turkey, Zika etc.); Flavivirus sem vetor artrépode conhecido
(ex.: virus Entebbe dos morcegos, Modoc, Bukalasa dos morcegos, Yokose
etc.) ().

Os virions desta familia sdo pequenos (40-60 nm) e esféricos. Possuem
uma molécula de fita simples de RNA com polaridade positiva de 9 a 12,3
kilobases. Possuem nucleocapsideo icosaédrico (~30nm) envolvendo o
genoma, sendo este composto por multiplas copias da proteina basica C,
sendo mais bem ilustrado na Figura 1. O nucleocapside € revestido por um
envelope lipoprotéico, contendo glicoproteninas prM e E (4, 5). Ao final de sua
maturacado, a proteina prM é clivada para proteina M, por uma protease celular
e a proteina H é incorporada ao virus (5). Os Flavivirus sdo sensiveis a pH
baixo, detergentes lipidicos e desinfetantes comuns e n&o resistem muito

tempo no ambiente (4).

11



Proteinas do capsideo

—5 Genoma RNA
. §z— Membrana lipidica
X -

Glicoproteina E

Figura 1. Morfologia e estrutura das particulas viricas da familia. A) Foto de microscopia
eletronica de virions do virus do Nilo Ocidental (WNV); B) llustracdo esquematica de uma
particula virica com 0s seus componentes.

Fonte: (1).

A replicacdo e a produgéo da progénie viral ocorrem no citoplasma da
célula do hospedeiro, sendo a penetracdo promovida por meio de endocitose,
devido a interacdes protéicas do envelope do virus e receptores da membrana
plasmética (FLORES, 2007).1 O principal determinante antigénico desse virus
€ a glicoproteina E, e as interacfes iniciais dos receptores celulares do

hospedeiro sdo promovidas por esta glicoproteina durante a sua penetracao

().

A maioria dos Flavivirus (78%) se dissemina por meio de ciclos de
transmissdo natural, sendo dependentes de vetores artropodes hematéfagos,
que irdo transmitir o virus para os hospedeiros vertebrados. Os principais
vetores sdo os mosquitos (50%), mas carrapatos também exercem esse papel,
porém com menor frequéncia (28%). O WNV pertence ao grupo gendmico
transmitido por mosquitos, estes ingerem sangue de um hospedeiro vertebrado
infectado e no momento de se alimentar de outro hospedeiro, 0 mosquito
transmite o agente, promovendo a dissemina¢do e a manuten¢do do virus na

natureza (1), conforme Figura 2.

12



Vetores
- Mosquitos Culex sp
- Transmitem o virus

entre aves, e de aves . —
para mamfleros @ el
c& \;ym o i M
¥ -~ “ w ﬂ;“ o, =
— T Hospedeiros
Hospede| ros acidentais
acidentais ? Ciclo natural - Raramente transmitem o virus.
- Ainfeccdo pode cursar . - Os equinos séo muito
com febre e encefalite. ﬁ - susceptiveis
- Néo transmitem o virus - \ - Qutros mamiferos e aves
por mosquitos. A‘ domésticas podem ser
y infectados e adoecer.

Hospedeiros naturais

-Varias espécies de passaros e outras aves.
- Os corvideos e passeriformes séo

muito susceptiveis.

- Algumas espécies desenvolvem

infecgéo subclinica.

Figura 2. Ciclo natural do virus WNV
Fonte: (1).

Estudos demonstram que estirpes isoladas do WNV podem ser divididas
em duas grandes linhagens genéticas em diversas regifes geogréficas (6). A
Linhagem 1 é disseminada no oeste da Africa até o Oriente Médio, Australia,
Ameérica do Norte e Europa Oriental. Surtos em humanos, cavalos e passaros
foram representados, recentemente por esta linhagem a qual pode ser
subdividida em quatro subtipos sendo estes distintos em relacdo a viruléncia e
distribuicdo geogréafica (6). Diferentemente da linhagem 2, que se mostra
menos virulenta para os seres humanos, apresentando-se em casos
assintomaticos ou de sintomatologia leve (7). O virus pertencente ao grupo B,
da linhagem 1 é de grande importancia para corvos americanos, pardais
domésticos e passaros cantores, devido sua alta viruléncia para essas

espécies, algo que o distingue de outros WNV presentes na Africa e Australia

(8).
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3. HISTORICO

Os primeiros registros a respeito do WNV foram feitos em 1937, na
entdo provincia de Uganda, Africa, localizada a oeste do Rio Nilo, por isso a
denominacéo do virus (2). O virus foi identificado no sangue de uma mulher
com quadro febril (9). Alguns anos depois, verificou-se a presenca do patdégeno
em aves (corvos e columbiformes), porém até 1997 o WNV ainda ndo era
considerado patogénico para aves, até que em Israel, nessa mesma época,
algumas aves apresentaram quadros de encefalite e paralisia, levando-as a
morte (10). De acordo com Murgue (11) este virus foi reconhecido como um
dos arbovirus mais difundidos em aves, humanos e mosquitos, e comum
epizootia em cavalos. O WNV se distribuiu inicialmente em regiées da Africa,
Europa, india, Oriente Médio, Asia e Australia (2).

As primeiras epidemias associadas ao WNV, em humanos, mostravam
baixa mortalidade, porém com quadros neurolégicos graves (12). Em uma
epidemia na cidade de Nova lorque, em 1999, dentre os 67 humanos com
sintomas de encefalite, 21 foram a &bito (8), pelo WNV. Ao final de uma
minuciosa investigacdo, foi comprovado que nas casas dos pacientes e
vizinhos, havia fases larvarias do mosquito Culex (13). Mosquitos do género
Culex séo ornitofilicos e estdo muito associados ao WNV, pois sdo vetores de
aves residentes e migratorias, o que levou a grande indice de mortalidade em
passaros de vida livre e de cativeiro (Zoolégicos) nessa mesma época (14).
Desde entédo, houve a disseminacdo do virus para demais regides do mundo
em animais silvestres, domésticos (principalmente equinos) e em humanos
2006 (15).

Os primeiros relatos sorolégicos dessa doenca, em equinos, foram
apresentados em 1956, no Egito e em 1960 em Israel. Contudo, somente em
1963 os primeiros sinais clinicos foram detectados nessa espécie. A partir dai,
em regides como Oriente Médio, Africa e Europa, iniciaram-se os relatos da
doenca nesses animais (2).

Somente em 2005 a doenca foi relatada na América do Sul,
apresentando 4,8% de equinos soropositivos na Colémbia. Em Buenos Aires
houve também descricdes da doenca em equinos e em Cordoba, no México,

foram relatados casos em aves, nessa mesma época (16). A Figura 4 ilustra
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mapeamento do virus no mundo entre os anos de 1960 a 2004, periodo que
ocorreram grandes epidemias do agente.

Até hoje, ndo se sabe ao certo como ocorreu a introdugdo do WNV na
América, entretanto, existem algumas hipoteses: comercializacdo de aves
exodticas infectadas trazidas do Oriente Médio; transporte acidental de
mosquitos e/ou larvas em cargas importadas, como produtos agricolas e
veiculos e humanos infectados que viajaram na época de epidemias. Contudo,
a ultima hipotese € menos provavel, pois humanos e cavalos apresentam
viremia insuficiente para infectar mosquitos. Por esse motivo, a teoria mais
aceita é a de que o WNV foi introduzido por mosquitos ou aves infectadas,
oriundas de transac¢des comerciais (3).

Na Europa, América do Norte, Africa e Oriente Médio, o WNV &,

atualmente, endémico (2).

Figura 3. Circulacdo do WNV no mundo entre 1960 e 2004.
Fonte: (17).
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4. PATOGENIA E SINTOMAS

A patogenicidade do WNV assemelha-se aquela exibida por outras
flaviviroses (18). O mecanismo de acéo e o local de replicacéo viral ainda n&o
sao conhecidos completamente. Pesquisadores acreditam que a replicacao se
inicie na pele e linfonodos regionais, alcancando o sistema reticuloendotelial, o
gue ocasiona uma viremia primaria. Este virus possui neurotropismo, havendo
proliferacdo viral em neurénios e células gliais; causa citotoxicidade do sistema
imune na tentativa de eliminar as células infectadas; promove inflamacéo

perivascular difusa e forma nddulos na microglia (19).

Os equinos sao muito suscetiveis a infeccdo pelo WNV, entretanto a
viremia do WNV nesses animais € insuficiente para infectar mosquitos, ou seja,
ndo ha disseminacdo do virus por meio de insetos hematéfagos.
Posteriormente a replicacdo viral, o virus chega aos linfonodos regionais,
seguido da circulacdo sanguinea, podendo assim, alcancar o SNC por
atravessar a barreira hematoencefalica (1). A maioria dos equinos que séo
acometidos pelo WNV nado apresenta sinais clinicos. Contudo, dentre os
animais que apresentam quadros clinicos, 10% sofrem alteracdes neuroldgicas
(20), por exemplo, quadros de encefalite, pois o virus destréi neurbnios e
células adjacentes. Uma viremia de baixa concentracdo inicia a infeccéo e €
caracterizada, nos cavalos, por fraqueza, debilidade generalizada, ataxia de
suave a severa em membros posteriores e/ou anteriores, fasciculacéo
muscular, mioclonias, déficit do nervo craniano, encefalite em casos graves e
febre (> 38,5 ° C), sendo o periodo de incubacdo entre 2 a 14 dias (21).
Estima-se que a taxa de mortalidade dessa doenca seja de um em cada trés
animais. Todavia, para animais que apresentam meningites ou encefalites
podem aumentar o indice de mortalidade para 40% a 50% em equinos (22).
Contudo, o sistema imunoldgico de animais que adquiriram uma infeccdo ndo
fatal, consegue erradicar o virus na maioria das vezes (1).

As aves também s&o suscetiveis ao WNV, havendo relatos de mais de
150 espécies de aves ja infectadas. Nas espécies domeésticas, 0s gansos tém
maior tendéncia a infeccdo, e também podem desenvolver quadros
neuroldgicos. Os psitacideos e 0s galinaceos sdo menos suscetiveis. (1). A

taxa de mortalidade dessas aves em relacdo ao WNV é de 25 a 40%. Dentre
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as aves silvestres, os passeiformes (pardais, passaros cantores, rabos de
palha), os corvideos e os charadriiformes (aves pernaltas de banhados) sao
mais suscetiveis (1). Diferentemente dos equinos, as aves tém alto
desenvolvimento de viremia e grande excrecdo do virus. Os sinais clinicos
aparecem em pouca porcentagem de aves infectadas, porém quando estes
estdo presentes sao caracterizados por depressdo, penas arrepiadas,
movimentos de pedalagem, ataxia, opistétono, incoordenacdo, seguido de
morte, que ocorre em menos de 24 horas (1). A taxa de mortalidade nessa
espécie esta por volta de 50% dos animais que apresentam sintomatologia

clinica (1).
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5. EPIDEMIOLOGIA

Algumas das funcbes de uma pesquisa epidemiologica sédo detectar e
classificar agentes etioldgicos, determinar a expansdo de enfermidades,
prevenir novos surtos e recorréncias de doencas e também os impactos
econdmicos provocados por estas. E por meio da pesquisa epidemiologica que
sao coletados dados para determinacdo de doencas virais, como a doenca do
WNV, contudo, as vezes, a epidemiologia enfrenta dificuldades para adquirir
informacdes, principalmente em relagdo ao ndmero de casos de individuos
acometidos e suas respectivas localizacbes (23). Estas dificuldades estéo
intimamente relacionadas com a facilidade de introdu¢cdo de um novo agente
etiolégico em diferentes regides, gracas as grandes mobilidades humanas e
animais, através de transportes modernos que percorrem longos trajetos em
questdo de horas, assim como novos habitos alimentares, misturando-se
diferentes costumes culturais, e até mesmo com a invasdo dos ambientes
naturais de virus, com desmatamentos e urbanizagbes nesses locais. Todos
esses fatores provam que as doencas emergentes e re-emergentes
apresentam grande importancia na saude publica do Brasil e do resto do
mundo (24).

Especificamente, o WNV tem, cada vez mais, se tornado preocupacao
para o Brasil, pois, de acordo com dados epidemioldgicos, ja esta disseminado
na América do Norte e a ocorréncia de apenas um caso, podera representar
uma emergéncia na saude publica, provocando um grande surto no pais,
devido a sua enorme gama de hospedeiros, principalmente equinos, aves e
humanos, sendo esta uma zoonose muito importante (25).

A maioria dos animais domésticos e humanos séo fontes de infeccao,
assim como as aves, que podem servir como tal para artropodes e outros
vetores (26).

A principal via de transmissdo se da por meio do mosquito do género
Culex, que pica uma ave infectada, esta normalmente migratdria, o que facilita
a disseminacao do agente. O mosquito que alberga o virus vai se alimentar de
outro hospedeiro, como equinos e humanos, e torna estes animais infectados

(26, 2). O periodo de incubacéo varia entre 3 a 14 dias (27).
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Os primeiros dados epidémicos a respeito do WNV foram relatados no
Egito e no Sudado no ano de 1950 (28) em Israel também foram relatadas
epidemias nesta mesma época, havendo recidivas frequentes durante toda a
década de 50 (29). Em 1974, na Africa do Sul, ocorreu uma epidemia que
acometeu cerca de 55% da populacédo, dentre eles, apenas casos clinicos
brandos foram constatados, ndo havendo descricdo de casos de encefalite
(30).

Na Europa, o WNV foi detectado, primeiramente em Albania, 1958,
Espanha em 1961 e Portugal em 1967 (31). Paises como Ucrania, e Russia
também foram acometidos nessa mesma época, onde o virus foi isolado em
mosquitos, e na Ucrania, foi relatado um caso de encefalite em 1985 (31).

Nos anos 90, grandes surtos foram detectados na Argélia, Marrocos e
Tunisia, com altos indices de letalidade (31). Em 1996, no Marrocos, epizootias
em equinos foram observadas, na Italia, em 1998. Na Franc¢a, no ano 2000, a
epizootia ocorreu no sul, regido denominada de "la petite Camargue”, proximo
ao local onde havia ocorrido a epizootia e 0os casos humanos na década de 60.
Esta regido é caracterizada pela existéncia de éareas alagadas, grandes
colbnias de aves migratorias e alta concentragdo de mosquitos (31).

Em Israel, no ano de 1998, amostras de soro de 18 cavalos que
apresentaram quadros de encefalomielite, continham o VWN, que foi isolado a
partir do cérebro de uma cegonha (32). No ano 2000, Israel apresentou um
novo surto, com 417 casos confirmados, dentre eles, 57,9% apresentaram
sinais de encefalite e 15,9% de meningite. Entre os pacientes internados, a
letalidade foi de 14,1% (33).

Em Setembro de 1999, o virus foi detectado pela primeira vez na
América do Norte, em Nova lorque (8). Em 2005, na Colébmbia, foi detectada a
presenca do virus em cavalos, assim como na Argentina, onde trés cavalos
apresentaram quadros de encefalite, e vieram a oObito (34). O mesmo
aconteceu em 2007, na Venezuela, que apresentou sorologia positiva em
cavalos e aves (16).

A figura 5 ilustra a disseminagdo do WNV nas Américas entre 0s anos
de 1999 e 2007.
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in Westem Hemisphere
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Figura 4 - Dispersdo do WNV nas Américas entre 1999 e 2007.
Fonte: (35)

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia do virus do Oeste do Nilo em
seus reservatérios e hospedeiros finais animais e sua variabilidade genética em
areas do Brasil, (36). realizou um estudo com 4787 amostras de diferentes
animais a procura do WNV. Esta autora conseguiu detectar o virus em apenas
duas amostras de aves silvestres na regido do Pantanal brasileiro e Maranhao.
A deteccéao foi feita por meio do teste molecular one-step real-time RT-PCR,
contudo ndo houve sucesso na definicdo as estirpes circulantes.

Foi possivel detectar anticorpos especificos para WNV, por meio do
teste de ELISA, em quatro equinos, também na regido do Mato Grosso (36).
Estes dados levam a crer que a circulacdo do WNV esté se iniciando no Brasil,
tornando-se necessaria maior vigilancia para esse virus no pais.

E de importancia epidemioldgica saber que, nos tropicos, o WNV pode
ser transmitido durante o ano todo, contudo em regides temperadas, a
transmissdo aparenta estar limitada a periodos préximos ao final do Verdao,

sendo este a melhor época para desenvolvimento dos principais vetores (36).
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6. DIAGNOSTICO

O diagndstico laboratorial e tem por objetivo detectar o agente num
paciente doente; ser fonte de pesquisa de soroprevaléncia em estudos
epidemioldgicos; produzir vacinas a partir de respostas imunoldgicas dos
hospedeiros por meio de experimentos em animais (37) e avaliar resposta
imune de doadores de sangue em relacdo aquele agente (38).

A identificacdo do WNV pode ser feita por meio de testes que buscam a
0 agente, como a cultura de células de mamiferos, por meio de amostras de
cérebro e medula espinhal de equinos; coracéo, cérebro e intestino de aves,
entre outros (39). O isolamento viral pode ser realizado em células Vero ou em
células de rim de coelho (RK-13) (1). Testes sorolégicos como a inibicdo da
hemaglutinacdo (HI), a soroneutralizacdo (PRNT), o Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) e a hibridacdo in-situ. Estes se baseiam na
identificacdo de anticorpos antiproteina E (40). Testes moleculares também sao
muito eficazes para diagnosticar o agente, sendo o teste quantitativo de PCR o
mais utilizado, todavia identifica apenas 57% dos casos. (27).

Para diagnostico por ELISA, pode ser utilizado soro ou LCR (liquido
cefalorraquidiano, pois sdo amostras especificas para infec¢cdes do SNC (28),
contudo ha reatividade cruzada com outros Flavivirus devido a essa proteina, o
que torna este tipo de teste pouco especifico para deteccao do WNV (41). Em
contrapartida, existem vantagens em relacdo ao teste ELISA, como a nao
necessidade de utilizacdo de aparelhos de alto custo e, por isso, € muito til
para estudos epidemiolégicos (37).

Os testes de genoma convencional RT-PCR sdo muito mais rapidos do
que métodos de cultura e sdo de grande utilizacdo clinica e epidemiolégica
(42). A partir desse teste, o genoma € sequenciado, sendo removida a
ambiguidade na identificacdo do virus (43). Por esse motivo, o diagnostico
molecular tornou-se o teste de principal escolha para deteccdo de virus no
curso agudo das doencas (44).

Deve-se ter cautela a respeito de contaminacdo da amostra para teste
de (reverse transcriptase) RT-PCR convencionais, pois ha intensa manipulacao
da amostra durante a realizacdo do teste, havendo também, risco de falsos

negativos. Pensando nisso, entre 1992 e 1993, desenvolveram o teste real-time
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PCR, o qual, dentro de um equipamento fechado, amplifica e detecta o material
simultaneamente, reduzindo o risco de contaminacdo de forma consideravel
(45). Outra vantagem a respeito do teste em tempo real é a possibilidade de
utilizacdo em grande escala para vigilancia (40).

A deteccéo e quantificacdo dos Flavivirus por meio de primers espécie-
especificos numa mesma reacdo se déo pela deteccdo molecular em ensaios
com primers degenerados e reativos. (40).

Algumas complicacdes quanto ao diagnéstico podem estar relacionadas
com a carga viral presente na amostra, que pode ser baixa em post-mortem ou
tecidos de triagem com auséncia de sintomas; com as sequéncias de
nucleotideos similares dentre os membros da familia Flaviridae e também s&o
de dificil acesso para profissionais que trabalham a campo e necessitam de

diagnéstico imediato (7).
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7. CONCLUSAO

Evidéncias sobre a circulacéo do virus do Oeste do Nilo no Brasil foram
demonstradas por diagnéstico direto, em aves e indireto, em equinos, o que

refor¢a a necessidade da vigilancia epidemiologica.
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