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RESUMO

Epidemias e epizootias causadas por arbovirus sédo reportadas anualmente em todo
mundo. Entre os arbovirus de grande importdncia médica e veterinaria nas
Américas, estao os flavivirus virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) e virus do
oeste do Nilo (WNV). No Brasil, WNV foi evidenciado pela primeira vez em equinos
de Mato Grosso do Sul em 2011 e em 2015 foi diagnosticado em um caso humano
de desordem neurolégica no Piaui. SLEV foi evidenciado em casos humanos de
meningite viral em 2006 em S&o Paulo e em 2009 em cérebro de um equino com
encefalite em Minas Gerais. Apesar do estado do Rio de Janeiro (RJ) ter um grande
rebanho de equinos, estudos acerca da circulacao destes virus nestes animais séo
escassos. Desta forma, realizamos uma investigagdo para a circulagdo de WNV e
SLEV em equinos higidos e com desordem neurologica de diferentes regiées do RJ,
através de um inquérito sorolégico por ELISA de bloqueio e RT-PCR em tempo real
nos animais que apresentaram as desordens neurologicas e o0s residentes das
mesmas propriedades. De um total de 435 amostras de soro submetidas ao ELISA
de bloqueio, 38 (8.7%) foram reacGes monotipicas para SLEV e 89 (20.5%) foram
reacdes monotipicas para WNV. O maior numero e frequéncia de animais positivos
para flavivirus foram nas mesorregides Norte (65,8%) e Noroeste Fluminense
(67,10%). Todas as amostras dos animais que apresentaram desordem neuroldgica
foram negativas no RT-PCR em tempo real para WNV. A deteccdo de amostras
positivas no ELISA de bloqueio sugere que equinos do RJ foram expostos ao WNV e
SLEV.
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INVESTIGATION OF SAINT LOUIS ENCEPHALITIS AND WEST NILE VIRUSES IN
EQUINES FROM THE STATE OF RIO DE JANEIRO

ABSTRACT

Epidemics and epizootics caused by arboviroses are reported wordwide. The Saint
Louis encephalitis virus (SLEV) and West Nile virus (WNV) are arboviruses medical
and veterinary magnitude in the americas. In Brazil, WNV was first detected in horses
from Mato Grosso do Sul in 2011. A case of neurological human disorder was
diagnosed in 2015 in Piaui. SLEV was evidenced in viral meningitis in 2006 in S&ao
Paulo and in an equine brain with encephalitis in Minas Gerais. Although the state of
Rio de Janeiro is a large herd of horses, there are only few studies on the circulation
of these viruses. In this study, through a serological epitope-blocking enzyme-linked
immunosorbent assay (blocking ELISA) and real time RT-PCR we performed an
investigation for the circulation of WNV and SLEV in healthy horses and with
neurological disorders of different regions of RJ. From a total of 435 serum samples
submitted to the blocking ELISA, 38 (8.7%) were monotypic reactions to SLEV and
89 (20.5%) presented monotypic reactions to WNV. The highest number and
frequency of flavivirus positive animals were in the North (65.8%) and Northwest
Fluminense (67.10%) mesoregions. All samples from animals presenting neurological
disorder were negative in real time RT-PCR. Detection of positive samples in the
epitope- blocking ELISA suggests that RJ horses have been exposed to WNV and
SLEV.

Xii



SUMARIO

INDICE DE FIGURAS. ..ottt ettt sttt e aeene e enens XV
LISTA DE TABELAS ... e e aans XVi
LISTA DE GRAFICOS ...ttt XVii
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS. ... XViii
INTRODUGAO ...ttt ae e enens 1
O R AN o Yo 1V U 1
1.1.1 CicloS de tranSMISSA0.......cccuuuuuiiieeeeeiieeiiiiiaa e e e e e e eeeeeiaa e e e e eeeeeennns 2
Y 1 (0] =3 ST 4
1.1.3 Aves como hospedeiros amplificadores de arbovirus.................... 5
1.1.4 Fatores associados a emergéncia dos arbovirus ..........ccccceeeeeeeeee. 5
1.1.5 Arboviroses de importancia meédica no Brasil ..........cccccccevvvveeennnne. 8
1.1.6 Familia Flaviviridae género FlIavivirus..........cccccccvvvveviiiiiiiiiiiiinnnnnne. 9
1.1.7 Replicagdo dos flaviVIruS ..........cceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee 11
1.1.8 Patogenia e manifestacdes clinicas dos flavivirus....................... 12
1.1.9 Diagnostico laboratorial ............cccooviiiiiiiiiiiiiii e, 13
1.2 Flavivirus NO BrasSil ..........eeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 16
1.2.1 Virus do oeste do Nilo (WNV). ..o 16
1.2.2 Virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) .......cccovvvvviiiiiiiineeeene, 18
1.2.3 O RJeacirculagdo de flaviVirus .......ccccccevviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienene, 19
(@2 1 = I AV @ S P RERRRR 24
2.1 ODJELIVO GEral....oiii i 24
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS ..ovuuuiiiiii i 24
MATERIAL E METODOS .......cooiiteitieieeteeteeteee e ettt steste e ste e stestesaesaesne e 25
3.1 InstituicBes PartiCipantes .........oouvuuiiiiiii e 25
3.2 ASPECLOS BLICOS .o oiiiiiiiiiii it e e e e 25
3.3 Armazenamento das amoOStrasS........ccccceeeeeiieiiiii e 25
3.4 Escolhadas propriedades € dOS animais .......cccoeeeeevvvieiiiiiiiiiieeeeeeeennns 25
3.4.1  Criterios de INCIUSEO ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
3.4.2  Critérios de NA0 iNCIUSAO: .........uuuuuumminiiiiiiiiiiiiiaees 26
3.5 Calculo e tamanho da amosStra.........cccceeeeieiiiiii 27



3.5.1 CONStItUICAO UOS GIUPOS .....uuuuunininiiiiiiiiiiiiiiiinii e 27
3.5.2 Amostras de animais com desordem neuroldgica aguda ............ 30

3.5.3 Coleta, processamento e armazenagem da amostra

SANQUINEA ....eeiiiieeii ittt e e e e e e e e e e e e e e e nnneees 31
3.5.4  Analises LaboratoriaiS. ............uuuuuuruuumnmmmiiiiiiinnnnnnnnens 31
3.5.5 Teste sorolégico - Elisa de Bloqueio............cccceevviiiiiiiiiiiinnennnnns 31
3.5.6 Execucdo do ELISA de BlOQUEIOD ............uuuuummmmmmiiiiiiiiiiiines 33
3.5.7  TeSte MOIECUIAN: ......coeeiiiiiie e 36
3.5.8  EXIrac8o de RNA ... 36
3.5.9 RT-PCR, para flavivirus. One Step.......ccccveeiieeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeens 36
3.5.10 One-step real-time RT-PCR Genesig® Standard Kit
Quantification of WNV genomes (Primerdesign™ Ltda).............. 37
3.6 ANAlISE ESTAlISTICA: 1ivvvvieiii i e e 38
RESULTADOS ..o e e et e et e et e e e e e e aaaas 39
4.1 Resultados SOrolOQICOS. .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 39
4.2 Resultados segundo alocalizagcdo geografica: ......cccccvvvevvvvvvviiinnnnnnn. 40
4.2.1 Mesorregifes geografiCas:........cccuvuiiiiieeeeieeeiiiiiis e ee e 40
4.2.2 Reatividade paraWNV € SLEV: .....ccooiiiiiiiiiiiiien 41
4.2.3  MUNICIPIOS @amOSIradOS: .......ccevvieieiiiiiie e 43
4.2.4 Amostras reativas a0 WNV e SLEV.........cccccii 44
4.2.5 Avaliacdo dos resultados segundo SEXO0...........uveeeeeeeereeeerrnnnnnnnns 46
4.2.6 Avaliacdo dos resultados segundo a faixa etaria..............ccc.uunn... 47
4.2.7 Avaliacdo dos resultados segundo a atividade....................vuunnn... 49
4.2.8 Testes com os controles do banco amostral...................ooeeee. 51
4.3 Resultados Teste MoleCular .......ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 51
DISCUSSAO ...ttt ettt ettt sttt e et se e s e e eenens 52
CONCLUSOES ..ottt sttt s e s 60
PERSPECTIVAS ...ttt e e et e e e e e e e s st aeaae s 61
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...c.coiiiiiiieiiieiseieet et 62
ANEXOS ... e e et a e e e e e et rraaaaaaaaaas 74

Xiv



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Vias de transmissao e exposi¢cdo humana a arbovirus zoonéticos .....3

Figura 2: Arbovirus emergentes Nas AMEriCaS. .......ccccvveeiiiiiieeiiiiiie e 9
Figura 3: Estrutura viral dos flaviVirus ... 10
Figura 4: Replicacdo dos flavivirus na célula hospedeira.........cccccccovvviiiirnnnnnnnn. 12
Figura 5: Distribuicdo das Mesorregides e Municipios amostrados no RJ. ...... 29
Figura 6: Titulagdo do antigeno de SLEV e do MAb 6B6C-1. ..........c.cooeuvrvenennnnn. 33

XV



LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Efetivo de rebanho equino por Mesorregido Geogréfica no RJ em
2015 e percentual em relac@o & populagdo total ........cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 20

Tabela 2: NUmero de propriedades e animais por propriedade coletados nas
Mesorregioes € MuNIiCipios dO RJ.......eeeiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 28

Tabela 3: Numero de propriedades e animais com casos de desordem

neurolégica aguda por Mesorregiées e Municipios do RJ............cccc. 30

Tabela 4: NUmero e percentual de animais reagentes a flavivirus pelo ELISA de
blogueio por mesorregido geograficano R ... 41

Tabela 5: NUmero e percentual de animais reagentes a flavivirus pelo ELISA de

bloqueio por MUNICIPIO, R oo 43

Tabela 6: Niumero de animais reagentes a flavivirus pelo ELISA de bloqueio por
T T 1o o o T o LU 45

Tabela 7: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de

(o] Voo LU 1T oI o o] T =2 (o IS 46

Tabela 8: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de

(o] Fo Yo LU 11T I o o] T =2 (o J S 46

Tabela 9: Percentual de animais reagentes para flavivirus ELISA de bloqueio

00T g = 1= W= = L - PSS 47

Tabela 10: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de

(o] FoXo [T To T ool g = 1D W =] = U - P 48

Tabela 11: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de

(o] Vo Yo [T To T o oT =Y 4 AV/ T = To L= TSSO 49

Tabela 12: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de

(o] FoXo [T o T o oT =1 A/ 1o K= Lo L= 0P 50

XVi



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1: Equinos do RJ reagentes e ndo reagentes no ELISA de bloqueio
PAra SLEV € WINV ..o 39
Gréafico 2: Equinos do RJ reagentes no ELISA de bloqueio para SLEV e WNV.40

Grafico 3: Percentual de equinos do RJ reagentes e ndo reagentes no ELISA de
bloqueio para SLEV e WNV por mesorregido geografiCa.......cccccceeeeriiiiiinnnennnnn. 41

Gréafico 4: Equinos do RJ reagentes ao SLEV e WNV no ELISA de bloqueio por
MESOITEQIA0 JEOGIAfICA . . uuuiiiiiiiiii i 42

Grafico 5: Equinos do RJ reagentes e ndo reagentes no ELISA de bloqueio

para flavivirus por MUNICIPIO «...oooiiiiiieeiie e 44

Grafico 6: Equinos do RJ reagentes no ELISA de bloqueio para SLEV e WNV
S0 =T <o L PP 47

Grafico 7: Equinos do RJ reagentes no ELISA de bloqueio para SLEV e WNV
POT TAIXA BLAIA ...cei e 49

Grafico 8: Distribuicdo de animais reagentes por ELISA de bloqueio de epitopo

em equinos agrupados por atividade no estado do RJ .......ccoevviiiiiviviiiiiiiien e, 50

Xvii



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

a - nivel de significancia

pl - microlitros

% - Percentual

X2 - Qui-quadrado

ABTS - 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico).
C — Proteina estrutural de capsideo

C6/36 - Células de mosquitos

CEUA — Comité de Etica no Uso de Animais

CHIKV — Chikungunya virus

DENV — Dengue virus.

DNA — &cido desoxirribonucleico

E — Proteina estrutural de envelope

ELISA — ensaio de imunoabsorgcéao enzimatica

FC — Fixacédo de complemento

HI — Inibicdo da hemaglutinacéo

IF — Imunofluorescéncia

ILHV — llheus virus

IgG — imunoglobulina G

IgM — imunoglobulina M.

IOC — Instituto Oswaldo Cruz

EDTA — acido etilenodiaminotetracético

JEV — Japanese encephalitis virus

LABFLA — Laboratorio de Flavivirus

Mab — Anticorpo monoclonal

MS — Ministério de saude

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
MAYV — Mayaro virus

NS1, NS2, NS3, NS4, NS5 — proteinas ndo estruturais
PBS — Phosphate Buffered Saline

PCR — Reacdo em cadeia da Polimerase

RNA — acido ribonucleico

RT-PCR — Transcricao reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase

prM — precursora da proteina de membrana

XViil



PRNT —Plague reduction neutralization test

PBS — tampao fosfato salino

pH — coeficiente que indica o grau de acidez ou basicidade de uma solugao aquosa
RJ — Rio de Janeiro

RK-13 - Células de rim de coelho

MG — Minas Gerais

MS - Mato Grosso do Sul

SIDRA - Sistema de Recuperacdo Automatica
SLEV Saint Louis encephalitis virus

SNC - Sistema Nervoso Cetral

WNV —West Nile virus

VEEV - Venezuelan equine encephalitis virus
VERO - Células de rim de macaco verde africano
YFV - Yellow fever virus

ZIKV — Zika virus

XiX



1 INTRODUCAO

1.1 Arbovirus

Em sua maioria 0s virus emergentes sdo zoondticos, transmitidos de
animais para seres humanos, e entre estes 0s virus transmitidos por artrépodes
hemat6fagos desempenham um papel significante (Pfeffer & Dobler 2010).

Em 1942 foi introduzido o termo “arbovirus”, derivado da expressdo em inglés
“arthropod borne virus” que descreve um grupo ecolégico de virus de animais que se
multiplicam em artropodes e sdo transmitidos biologicamente entre hospedeiros
vertebrados. Em 1963, o termo arbovirus foi oficialmente recomendado pelo
“International Subcommittee on Viral Nomenclature”(Karabatsos 1985).

Os arbovirus séo classificados em grupos antigénicos, de acordo com o
critério soroldgico estabelecido na década de 1950 (Casals 1957). Cada grupo é
constituido de dois ou mais virus que apresentam relacdes antigénicas
demonstradas por um ou mais testes soroldgicos (Vasconcelos et al. 2001).

Os arbovirus incluem diversos grupos taxonomicamente distintos, em sua
grande maioria compostos por acido ribonucleico (RNA) e foram classificados em
diferentes familias seguindo suas caracteristicas fisico-quimicas. Dentre elas estédo
as familias Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae, Orthomyxoviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae (Karabatsos N 1985, Calisher & Karabastos 1988). A escassez de
arbovirus compostos por acido desoxirribonucléico (DNA) sugere que as altas taxas
de mutacao e plasticidade genética dos virus compostos por RNA, tenham permitido
a replicacdo e disseminacao destes virus tanto em hospedeiros vertebrados como
invertebrados (Weaver 2006). O genoma dos arbovirus pode ser segmentado ou
nao e apresentar-se com uma ou duas fitas nucleotidicas. Os arbovirus com
genomas ndo segmentados incluem as familias Togaviridae, Flaviviridae e
Rhabdoviridae, enquanto aqueles com genomas segmentados as familias
Bunyaviridae e Reoviridae (Beaty et al. 1988).

Na década de 1980 foram registrados no catalogo internacional de
arbovirus e outros virus de vertebrados aproximadamente 550 virus classificados em
oito familias e distribuidos em 14 géneros (Karabastos 1985). Acredita-se que 214

sdo arbovirus envolvidos em infeccBes clinicas nho homem e outros hospedeiros



vertebrados, sendo 134 documentadas como causadores de doenga humana e 12
identificadas como zoonoticas. (Gubler 2002, Casseb et al. 2013).

1.1.1Ciclos de transmissao

Os arbovirus circulam na natureza em ciclos de transmissdo silvestres e
urbanos envolvendo hospedeiros vertebrados e invertebrados. S&o virus
essencialmente zoonoéticos e sdo transmitidos entre vertebrados de diferentes
classes através de artropodes hematédfagos, incluindo insetos dipteros e aracnideos
ixodida (Casals 1957). Entre as classes de vertebrados mais envolvidas em ciclos de
transmissdo de arbovirus estdo aves e mamiferos, principalmente passaros,
roedores e primatas ndo humanos. Com relacdo aos hospedeiros invertebrados,
estdo entre os insetos dipteros mais comumente envolvidos os culicideos,
psicodideos e ceratopogonideos, e entre os aracnideos ixodida os carrapatos
ixodideos (Kuno & Chang 2005).

De um modo geral ha uma relacdo de especificidade entre os arbovirus e
seus hospedeiros invertebrados e vertebrados. Para cada arbovirus, apenas uma ou
algumas espécies relacionadas de hospedeiros estdo envolvidas na manutencao do
virus na natureza. Com relacdo aos hospedeiros vertebrados, apenas algumas
espécies quando infectadas apresentam viremia por tempo e com carga viral
suficientes para infec¢cdo dos artrépodes vetores durante o repasto sanguineo, e por
isso sdo considerados hospedeiros amplificadores no ciclo de transmissao. Outras
espécies podem se infectar, mas em virtude da curta e baixa viremia ndo séo fontes
de infeccdo para os artropodes hematofagos e por isso ndo dao continuidade ao
ciclo de transmissdo e sao consideradas hospedeiros terminais (Weaver & Barrett
2004). Entretanto, mesmo entre as espécies consideradas hospedeiros vertebrados
amplificadores a participacdo de cada espécime € normalmente temporaria e Unica
uma vez que apresentam uma viremia de apenas alguns dias e se tornam imunes
apos a infeccdo primaria (WHO 1985).

Com relacdo aos hospedeiros invertebrados, para cada arbovirus apenas
algumas espécies de invertebrados vao participar do ciclo de transmissdo. Aquelas
espécies que apresentam susceptibilidade a infeccdo e amplificacdo viral,
capacidade de transmisséo e caracteristicas ecoldgicas determinadas que permitam
0 contato com hospedeiros vertebrados amplificadores sé&o consideradas vetores no

ciclo de transmissdo. Outras espécies que nao apresentam essas caracteristicas
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podem se infectar, mas ndo participam do ciclo de transmissédo e manutencao do
arbovirus na natureza. J4 os vetores, uma vez infectados, mantém a infeccao e
capacidade de transmisséo por toda a vida do artropode e por essa razdo podem ser
considerados os verdadeiros reservatorios em ciclos de transmissdo de arbovirus
(Causey 1958).

Na grande maioria dos ciclos de transmissdo dos arbovirus, humanos e
animais domésticos participam apenas como hospedeiros terminais (Figura 1). Entre
as excecdes estdo o virus da encefalite equina venezuelana (VEEV) e o virus da
encefalite japonesa (JEV) que tém animais domésticos, como cavalos e porcos
respectivamente, como amplificadores dentro de um ciclo de transmisséo epizodético
(Weaver et al. 1999, Brault et al. 2002, Van den Hurk et al. 2009).

Outras excec¢des incluem os arbovirus que circulam em ciclos urbanos como
os virus dengue (DENV), da febre amarela (YFV), zika (ZIKV) e chikungunya
(CHIKV). Nestes, os humanos séao o principal hospedeiro amplificador vertebrado
dentro do ciclo epidémico urbano (Weaver & Barrett 2004, Iranpour et al. 2016).
Entretanto, mesmo nesses casos 0 carater zoonotico dos arbovirus é evidente uma
vez que ainda que circulando em areas urbanas entre o0 homem e mosquitos
antropofilicos, estes arbovirus mantém ciclos de transmissdo enzooticos em
ambiente selvagem que envolvem primatas ndo humanos e mosquitos silvestres
(Weaver & Barrett 2004).

Figura 1: Vias de transmissao e exposi¢do humana a arbovirus zoonoticos
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Fonte: (Iranpour et al. 2016)
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1.1.2Vetores

A familia Culicidae da ordem Diptera, apresenta 0 maior nimero de espécies
e 0S mais importantes vetores em ciclos de transmissdo de arbovirus. Entre as
espécies mais importantes estdo as espécies do género Culex, que se alimentam
predominantemente em aves e mamiferos, e as espécies dos géneros Aedes,
Sabethes, Hemagogous e Anopheles que se alimentam principalmente em
mamiferos (Papavero & Guimaraes 2000, Kuno & Chang 2005, Guedes 2012).

Na grande maioria das espécies da familia Culicidae as fémeas sao
hemat6fagas obrigatérias e o sangue ingerido além da nutricdo, é importante para
maturagdo dos ovos. Os machos, ndo realizam hematofagia. Os ovos sé&o
depositados na &gua ou em substratos acima de superficies aquaticas, em
recipientes naturais ou artificiais, geralmente localizados em locais sombreados,
onde niveis elevados de temperatura e umidade sdo fundamentais para o0 seu
desenvolvimento e ecloséo das larvas (Eiras 2005).

ApOs repasto sanguineo em um hospedeiro amplificador infectado, a
replicacao inicial do arbovirus no artropode ocorre em células epiteliais do intestino
médio seguida de disseminacédo através da hemolinfa pela hemocele para outros
tecidos atingindo ductos salivares e posterior liberacdo para a saliva. Nos artropodes
vetores, 0 periodo entre a infeccdo e a transmissdo € chamado de periodo de
incubacéao extrinseco (Kramer & Ciota 2015).

Cerca de 470 espécies de culicideos estdo distribuidas no Brasil, entre elas
espécies consideradas silvestres e outras antrOpicas, que se apresentam mais
adaptadas a sistemas modificados pelo homem. O virus do oeste do Nilo (WNV) e o
virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) séo transmitidos principalmente por
mosquitos Culex spp. Um exemplo € a ampla distribuicdo no Brasil de Aedes
aegypti e Culex quinquefasciatus, que estdo associados aos ambientes urbanos, e 0
Aedes albopictus relacionado a ambientes ndo s6 urbanos, mas também rurais. O
controle desses mosquitos no Brasil tem sido um desafio e sdo necessarias cada
vez mais pesquisas para confirmar a eficAcia de novos métodos (Lima-Camara
2016)



1.1.3Aves como hospedeiros amplificadores de arbovirus

As aves sdo o principal hospedeiro amplificador de alguns arbovirus (Blitvich
et al. 2003b, Komar et al. 2003). As movimenta¢Bes migratérias sazonais intra e
intercontinental de algumas espécies determinam sua importancia na dispersédo de
arbovirus (Gamino & Hofle 2013). A convivéncia das aves de outros locais com
espécies nativas pode predispor a transmissdo local de determinados arbovirus
(Reed et al. 2003).

Geralmente o WNV causa elevada viremia com mortalidade de aves
significativa, por outro lado, o SLEV n&o causa mortalidade de aves e produz viremia
de baixa a moderada (Lord et al. 2006).

Na América do Sul, os movimentos ocorrem através das migracdes nearticas
(aves provenientes do hemisfério norte), migracdes austrais (aves provenientes do
hemisfério sul) e ainda, os movimentos em escalas regionais e locais cumprindo
todo ciclo em territério nacional (Sick 1997, ICMCBIio 2016). As principais rotas de
migracao no Brasil s&o: 1) a rota Atlantica, a mais extensa e ao longo de toda costa
brasileira; 2) a rota Nordeste, passando pelos estados do Maranhéo, Piaui e Bahia;
3) a rota do Brasil Central, desde o estado do Amapa até o estado do Rio Grande do
Sul; 4) rota Amazobnia Central/Pantanal; e 5) rota Amazonia Ocidental (ICMCBio
2016).

1.1.4Fatores associados a emergéncia dos arbovirus

Os arbovirus sdo amplamente distribuidos no mundo, dependendo da
disponibilidade de hospedeiros e vetores (Merck 2001). As populacdes mais
afetadas sdo as que estdo localizadas em regides que concentram grandes
populacdes destes hospedeiros vertebrados amplificadores e artropodes vetores
(Hubélek & Halouzka 1999).

O clima, condicbes ecologicas dos virus, vetores, hospedeiros
amplificadores e o estado imunoldgico da populacdo sdo alguns dos fatores
relevantes, que favorecem a emergéncia das arboviroses e estabelecem sua
distribuicdo geografica. A ocorréncia se da de forma esporadica, endémica ou
epidémica. O Unico continente onde os arbovirus ndo sao endémicos é o Antartico.
Nas areas tropicais, 0s arbovirus circulam durante a maior parte do ano. Em climas
mais temperados, no entanto, os arbovirus sdo transmitidos entre vetores e
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hospedeiros vertebrados principalmente durante os meses mais quentes. Nestas
regides, nas estacfes mais frias, alguns arbovirus podem persistir durante o inverno
através da transmissao transovariana observada em alguns arbovirus (Gubler 2002,
Lopes et al. 2014).

A fragmentacdo de habitat (menores e mais isolados) vem causando a perda
de diversidade. Essa reducéo do habitat original, incluindo a perda no tamanho e o
isolamento das manchas de vegetacao, influenciam o declinio do numero de
espécies. Os fragmentos florestais remanescentes podem diferir na forma, tamanho,
microclima, regime de luminosidade, solo, grau de isolamento e tipo de propriedade.
Consequentemente, a fragmentacéo da floresta pode influenciar os padrdes locais e
regionais de biodiversidade devido a perda de micro-habitats Unicos. As mudancas
nos padroes de dispersdo e migracdo alteram a distribuicdo, comportamento e
sobrevivéncia das espécies (Vasconcelos et al. 2001, Burla et al. 2012, Murray &
Daszak 2013, Rulli et al. 2017).

No Brasil, 30% do territorio esta alterado por atividades humanas, agricultura,
areas urbanas e desmatamento, e nenhum dos biomas brasileiros persiste com suas
caracteristicas originais preservadas, sendo reduzidos os fragmentos dos habitats
originais. Grande parte dessa fragmentacdo de habitats deve-se ao processo de
urbanizacdo que também produz alteracbes nos ambientes naturais, modificando
substancialmente a paisagem e levando a consequente formacdo de mosaicos de
ilhas de diferentes formas e tamanhos, onde a vegetacdo nativa é geralmente
substituida por espécies oportunistas ou exoéticas (Guedes 2012).

A modificacdo do padrdo de migracdo e aglomeracdo de espécies de aves
(Murphy 1998) juntamente com o crescimento da populacdo humana leva a um
aumento consideravel de espécies domésticas e peridomésticas (Reisen 2012). A
diversidade biolégica desses novos cendrios pode representar riscos decorrentes da
interacdo ave-mosquito-homem. Por se tratar de virus essencialmente zoonoéticos
estas alteracdes podem influenciar direta ou indiretamente os ciclos de transmissao
de alguns arbovirus (Urbinatti et al. 2001).

Somado as mudancas ecologicas produzidas pelo homem, como
desmatamento e urbanizacdo desordenada, a poluicdo dos rios e valas, fornece
sitios de oviposicao artificiais com potencial de aumentar a populacéo e distribuicdo
de artrépodes transmissores, especialmente para Aedes spp. e Culex spp.. Essas
alteracbes podem levar ao aparecimento de novos reservatorios ou induzir a

adaptacdo de determinadas espécies de arbovirus a novos ciclos de manutencgéo.
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Eventuais deslocamentos de artrépodes transmissores entre diversas localidades,
mesmo de forma passiva, através dos meios de transporte, e movimentagado
humana e animal, também s&o fatores importantes para a emergéncia de
arboviroses (Yanoviak et al. 2006, Figueiredo 2007, Pfeffer & Dobler 2010).

O transporte e comércio de aves vivas, domésticas, silvestres/migratorias,
exoticas, entre outras, tém sido envolvido na disseminacdo de agentes etioldgicos e
potencialmente os arbovirus (Shortridge, KF & Burrows 1997).

A variacdo da pluviosidade também contribui para a proliferacdo de mosquitos
vetores. O aumento da frequéncia de chuvas implica no aumento de colecdes
hidricas aumentando a oferta de criadouros naturais ou artificiais para mosquitos
fémeas depositarem seus ovos. Além disso, as chuvas podem tornar a umidade do
ar mais propicia ao desenvolvimento e as atividades dos insetos vetores (Gomes
2002).

O maior risco de doenca humana vem da capacidade de alguns arbovirus,
gue se desenvolvem naturalmente em um ciclo de transmissao silvestre,
amplificarem e se adaptarem a ciclos urbanos ou periurbanos, enzodticos
envolvendo hospedeiros vertebrados urbanos e vetores antropofilicos, como
populacdes de Aedes aegypti, Aedes albopictus ou Culex spp.(Weaver & Reisen
2010).

Embora muitos arbovirus ndo tenham comprovada acdo patogénica em
humanos ou animais, o grande nimero de arbovirus conhecidos fornece um recurso
imenso para o surgimento de novos patdégenos no futuro (Liang et al. 2015).

Os arbovirus sdo uma ameaca global de saude publica, em virtude de sua
crescente dispersao territorial e necessidade de acdes de prevencao e controle cada
vez mais complexas (WHO 2009).

Muitos arbovirus negligenciados, relevantes para saude publica estdo sendo
evidenciados crescentemente no mundo. Entre eles estdo o VEEV, virus da
encefalite equina do leste (EEEV) (Nassar et al. 1997), virus oropouche (OROQV)
(Vasconcelos et al. 1998), virus rocio (ROCV), virus cacipacoré (CPCV) (Lopes et al.
2014, Mota et al. 2016), virus da encefalite transmitida por carrapatos (TBEV)
(Mansfield et al. 2009), virus bussuquara (BSQV), (Figueiredo 2000) virus ilhéus
(ILHV), JEV (Erlanger et al. 2009), virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) (Terzian
et al. 2011) e WNV (BRASIL 2014, Vieira et al. 2015).



1.1.5 Arboviroses de importancia médica no Brasil

O Brasil é constituido por uma grande extenséo terrestre (8.512.000 km?) e a
maior parte do pais tem um clima tropical. O pais possui uma grande diversidade
biolégica e um alto endemismo de espécies diversas contendo cerca de um décimo
da biodiversidade mundial. Essa riqueza esta distribuida no territério nacional em
seis biomas continentais: Amazonia, Caatinga, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e
Pampa, os quais séo caracterizados pela uniformidade do ambiente, de acordo com
o clima, a fitofisionomia e o solo (Urbinatti et al. 2001). O Brasil ainda possui grandes
cidades, densamente povoadas e infestadas por mosquitos antropofilicos. Essas
caracteristicas ecolégicas e socio econdmicas, fazem do Brasil 0 cenario ideal para
a ocorréncia de arboviroses (Figueiredo 2000, 2007, Guedes 2012).

As cidades brasileiras também abrigam parques que sao comumente
frequentados pela populacédo para atividades de lazer, que sdo areas importantes
para a protecao e conservacao da biodiversidade, com presenca de lagos, fontes e
outros locais que podem servir de reflugio para mosquitos que infestam a area
urbana, bem como presenca de potenciais hospedeiros vertebrados amplificadores
de arbovirus, como aves e mamiferos (Whately 2008).

No Brasil, os arbovirus apresentam uma ampla distribuicdo geografica, com
predominio nas regides tropicais, que oferecem condi¢cbes ecoldgicas favoraveis.
Trinta e quatro dos 200 arbovirus e outros virus de vertebrados identificados na
Amazonia brasileira sdo comprovadamente patogénicos para o0 homem (Travassos
da Rosa et al. 1989). Entre os principais arbovirus responsaveis por epidemias no
Brasil estdo os flavivirus YFV e DENV e mais recentemente ZIKV, os alfavirus
CHIKV e virus Mayaro (MAYV) e o bunyavirus OROV. Depois da introducdo no
Caribe de CHIKV em 2013 e de ZIKV no Brasil em 2015, o pais vem sofrendo
epidemias nao s6 por esses dois arbovirus, mas também por DENV e YFV (Figura 2)
(Lima-Camara 2016, Paniz-Mondolfi et al. 2016).



Figura 2: Arbovirus emergentes nas Américas.
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Fonte: (Lima-Camara 2016).

1.1.6 Familia Flaviviridae género Flavivirus

A familia Flaviviridae compreende o0s géneros Flavivirus, Pestivirus,
Hepacivirus e Pegivirus, no entanto, apenas Flavivirus contém arbovirus (Simmonds,
P., Becher, B., Bukh, J., Gould, E.A., Meyers, G., Monath, T., Muerhoff, S., Pletnev,
A., Rico-Hesse, R., Smith, D.B., Stapleton, J.T. 2017).

Os flavivirus sdo virus envelopados, icosaédricos e apresentam um genoma
RNA composto por uma fita simples de polaridade positiva de aproximadamente
11000 nucleotideos. Apresentam trés proteinas estruturais (capsideo [C], envelope
[E], e pré-Membrana/membrana [prM/M]) e sete proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NSb5), responsaveis por funcbes como a
replicacdo, viruléncia e patogenicidade. A proteina do capsideo (C) é responsavel
pela estrutura da particula viral, se liga fortemente as moléculas de RNA (Chambers
et al. 1990).

A (glicoproteina prM faz parte da estrutura dos virions imaturos e sua
clivagem, gera a proteina M, antes da extrusdo viral da célula hospedeira. E a
proteina M esta relacionada a organizacéo da estrutura superficial e na infectividade
do virus (Chambers et al. 1990, Lorenz et al. 2002)



A proteina de envelope (E) € a maior proteina estrutural do virion, responsavel
pelas principais propriedades bioloégicas do ciclo viral, induz resposta imune
protetora, sendo o principal alvo de anticorpos neutralizantes (Chen et al. 1997,
Modis et al. 2005). Sua estrutura consiste de um dimero, no qual cada monémero
tem 3 dominios. Embora todos os dominios contenham epitopos envolvidos em
neutralizacdo e inibicdo da hemaglutinacdo, somente o dominio Il contém epitopos

de reacgdo cruzada entre os flavivirus (Figura 3) (Chambers et al. 1990).

Figura 3: Estrutura viral dos flavivirus
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Fonte: (ViralZone 2016)

A partir de testes soroldgicos baseados nos determinantes antigénicos da
proteina E, os flavivirus, apesar de relacionados se diferem antigenicamente e foram
classificados em oito complexos antigénicos, incluindo o complexo DENV, complexo
da TBEV, complexo da JEV e complexo YFV (Calisher & Karabastos 1988,
Lindenbach et al. 2001).

Testes soroldégicos como inibicdo da hemaglutinacdo (HI), fixacdo do
complemento (FC) e neutralizacdo (NT), classificavam os géneros Flavivirus e os
Pestivirus como membros da familia Togaviridae. Posteriormente, baseado em

estudos genéticos, morfolégicos e em caracteristicas de replicacdo, os flavivirus
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foram classificados em um grupo distinto. A partir de 1984, o género Flavivirus
passou a fazer parte da familia Flaviviridae. O termo Flavus, em latim, significa
amarelo, referenciando a ictericia decorrente de grave disfuncdo hepatica causada
pelo YFV (Lindenbach et al. 2001).

1.1.7Replicacéo dos flavivirus

Ap6s serem inoculados através da picada de um artropode infectado, os
flavivirus se replicam em tecidos locais e linfonodos regionais, e chegam a corrente
sanguinea atraves da circulagédo linfatica levando a viremia. Os flavivirus podem se
replicar em uma grande variedade de células, de diferentes tecidos, dependendo do
hospedeiro. Estes tecidos incluem neurénios, células gliais, células do baco, figado,
coracao linfonodos e pulmdes (Castillo-Olivares & Wood 2004).

Brevemente, a infec¢do se inicia com a ligacdo e penetracdo por endocitose
do virion aos receptores celulares. O ph acido do endossoma promove a mudanca
conformacional da proteina E possibilitando a fusdo de membranas e liberacdo do
material genético viral no citoplasma, replicacdo e traducdo das proteinas estruturais
e ndo estruturais virais. A replicacdo do RNA gendmico inicia-se pela sintese de uma
fita de RNA de polaridade negativa pelo RNA polimerase, posteriormente formando
novas fitas de RNA de polaridade positiva e montagem de novas particulas virais,
préximo ao reticulo endoplasmatico. Nos novos virions formam-se os capsideos com
a proteina C, sendo nesta fase, particulas imaturas, compostas de proteinas virais
de membrana (prM e E) ligadas a membrana do reticulo endoplasméatico. Estas
particulas produzidas sao liberadas na célula hospedeira, tornando-se maduras ap6s
a clivagem do “pr” da particula viral (Figura 4) (Lindenbach et al. 2001, Maeda &
Maeda 2013, Lopes et al. 2014).

11



Figura 4: Replicac&o dos flavivirus na célula hospedeira
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1.1.8Patogenia e manifestagdes clinicas dos flavivirus

Assim como para as mais de 100 espécies de arbovirus que causam infeccao
em humanos e animais domésticos, a maioria das infec¢des por flavivirus néo leva
ao desenvolvimento de quadro clinico. Quando clinica, as infeccbes podem evoluir
desde uma sindrome inespecifica, com regressdo espontanea em uma a duas
semanas até a forma hemorragica ou neuroinvasiva podendo deixar sequelas ou até
mesmo levar a morte (Casseb et al. 2013).

Os flavivirus variam amplamente o seu potencial patogénico. Grande parte
deles produz doenca em humanos e muitos sdo patogénicos para diferentes
espécies animais como aves, suinos equinos, caninos, entre outras. Estes virus
podem ser divididos em categorias: os que produzem infec¢cdo no sistema nervoso
central (SNC), acompanhada de meningoencefalite, entre eles o WNV, ROCV e
SLEV, e os associados com febre hemorragica, incluindo entre outros YFV e DENV
(Lindenbach et al. 2001, Flores & Weiblen 2009a).

Entre os animais domeésticos, 0s equinos estao entre as espécies susceptiveis
a infeccédo clinica por arbovirus. Diversos arbovirus estdo envolvidos principalmente
em desordens neurolégicas em equinos, que muitas vezes podem evoluir para o
Obito. Entre estes arbovirus estdo o EEEV, WEEV, VEEV, JEV e WNV (Petersen &
Hayes 2008, Weaver & Reisen 2010, Liang et al. 2015). Os sinais clinicos em

equinos mais comumente relatados podem incluir hipertermia ataxia, alteragbes de
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comportamento, depressao, hiperexcitabilidade, anorexia, fraqueza, incoordenacéao,
paresia ou paralisia de um ou varios membros e decubito. Manifestagbes motoras
como bruxismo, espasmos, fasciculagbes, tremores e convulsdes também sao
relatados (Saegerman et al. 2016).

As manifestacbes clinicas observadas durante infecgcdo clinica por diversos
arbovirus podem ser muito parecidas o que dificulta o diagnéstico clinico dessas
arboviroses (Lima-Camara 2016). Além disso, ainda nao se conhece profundamente
os desdobramentos da associacdo desses arbovirus em um mesmo animal, fato
possivel de ocorrer por estes coabitarem, muitas vezes, a mesma regido geografica

e serem transmitidos pelos mesmos vetores (Roth et al. 2014).

1.1.9Diagnéstico laboratorial

Para realizacdo do diagnoéstico das infecgdes por arbovirus séo utilizadas
técnicas de deteccao viral direta e indireta. Entre as técnicas de deteccao direta
estdo as provas moleculares, baseadas na deteccdo de fragmentos do genoma viral
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o isolamento viral, que se baseia
na deteccdo de replicacdo viral em diferentes sistemas hospedeiros, como por
exemplo, em cultura de células. O isolamento viral pode ser realizado através da
propagacdo em cultura de células suscetiveis, como células de rim de coelho (RK-
13), células de rim de macaco (VERO), células de mosquitos (C6/36) e ovos de
galinha embrionados. Nos arbovirus, a evidéncia direta da replicacdo viral na cultura
celular ocorre através da observacao do efeito citopatico. (Castillo-Olivares & Wood
2004).

A PCR, quando comparada ao isolamento viral em cultura de células, oferece
maior sensibilidade e celeridade. O DNA amplificado, apds a transcricdo reversa
utilizada para a grande maioria dos arbovirus que sdo compostos por RNA, pode
ainda ser sequenciado para estudos moleculares. De um modo geral o diagnostico
molecular pela deteccdo do genoma viral em amostras clinicas de pacientes e
animais infectados por flavivirus € priorizado para detectar infec¢cbes em fase aguda
(Lanciotti 2003, Castillo-Olivares & Wood 2004). Na fase inicial da infeccéo, ocorre a
replicacdo e consequente viremia que pode variar de 4 a 9 dias (Ratterree et al.

2004, Erra et al. 2013) A viremia do WNV é caracteristicamente baixa sendo,
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portanto, a deteccdo de IgM por sorologia mais indicada para diagndstico de casos
clinicos humanos (Zeinad et al. 2004).

Os métodos convencionais de PCR apesar de oferecerem maior
sensibilidade, apresentam maior risco de contaminagdo proveniente da excessiva
manipulacdo do material podendo gerar resultados falso-positivos. A técnica em
tempo real diminui consideravelmente a contaminacdo, jA que a amplificacdo e
deteccao do material amplificado ocorrem simultaneamente dentro do equipamento
(Higuchi et al. 1992).

Entre os testes indiretos estdo as provas soroldgicas, que se baseiam na
deteccdo de anticorpos especificos, como por exemplo, os testes de inibicdo da
hemaglutinacédo (HI), fixacdo de complemento (FC), imunofluorescéncia, (IF),
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e soroneutralizacdo (NT) como o teste de
neutralizacdo por reducéo de placas (PRNT) (Travassos da Rosa et al.1994). Cada
um dos testes avaliam diferentes atividades de anticorpos (WHO-Word Health
Organization 2007).

Durante a infeccdo pelos flavivirus o0 hospedeiro passa a produzir
imunoglobulina M (IgM) na fase aguda e na fase convalescente 0s niveis de
imunoglobulina G (IgG) no sangue comecam a subir e persiste nos animais
infectados (Lindenbach et al. 2001, Ratterree et al. 2004).

Uma questéo critica sobre a especificidade destes testes sorologicos sao as
reacdes cruzadas com outros flavivirus, principalmente em infeccbes secundarias,
com particular importancia nas areas em que a co-circulacdo de varios flavivirus
ocorrem (Kuno 2003).

Os anticorpos detectados por HI e NT sdo de aparecimento mais precoce e
persistem por mais tempo do que os anticorpos detectados por FC. Anticorpos
neutralizantes podem ser detectados por longos periodos assim como 0s anticorpos
inibidores da hemaglutinacdo (Goés & Bruno-Lobo 1961). Com relacdo a
especificidade, os anticorpos detectados por HI sdo os menos especificos,
principalmente entre os flavivirus e também alfavirus, ocorrendo amplas reacdes de
grupo. Os anticorpos detectados por FC também apresentam reacdo cruzada, mas
sdo mais especificos que HI. Os anticorpos detectados por NT sdo o0s que
apresentam maior especificidade (Casals 1957).

O HI é realizado de acordo com a capacidade aglutinante de hemaque os
flavivirus apresentam, deste modo, sabendo que a capacidade de hemaglutinacédo

do virus é blogueada pela reacdo do virus com o anticorpo especifico, ndo ocorrera
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hemaglutinacdo de hemacias adicionadas a esse sistema na presenca de anticorpos
especificos (Kuno 2003).

O PRNT apresenta uma maior especificidade, e por esta razao considera-se
como o "padrdo ouro" para a deteccdo de anticorpos para flavivirus. Anticorpos
neutralizantes podem ser determinados por testes in vitro. O PRNT pode ser
realizado em cultura de células e fundamenta-se no principio de que virus
infecciosos, quando reagem com o anticorpo especifico, sdo neutralizados e,
portanto, perdem a capacidade de infectar e causar efeito citopatico em células
permissivas. No entanto, o PRNT é uma técnica laboriosa que requer insumos
especificos e corpo técnico treinado, ndo sendo portanto um teste adequado para
ser utilizado em larga escala em sistemas de vigilancia e investigagéo ativa (Roehrig
et al. 2008).

Dos testes soroldgicos apropriados para a triagem de anticorpos, ELISA € o
formato usado mais amplamente, como € versatil, reprodutivel e facil de padronizar,
proporcionando uma vigilancia mais rapida para o monitoramento da circulagéo de
arbovirus (Blitvich et al. 2003Db).

O ELISA é um método imunolégico de quantificacdo da concentracdo de
anticorpos que é revelada através da ligacédo covalente de uma molécula indicadora
a uma enzima que transforma um substrato limpido em um produto colorido (Abbas
& Lichtman 2005). Este método pode detectar tanto IgM quanto IgG e € muito
utilizados para distinguir infeccées primarias e secundarias pela relacdo entre IgM e
IgG, como por exemplo para diagnéstico de DENV (Kuno et al. 1991).

O ELISA de captura para IgM (MAC-ELISA) é especifico em casos de
infeccdo primaria, mas reacfes cruzadas podem ocorrer em casos de exposicao
prévia a outros flavivirus (Monath TP 2004).

Diferentes métodos de ELISA para deteccdo de anticorpos foram
desenvolvidos. No entanto, para a utlizacdo da técnica durante uma vigilancia
soroldgica envolvendo um grande numero de espécies, sd0 necessarios anticorpos
secundarios especificos para as diferentes espécies em teste. Como alternativa,
estd o ELISA de bloqueio de epitopos que ndo necessita de multiplos anticorpos
secundarios. Em testes de vigilancia em locais que os flavivirus coexistem, o ELISA
de blogueio de epitopo é utilizado com sucesso para a diferenciacdo destas

infeccdes.
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1.2 Flavivirus no Brasil

Entre os flavivirus de maior importancia médica no Brasil estdo o WNV, SLEV,
YFV, DENV, ZIKV, ILHV e ROCYV (Travassos da Rosa, APA, Travassos da Rosa,
JFS, Pinheiro, FP & Vasconcelos 1997, Lima-Camara 2016).

1.2.1Virus do oeste do Nilo (WNV).

O WNV foi isolado pela primeira vez em 1937 no Distrito do Nilo Ocidental no
noroeste de Uganda. O virus foi isolado de uma paciente levemente febril durante
uma investigacdo para o YFV (Smithburn et al. 1940). Varios surtos subsequentes
ocorreram na Africa, Asia e Europa em sua maioria caracterizada por sindromes
febris inespecificas. O WNV passa a ser considerado um virus de maior relevancia
médica em 1996, numa grande epidemia de encefalite em Bucareste, Roménia (Tsai
et al. 1998).

Alguns anos depois, WNV passa a ser questdo de saude publica também nas
Américas, quando em 1999 é detectado pela primeira vez no ocidente causando
guadros de encefalite humana e desordem neurolégica em aves na cidade de Nova
York, EUA. Desde entdo, WNV passou a ser detectado em toda a América do Norte,
Central e Sul e hoje é considerado o0 agente causal mais importante de encefalite
viral em todo o mundo (Chancey et al. 2015).

Entre o final de agosto e inicio de setembro de 1999, em Nova York e areas
adjacentes ocorreu um surto de encefalite viral que causou sete mortes com 62
casos confirmados. Embora os casos humanos fossem documentados na cidade de
Nova York, concomitante com este surto, envolvendo uma regido muito mais ampla,
as autoridades de saude locais observaram o aumento da mortalidade entre as aves
(especialmente corvos) e cavalos. A causa do surto foi demonstrada ser pelo WNV,
baseado em testes sorologicos e mapeamento de sequéncias gendmicas detectadas
em seres humanos, aves e mosquitos (Anderson et al. 1999, Jia et al. 1999, Lanciotti
et al. 1999, Petersen & Hayes 2008). Em trés anos, a doenca se encontrava
disseminada praticamente por todo territdrio norte americano, incluindo Canada e
ilhas Cayman (Lanciotti et al. 2000).

A primeira evidéncia de WNV na América do Sul ocorreu em 2004, através da

deteccdo de anticorpos especificos para WNV em cavalos na Coldémbia e em 2006
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na Venezuela (Mattar et al. 2005, Bosch et al. 2007). No mesmo ano, o virus foi
isolado pela primeira vez na América do Sul a partir de amostras de cérebro de trés
cavalos em diferentes locais da Argentina que morreram de encefalite (Morales et al.
2006). Em 2008, WNV é novamente isolado a partir de flamingos aparentemente
saudaveis de um zooldégico na Colémbia. (Osorio et al. 2012)

No Brasil, uma maior investigagao para circulacdo de WNV foi iniciada em
2002 a partir de inquéritos soroldgicos realizados em aves capturadas no litoral do
RS (MS, SVS 2003) e do estado do Rio Grande do Norte (MS, SVS 2004).
Entretanto, todos os resultados foram negativos e a primeira evidéncia da circulacao
de WNV no Brasil veio a ser reportada apenas em 2011, quando equinos higidos do
Pantanal de Mato Grosso do Sul apresentaram anticorpos neutralizantes especificos
para WNV (Pauvolid-Corréa et al. 2011). Desde ent&o, evidéncias da circulagdo de
WNV vem sendo reportadas em equinos assintomaticos no Brasil de outras
localidades como também no estado de Mato Grosso (MT), no nordeste e no sul do
RJ (Araujo et al. 2004, Silva 2010, Melandri et al. 2012) Apesar destas evidencias
sorologicas, apenas em 2015 WNV foi reportado como agente causador de
desordem neurolégica no Brasil, quando um agricultor com encefalite foi
diagnosticado sorologicamente para WNV no Piaui (Vieira et al. 2015).

Infeccbes por WNV em equinos possuem taxas de mortalidade que variam
entre 25 e 45%. Animais que sobrevivem duas a trés semanas ap0s 0 aparecimento
dos sinais geralmente se recuperam (Ward et al. 2006, Flores & Weiblen 2009b). A
infeccdo por WNV em equinos se inicia com uma viremia baixa e passageira
podendo evoluir para encefalite em aproximadamente 3 a 15 dias (Bunning et al.
2002). A doenca em cavalos é caracterizada por apresentarem ataxia, fraqueza,
fasciculacdo muscular, debilidade generalizada, incoordenacdo dos membros e
déficit de nervo craniano (Trock et al. 2001). Sendo que a maioria dos cavalos
infectados nédo apresenta sinais clinicos (Ostlund et al. 2001).

O grande impacto causado pelas epidemias nos EUA impulsionou a pesquisa
e o desenvolvimento de vacinas para uso humano e animal. Até 2007 ja existiam
vacinas convencionais inativadas, atenuadas e recombinantes desenvolvidas e
testatas em equinos, sendo quatro vacinas licenciadas. Em geral, as vacinas
conferem boa protecao contra a doenca clinica e reduzem os niveis de viremia (T et
al. 2003). A vacina que se apresentou mais eficaz, contém o poxvirus do canario,
expressando as glicoproteinas do envelope do WNV. Esta vacina foi capaz de

proteger de viremia 100% dos equinos desafiados 30 dias apds a vacinacédo e 90%
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daqueles desafiados um ano ap6s a imunizacdo, sendo que nenhum animal
desenvolveu sinais clinicos (Minke et al. 2004). Vacinas para uso humano e em aves
domeésticas de importancia econdmica também estdo em desenvolvimento e podem

ser licenciadas nos préximos anos (Van Der Meulen et al. 2005).

1.2.2 Virus da encefalite de Saint Louis (SLEV)

O SLEV foi primeiramente isolado e identificado como causador das
encefalites humanas, durante uma epidemia em 1933, na cidade de Saint Louis,
Missouri, EUA. Relacionou-se 0 aumento do numero de casos com a alta infestacéo
de mosquitos vetores do género Culex (Lumsden 1958). A constatacdo de que os
vetores seriam mosquitos do género Culex e que as aves do peridomicilio
manteriam e amplificariam o virus, ocorreu em uma epidemia em Washington em
1941 e 1942 (Hofmeister 2011).

A disseminacao ocorreu ao longo do Norte e América do Sul com ocorréncia
conhecida na Argentina e no Brasil desde 1960, com surtos relatados em 2005 na
Argentina e em 2006 no Brasil (Kopp et al. 2013)

Ao contrario do WNV que tem a sua origem conhecida a partir do Velho
Mundo, a origem de SLEV é obscura. Atualmente, sabe-se que a linhagem do virus
gue se encontra em propagacdo surgiu na America Central no século 17, junto as
grandes ocupacdes humanas em areas de floresta.

No Brasil, o SLEV foi primeiramente isolado em 1960 em um pool de
mosquitos coletados na estrada Belém-Brasilia (Vogel et al. 2005). No estado de
Sao Paulo, entre 1967 e 1969, oito isolamentos dos virus foram obtidos em
roedores, aves e ratos sentinela (Lopes et al. 1979). Na década de 1980, pequenas
epizootias causadas por SLEV envolvendo aves silvestres e animais sentinelas
ocorreram no Estado do Para. Com relacdo a populacdo humana, SLEV ja foi
detectado em 1978 de um paciente no Para (Pinheiro et al. 1981), em 2004 de uma
paciente na cidade de Sdo Paulo, inicialmente com suspeita clinica de Dengue
(Rocco et al. 2005) e durante uma epidemia de dengue em S&o ao José do Rio
Preto em 2006, foi descrito inclusive em um caso de co-infeccdo com DENV-3
(Mondini et al. 2007). Atualmente, SLEV se encontra disseminado na América do

Norte até o sul da Argentina. (Beltran et al. 2014).
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Inquéritos soroldgicos realizados entre 2005 e 2007 em equinos no Brasil
sugerem a circulacdo de SLEV em equinos da Amazonia, Pantanal de Mato Grosso
do Sul e no sul do RJ (Rodrigues et al. 2010, Pauvolid-Corréa et al. 2010, Pauvolid-
Corréa et al. 2014, Silva et al. 2010). Em 2013, foi descrito o primeiro isolamento de
SLEV em equino com desordem neurologica (Rosa et al. 2013). Apesar das
evidéncias sorolégicas em equinos, e o0 caso reportado em Minas Gerais,
normalmente o SLEV nao estéa relacionado a manifestacdes clinicas nesta espécie
(Rosa et al. 2013).

Alguns inquéritos sorologicos realizados em amostras de soro de equinos em
diversos estados do Brasil ja comprovaram a intensa co-circulacédo de flavivirus. Em
2009, no mesmo estudo realizado no Pantanal e Mato Grosso do Sul, em que foi
reportado pela primeira vez evidéncias soroldgicas de WNV no pais através de soros
de cavalos, foram evidenciados 55% de soropositivos para flavivirus entre as
amostras coletadas, também foi detectado soropositividade para SLEV, ILHV e
CPCV (Pauvolid-Corréa et al. 2011).

1.2.30 RJ e a circulacéao de flavivirus

O RJ localiza-se na regido sudeste do Brasil (22 ° 54'S, 43 ° 10'W) possuli
43.781,566 Km? de area, dividido em 92 municipios (IBGE 2015). A vegetacao
predominante € a Mata Atlantica. Destaca-se pelas paisagens diversificadas
apresentando trés unidades de relevo: regides de baixada e planalto, e 0s macicos
costeiros (CEPERJ 2016).

Uma mesorregidao € uma subdivisdo dos estados brasileiros que congrega
diversos municipios dentro de uma regido com similaridades econémicas e sociais.
As seis mesorregides do RJ sédo: Baixadas, Centro Fluminense, Metropolitana, Noroeste
Fluminense, Norte Fluminense e Sul Fluminense (CEPERJ 2011).

O RJ possui um clima gquente com areas umidas, semi-umidas e, até, secas e
uma temperatura média anual de 24° C. Com chuvas em quase todos os meses do
ano nas areas Umidas e nas semi-umidas, com periodos de mais de sete meses de
muito pouca chuva nas épocas secas. A temperatura e a distribuicdo das chuvas
pelos meses do ano variam, principalmente, de acordo com o relevo e a proximidade
do mar. Quanto mais alto, mais baixa é a temperatura. Quanto mais perto do mar,
mais amena. Desta forma, percebem-se varios tipos de clima, destacando-se o

tropical e o tropical de altitude (CEPERJ 2016).
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Cerca de 30 espécies de aves migram para a América do Sul, e permanecem
geralmente de setembro a maio, através de umas das diversas rotas migratorias do
Brasil, sendo a Rota Atlantica, a principal, que percorre toda extensdo da costa
brasileira, do Amapa até o RS. Somente o RJ conta com quatro principais areas de
concentracdo de aves migratorias do Brasil, sdo elas a Restinga de Macambaba,
ilha de Cabo Frio, Lagoa da Ribeira e Lagoa Feia, que se localizam dentro das
mesorregides norte fluminense e das baixadas litoraneas (ICMCBio 2014).

O Brasil tem o maior rebanho de equinos na América Latina e o terceiro
mundial, com cerca de oito milhdes de cabecas (MAPA 2016) produzindo uma
movimentacao financeira em torno de R$ 16,15 bilhdes anuais e ocupacéo direta de
cerca de 607 mil pessoas podendo chegar a 3 milhdes de pessoas se considerados
0s empregos indiretos. Nos Ultimos anos houve um forte crescimento das criacdes
voltada para o publico urbano, tanto para lazer quanto para esporte além dos
animais direcionados para lida, em geral associados a bovinocultura. Crescendo
também o numero e tamanho dos eventos, como provas de tambor e baliza,
vaguejadas e tantos outros (Lima & Cintra 2015). De acordo com a Pesquisa
Pecuaria Municipal realizada em 2015, no RJ totalizam 100.220 cabecas de equinos,
distribuidos nas mesorregides geograficas, divididos em diferentes tipos de criacao,

racas, e atividades que desempenham (Tabela 1) (IBGE 2015b).

Tabela 1: Efetivo de rebanho equino por Mesorregido Geografica no RJ em 2015 e

percentual em relacdo a populacéo total

Mesorregido Efetivo rebanhos % Em relacdo a populacéo total
Metropolitana 28.356 28,3%
Noroeste Fluminense 20.564 20,5%
Norte Fluminense 19.925 19,9%
Baixadas litoraneas 11.213 11,2%
Centro Fluminense 9. 621 9,6%
Sul Fluminense 10.541 10,5%
Total: 100.220 100%

A vegetacdo do RJ é constituida por formacdes diferenciadas, que inclui a
floresta ombrofila densa, floresta ombréfila mista, floresta estacional semidecidual,
areas de formacBes pioneiras (restingas e manguezais), vegetacao xeromoérfica e

refagios ecoldgicos (Veloso et al. 1991)
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Encontra-se no planalto, sobretudo nas areas de relevo mais acidentado,
areas remanescentes de floresta, conhecida como Mata Atlantica, que antes cobria
quase todo o territério do Estado (CEPERJ 2016). As condi¢Bes ecoldgicas e
ambientais da mata Atlantica favorecem um conjunto diversificado de mosquitos,
incluindo espécies que sdo vetores potenciais de patégenos humanos e animais.
Estudos realizados nesta floresta dentro da regido sudeste, indicam ampla
distribuicdo espacial desses mosquitos a alta exposi¢cdo dos individuos as picadas
(Laporta et al. 2012).

Devido aos processos historicos de ocupagcdo e uso econ6mico da costa
brasileira, a Mata Atlantica com alta taxa de desmatamento e degradacao de seus
ambientes tem levado ao desaparecimento de varias espécies tanto da flora quanto
da fauna. Essas acles resultaram na fragmentacdo do habitat e isolamento das
areas remanescentes (Tanizaki-Fonseca & Moulton 2000). A Mata Atlantica esta
entre 0s cinco hotspots mais importantes de biodiversidade, ou seja, entre as
regides mais ricas e ameacadas do planeta. Atualmente concentra os maiores
fragmentos florestais concentram-se nas cadeias montanhosas da Serra do Mar
acima de 500 m. Analisando em conjunto com os fragmentos menores estima-se
que tenha restado cerca de 8.000 km? de florestas (Tanizaki-Fonseca & Moulton
2000). Dados levantados pelo SOS Mata Atlantica em 2000 apontaram uma area
correspondente a 16,7% do RJ ocupada pelo que restou da Mata Atlantica, sendo
gue 29,8% encontram-se em Unidades de Conservacédo (SOSMA 2013).

No litoral do RJ existem outros tipos de cobertura vegetal, como o0s
manguezais e a vegetacdo existente nas praias, restingas e dunas. As baixadas
estdo entre o planalto e o oceano, entremeando-se também pelas colinas e maci¢os
costeiros, que sao elevacdes dentro destas areas das baixada (CEPERJ 2016).

Nos ultimos anos, particularidades ocorreram no RJ, como desenvolvimento
da exploracdo de petroleo e gas que incluiram as mesorregides norte e baixadas
litordneas levando-as a um alto impacto ambiental tanto pela atividade como
também pelo aumento do crescimento demografico (particularmente urbano),
promovendo com isso uma pressao importante ao meio ambiente. Além disso, a
urbanizacdo na regido das baixadas litoraneas se intensifica na faixa costeira,
ameacando ndo apenas as restingas, mas também as praias, 0S manguezais e as
lagoas. Mais intensamente na regido norte fluminense, fazendas adjacentes
invadem e assoreiam partes da lagoa para incorporar terras. Ha também o

crescimento imobilidrio intenso, com ameagas constantes de construcdo, que
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utilizam a faixa de areia e vegetacdo préxima a praia. Outro fator de pressdo no RJ é
um gasoduto que atravessa oito municipios do RJ entre Macaé e Duque de Caxias
(Valente et al. 2011).

Desde a década de 1980 no RJ, enfrenta-se de forma quase ininterrupta,
sucessivas epidemias de DENV que, desde entdo, vém surgindo com a entrada e
circulacdo de todos os quatro sorotipos, e o estabelecimento de uma situacdo de
hiperendemicidade dramaticamente demonstrada. Hoje, com o aparecimento do
ZIKV e CHIKV hé a co-circulacao de pelo menos trés arbovirus onde se convive com
falhas na prevencdo, dependentes de aspectos de saulde, macroestruturais,
socioecondmicos e ambientais (Valle et al. 2016).

Nos anos que ocorreram o inicio das epidemias de DENV no periodo de 1986
a 2003, temperaturas mostraram-se significativamente mais altas durante o verdo
gue nos demais anos, sugerindo ser a temperatura um fator critico para o inicio das
epidemias (Camara et al. 2009). A relacdo entre a temperatura e a transmissao de
patdgenos, como as doencas transmitidas por vetores, ganhou atencao significativa
considerando o grave impacto que o aumento da temperatura global pode impactar
na transmissao de algumas doencas (Patz et al. 2005, Barcellos et al. 2009). Assim
como o0 aumento da competéncia dos vetores para varios outros flavivirus quando se
encontram em temperaturas elevadas, WNV tem o ciclo de replicacéo elevado nos
vetores em temperaturas mais elevadas, aumentando a cinética de disseminacao e
transmissao (Kilpatrick et al. 2008).

A circulacdo de SLEV e WNV em equinos do RJ ainda é pouco conhecida,
com estudos realizados em Resende (Silva et al. 2014). Na década de 1970, um
inquérito soroldgico realizado com criancas em idade escolar no RJ detectou a
presenca de imunoglobulinas anti-SLEV em 3% do grupo avaliado (Pinheiro et al.
1975).

Casos de desordem neurolégica sdo comumente observados em equinos do
estado sem confirmacéo diagndstica. Considerando: 1) a significativa populacdo de
equinos no RJ; 2) a circulacdo de aves migratérias da Rota Atlantica provenientes da
costa leste dos Estados Unidos em areas de concentracdo no RJ; 3) evidéncias
sorologicas da circulacdo de SLEV no RJ; e por fim 4) Relatos de casos de
desordem neurologica de etiologia ndo esclarecida em equinos do RJ.

Estudos que visem utilizar equinos como marcadores para circulacdo de
SLEV e WNV tém uma efetiva aplicacdo para vigilancia destes arbovirus no estado.

InvestigagBes de circulagéo viral em animais podem ser consideradas importantes
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indicadores para saude publica, com o propésito de servir de alerta precoce para
gue medidas de controle possam ser adotadas pelas autoridades de saude, tanto

humana quanto veterinaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Evidenciar a exposi¢cao de equinos do RJ a SLEV e WNV.

2.2 Objetivos Especificos

1) Detectar anticorpos para SLEV e WNV em equinos do RJ;
2) Detectar a presenca de flavivirus e especificamente WNV em amostras de soro
elou liquor de equinos de propriedades acometidas por epizootia de desordem

neurolégica no RJ
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Instituicdes participantes

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Flavivirus do Instituto Oswaldo
Cruz, Centro de Referéncia Regional para Dengue e Febre Amarela (LABFLA) e
contou com o apoio do setor de Arbovirologia do Instituto Evandro Chagas/Belém

pela doacéo dos antigenos.

3.2 Aspectos éticos

Todos os procedimentos estdo de acordo aos principios éticos de
experimentacdo animal, aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do
Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC), sob protocolo 047/2015 e aprovacao 07/2016.

Todas as coletas de sangue dos equinos foram feitas com o consentimento
dos proprietarios e/ou dos médicos veterinarios responsaveis em todas as
propriedades onde foram realizadas e contaram com a participacdo dos seus

funcionarios.

3.3 Armazenamento das amostras

As amostras de soro utilizadas no estudo foram coletadas a campo de

equinos e posteriormente armazenadas a -70°C, no LABFLA.

3.4 Escolha das propriedades e dos animais

Para este estudo transversal foram selecionados por conveniéncia,
estabelecimentos agropecuarios com criacdo de equinos independente de sexo,
raca e idade.

A escolha dos animais foi feita de forma ndo aleatéria, ou seja, de acordo com
a autorizacdo dos seus proprietarios e/ou responsaveis para a participacdo no
estudo, sob ciéncia do propésito e implicagbes do mesmo. ApoOs autorizagao,
responderam um questionario (ANEXO A) com a finalidade de avaliar informacdes
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sobre o perfil de criagdo dos cavalos, idade, sexo, evidéncias de sinais clinicos,
vacinacao, viagens, manejo da propriedade e outros provaveis fatores relacionados
a exposicao a flavivirus. Por estarem envolvidas tradicionais propriedades de criacdo
de cavalos, com animais de grande performance e alto valor, para possibilitar a
participacdo destes no estudo, sem prejudicar suas posi¢cdes neste complexo do
agronegocio do cavalo foi apresentado a cada uma, um termo de confidencialidade e
sigilo, garantindo a nao divulgacao de qualquer tipo de identificacdo nem do animal e
nem da propriedade (ANEXO B).

Mesmo sabendo das limitacbes em obter informacdes confidveis dos
responsaveis pelos animais, sobre o histérico de deslocamentos realizados, dentro
do possivel ndo foram selecionados equinos com histérico de viagem para outros
estados e/ou regido fora da abordada, afim de se obter uma informacgéo relacionada
somente a determinada regiéo.

Os animais coletados foram principalmente cavalos sadios. Em duas
propriedades, além da coleta de sangue em animais sadios, também foram
coletadas amostras de dois cavalos que apresentaram desordem neurolégica aguda,

sem diagnostico definido, tendo apenas sido descartada a raiva.

3.4.1Critérios de inclusao

Equinos residentes no RJ, durante o periodo do estudo, independente de
sexo, raca e idade, principalmente sadios como também aqueles que apresentam
guadro clinico sugestivo de desordem neuroldgica, sob ciéncia e autorizacdo de

seus proprietarios e responsaveis.

3.4.2Critérios de nao inclusao:

Equinos néo residentes no RJ,
Equinos com histérico de viagem para outros estados e/ou regiao.
Equinos que ndo obtiverem autorizacdo de proprietarios e responsaveis para

participacdo no estudo.

26



3.5 Calculo e tamanho da amostra

O célculo para o tamanho da amostra foi planejado tendo como referéncia o
efetivo de equinos (cabecas) de acordo com Sistema IBGE de Recuperacao
Automatica — SIDRA, 2015 realizado com auxilio do programa openepi

(http://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm). Frente a uma populacéo

estudada disponivel de 100.220 equinos no RJ estimando a frequéncia de
soropositividade em 50% (+-5%) e limite de confianca de 5%. Por este célculo
deveriam ser avaliados no minimo, 383 animais, a fim de se obter um intervalo de

confianca de 95%. No presente estudo foram avaliados 435 animais.

3.5.1Constituicdo dos grupos

As amostras de soro colhidas foram agrupadas segundo a sua localizagéo
geografica, sexo, idade, funcdo e a fim de se verificar a influéncia desses fatores na
ocorréncia de anticorpos para WNV e SLEV.

Em relacdo ao numero minimo de amostras de soro de equinos coletados em
cada Mesorregido Geografica, foi considerado o percentual de animais que cada
mesorregido participa na populacéo total e calculou-se o mesmo percentual do valor
calculado para o tamanho minimo da amostra (383). Desta forma, as quantidades
aproximadas minimas de soro a serem coletados por regido deveriam ser: 109
animais na Regido Metropolitana, 79 no Noroeste Fluminense, 76 no Norte
Fluminense, 42 nas Baixadas Litoraneas, 37 no Centro Fluminense e 40 no Sul
Fluminense. Em algumas regides, por ter ocorrido maior oportunidade de coletas,
um numero maior de animais foi coletado.

Na Regido Metropolitana foram coletadas amostras de 114 animais, sendo 17
animais em Duque de Caxias, 43 em Teresopolis, 54 em Cachoeiras de Macacu. Na
Regido Noroeste Fluminense, foram coletadas de 79 animais sendo 38 soros em
Bom Jesus do Itabapoana e 41 soros em Itaperuna. Na Regido Norte Fluminense
coletados 76 soros, sendo de 6 animais em Campos dos Goytacazes, 24 em S&o
Fidelis e 46 em Macaé. Nas Baixadas Litoraneas, coletados 77 soros, sendo 22 em
Araruama, 31 em Saquarema e 24 em Casemiro de Abreu. Na Regido Centro
Fluminense, 49 soros foram coletados, sendo 20 soros em Cantagalo, 16 em
Paraiba do Sul e 13 em Areal. Na regido Sul Fluminense, 40 soros foram coletados,

sendo 17 soros coletados em Barra do Pirai e 23 animais coletados em Resende.
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Um total de 20 propriedades do RJ, dentro de 17 municipios diferentes foram

amostradas dividindo-se em 6 propriedades na regido metropolitana, 2 propriedades

na regiao noroeste fluminense 3 propriedades na regiao norte fluminense e 3 nas

baixadas litoraneas 3 na regido centro fluminense e 3 na regido sul fluminense

(Tabela 2, Figura 5).

Tabela 2: Numero de propriedades e animais por propriedade coletados nas

Mesorregifes e Municipios do RJ

o C o, N©° N©°
Mesorregido Municipios propriedades Animais Total
Duque de Caxias 1 17
Metropolitana Cachoeiras de Macacu 3 54 114
Teresopolis 2 43
Bom Jesus do
Noroeste 1 38
Fluminense Itabapoana 1 41 79
Itaperuna
Campo dos Goytacazes 6
Norte Fluminense Sao Fidelis 111 24 76
Macaé 46
Araruama 1 22
Baixadas Litoraneas Saquarema 1 31 77
Casemiro de Abreu 1 24
Cantagalo 1 20
Centro Fluminense Paraiba do Sul 1 16 49
Areal 1 13
. Barra do Pirai 2 17
Sul Fluminense Resende 1 23 40
Total: 17 20 435 435
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Figura 5: Distribuicdo das Mesorregifes e Municipios amostrados no RJ.

Mesorregides geograficas:
I Noroeste fluminense

Norte fluminense

Centro fluminense
B Metropolitana

Sul fluminense
Baixada litordnea

Foram coletadas amostras de soro de 125 animais do sexo masculino e 310
animais do sexo feminino.

Com relacdo a faixa etaria estes animais foram subdivididos em 5 grupos:
Grupo 1: animais com idade igual ou inferior a 6 meses de idade (n=7), Grupo 2:
animais acima de 6 meses e igual ou inferior a 24 meses de idade (n=63), Grupo 3:
animais acima de 24 meses e igual ou inferior a 72 meses de idade (n=123), Grupo
4: animais acima de 72 meses e igual ou inferior a 120 meses de idade (n=133) e
Grupo 5 constituido por animais com idade superior a 120 meses de idade (n=86). A
idade dos animais foi determinada pelo responsavel pelo animal no momento da
colheita da amostra de sangue.

As atividades que o0s animais desempenhavam estavam divididas em:
trabalho, esporte, lazer e reproducdo desta forma, seis sdo animais usados para
trabalho nas propriedades, como pecuaria, tracdo, entre outros. Duzentos e dezoito
animais desenvolvem diferentes modalidades de esportes, quarenta animais s&o

destinados para lazer e cento e setenta e um para reproducéo.
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3.5.2Amostras de animais com desordem neuroldgica aguda

Em duas propriedades amostradas para este estudo, ha mesma ocasido das
coletas houve a ocorréncia de casos de desordem neuroldgica aguda inespecifica
seguida de 6bito em alguns animais.

Propriedade 1:

Propriedade localizada em regido rural no municipio de Teresopolis, com
criacdo de 22 equinos. Em agosto de 2015 ocorreram casos de desordem
neuroldgica aguda sem diagnéstico definido em 12 animais, sendo um deles com
evolucao para 6bito e o restante obtiveram resposta positiva a terapia de suporte
terapéutico. Ocorreram relatos ndo confirmados de quadros semelhantes em
propriedades proximas. Foram cedidas pelo meédico veterinario responsavel da

propriedade, amostras de soro todos os 22 animais residentes no local (Tabela 3).

Propriedade 2:

Propriedade localizada em regido rural no municipio de Saquarema, com
criacdo de aproximadamente 60 animais apresentou em janeiro de 2016 casos
desordem neuroldgica aguda sem diagndéstico definido com evolugdo para o 6bito
em trés cavalos que se encontravam agrupados em um piquete distante dos demais,
dentro de uma area de vegetacdo densa e recém desmatada para preparacdo de
piquetes. Foram coletadas amostras de um animal que ocorreu o Obito e mais 10

animais que compartilhavam o mesmo piquete (Tabela 3).

Tabela 3: Numero de propriedades e animais com casos de desordem neurologica

aguda por Mesorregides e Municipios do RJ.

Mesorregido Municipios N° propriedades N° Animais
Baixadas Litoraneas Saquarema 1 11
Metropolitana Teresopolis 1 22
Total: 2 33
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3.5.3Coleta, processamento e armazenagem da amostra sanguinea

As amostras de sangue foram coletadas no periodo entre agosto de 2015 a
outubro de 2016, envolvendo todas as estacdes, condi¢des climaticas e ecoldgicas.

A coleta de sangue para obtencado de soro foi realizada através da puncéo da
veia jugular externa, utilizando agulhas no calibre 25 x 0,8 mm acoplada a um
dispositivo para coleta em tubo descartavel a vacuo, tipo Vacutainer®, de material de
silicone, 15x100mm, com acelerador de coagulacéo e capacidade maxima de 10ml.
Apés a coleta, as amostras de sangue foram mantidas em temperatura ambiente até
a coagulacdo e completa retracdo do coagulo. O soro obtido foi separado apés
centrifugacéo e transferido para dois tubos. Um tubo para pesquisa de anticorpos e
um outro tubo contendo 560 ul de AVL para testes moleculares. Os tubos foram
identificados e transportados em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel para o

LABFLA onde foram mantidos a -70 C até o momento das analises.

3.5.4 Andlises Laboratoriais

Antes de iniciarem os testes para pesquisa de anticorpos e virus as aliquotas
das amostras destinadas ao teste sorologico foram inativadas em banho maria a 56
°C por 45 min e congeladas a -20°C. As destinadas ao PCR em tempo real foram
mantidas em tampé&o AVL a — 70°C até o momento da extracdo do RNA.

Todas as etapas seguintes envolvendo manipulacdo das amostras biolégicas,
foram realizadas com uso de barreiras de contencdo primaria através da utilizacéo
de equipamentos de protecdo individual como jaleco, mascara, luvas e
equipamentos de contencdo coletiva como cabine de seguranca biologica em

laboratério de nivel de seguranca 2 (NB2).

3.5.5Teste sorologico - Elisa de Bloqueio

Todas as amostras coletadas de soro dos equinos foram submetidas a
técnica de ELISA de bloqueio para pesquisa de anticorpos anti-SLEV e anti-WNV
(Blitvich et al. 2003a, b).

Este teste baseia-se na capacidade das imunoglobulinas do hospedeiro
bloquearem a ligacdo de anticorpos monoclonais com o antigeno. Microplacas séo

sensibilizadas com antigeno seguido da adicdo dos soros testes, onde anticorpos
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especificos quando presentes na amostra, ao se ligarem no antigeno previamente
fixado a placa bloqueiam a ligacdo destes ao anticorpo monoclonal (MADb). Apds a
lavagem, o MAb néo ligado ao antigeno é retirado ndo ocorrendo assim a reacdo
colorimétrica desencadeada pela peroxidase, conjudada ao MAb, na ultima etapa do
ensaio. Desta forma, as amostras positivas ndo apresentam reacdo colorimétrica
(Blitvich et al. 2003a, b, Kitai et al. 2007)

Para a pesquisa de anticorpos para SLEV e WNV, as amostras de soro foram
submetidas a técnica de ELISA de blogueio em dois testes separadamente. Um
teste em uma placa sensibilizada com antigeno de WNV e um segundo teste em
outra placa sensibilizada com antigeno de SLEV. O mesmo MAb 6B6C-1 HRP
(conjugado a peroxidase), reativo ao grupo dos flavivirus (Jackson Immuno
Research), foi usado nos dois testes.

Os antigenos utilizados nos dois testes foram gentilmente cedidos pela
Secédo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas (IEC).
De acordo com a informacéo técnica fornecida com o reagente, os antigenos foram
preparados a partir de cérebros de camundongos infectados com os virus, pela
técnica de extracdo por sucrose-acetona (Casals & Brown 1954, Clarke & Casals
1958)

3.5.5.1 Calculo dadiluicdo do antigeno e do MAb 6B6C-1

Antes de iniciar o ELISA de bloqueio, determinou-se a diluicdo Otima dos
antigenos de SLEV e WNV, bem como do MAb 6B6C-1 através de titulacdo. Os
antigenos foram diluidos de 1:40 até 1:5120 e o MAb de 1:250 até 1:4000.

Para a execucdo da titulacdo, microplacas de poliestireno de noventa e seis
orificios COSTAR® 3595 foram sensibilizadas utilizando os quarenta poc¢os internos
com 100ul de antigeno de WNV ou SLEV (dependendo da titulacdo realizada) em
uma diluicdo seriada de concentracdo inicial 1:40 até 1:5120 em solu¢do tampéao
carbonato-bicarbonato (50mM carbonato de Sédio, 50 mM bicarbonato de sédio, PH
9.6). A seguir, as placas foram incubadas por 16 horas a 4°C em camara umida. No
dia seguinte a sensibilizacdo, as microplacas foram lavadas 4 vezes com solucao de
lavagem (0.1% Tween 20 em solucdo tampdo fosfato salino [PH 7.4]), em lavadora
automatica, e depois incubadas por 40 minutos a 37°C em camara Umida com uma
solucdo de bloqueio com a finalidade diminuir reagbes inespecificas (solugéo

tampado fosfato salino contendo 5% de leite desnatado). Sequentemente as
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microplacas foram novamente lavadas 4 vezes com solucdo de lavagem antes da
adicdo do MAb 6B6C-1 HRP, diluido seriadamente de 1:250 até 1:4000 em solugdo
de bloqueio. As microplacas foram entdo novamente incubadas por uma hora a 37°C
em camara Umida e posteriormente lavadas 4 vezes com solucdo de lavagem.
Finalizando, foram adicionados em cada poco da microplaca, 75 pl de solucéo
preparada com volumes iguais da solucdo A e B do Substrato Peroxidase ABTS
(azino-bis [3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (KPL, Gaithersburg, Md.). Em 15
minutos foi observada a reagao colorimétrica. A leitura dos resultados foi obtida com
base na densidade 6tica (DO) determinada em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 405 nm.

As diluicdes 6timas foram determinadas levando-se em consideracdo a
producdo de uma reacgdo colorimétrica satisfatéria utilizando maior diluicdo possivel

dos antigenos e do MAb (Figura 6).

Figura 6: Titulacdo do antigeno de SLEV e do MAb 6B6C-1.

3.5.6 Execucéo do ELISA de Bloqueio

Em cada placa foram testadas 18 amostras de soro de equino além de um
controle positivo (amostra positiva por PRNT90 do banco amostral do Laboratorio de
Flavivirus do Instituto Oswaldo Cruz) e um controle negativo (amostra negativa por
PRNT90 do banco amostral do Laboratério de Flavivirus do Instituto Oswaldo Cruz),

todos em triplicata (Figura 7)
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Figura 7: Esquema de distribuicdo de amostras na placa.
1 2 3 4 5 & 7 B % 1 1M 12

Para a execucdo do ELISA de bloqueio, microplacas de poliestireno de 96
orificios COSTAR® 3595 foram sensibilizadas utilizando os sessenta poc¢os internos
(ndo utilizando as duas colunas e duas fileiras mais externas da placa) com 100ul de
antigeno de WNV ou SLEV (dependendo do teste realizado) em solugdo tampéao
carbonato-bicarbonato. A seguir as placas foram incubadas por 16 horas a 4°C em
camara umida. No dia seguinte a sensibilizacdo, as microplacas foram lavadas com
solucdo de lavagem, em lavadora automatica, apés a lavagem, as placas foram
incubadas por 40 minutos a 37°C em camara umida com a solucdo de bloqueio. Em
seguida a microplacas foram novamente lavadas 4 vezes com solucdo de lavagem
antes da adicdo das amostras e dos controles positivos e negativos. Todas as
amostras bem como os controles foram diluidas em 1:10 na solucao de bloqueio e
testadas em triplicatas em volume final de 50 pl. As microplacas foram entéo
incubadas por duas horas a 37°C em camara Umida, e depois lavadas em solucao
de lavagem. Apos a lavagem, foi adicionado as placas o MAb 6B6C-1 HRP diluido
em solucdo de blogueio de acordo com o resultado da titulacdo. As microplacas
foram novamente incubadas por uma hora a 37°C em camara umida e depois
lavadas 4 vezes em solucao de lavagem. Apés lavagem, foram adicionados em cada
poco 75 pl de solucéo reveladora composta por volumes iguais da solucdo A e B do
substrato peroxidase ABTS (azino-bis [3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (KPL,
Gaithersburg, Md.) e as placas incubadas por 15 minutos na estufa a 37°C. A leitura

dos resultados foi obtida pela densidade otica (DO) determinada em
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espectrofotbmetro com comprimento de onda de 405 nm. Apés a leitura, foram
determinadas as médias da DO de cada soro em teste e também dos controles

(Figuras 8 e 9).

Figura 8: Etapas ELISA de Bloqueio.
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Figura 9: Demonstracédo do ELISA de bloqueio.
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Amostra positiva (A) e amostra negativa (B) para Ac anti-flavivirus.

A interpretacdo dos resultados foi obtida com aplicacdo dos valores da DO

obtida na leitura das placas na seguinte férmula:

% = 100 — [ (DO amostra — DO Branco) / (DO controle negativo — DO Branco) ] x 100

Onde, DO= densidade otica e Branco = média dos 36 pocos externos.
A capacidade da amostra de soro que estd sendo testada bloquear a ligacao
do MAb 6B6C-1 com o antigeno (WNV ou SLEV) fixado a placa é comparada com a
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de uma amostra de soro negativa utilizada como controle. Os resultados estédo
expressos em percentual de bloqueio e amostras =230% de bloqueio sé&o
consideradas soropositivas, como descrito por Blitvich et al. 2003.

Para testar a sensibilidade e especificidade do teste foram utilizados 5
controles reativos ao WNV, 5 controles reativos ao SLEV e 5 controles negativos em
placas sensibilizadas com antigeno de SLEV e em placas sensibilizadas com
antigeno de WNV.

3.5.7Teste Molecular:

Todos as amostras dos animais provenientes das duas propriedades onde
ocorreram casos de desordem neurolégica, incluindo os que apresentaram quadro
clinico e os conviventes foram submetidas primeiramente ao RT-PCR para flavivirus
(one-step flavivirus RT-PCR) e também pelo protocolo em tempo real (one-step
Real-time WNV RT-PCR).

3.5.8 Extracdo de RNA

Um total de 35 amostras, sendo 34 soros e 1 liquor foram submetidas a
extracdo de RNA utilizando o kit comercial (QlAamp Viral RNA mini kit da QIAGEN,

EUA) de acordo com as instruc¢des do fabricante.

3.5.9RT-PCR, para flavivirus. One Step

As amostras de RNA foram submetidas a RT-PCR utilizando a metodologia
adaptada por Moreau (2007), para deteccdo de amplo espectro de fragmentos
gendémicos de flavivirus. Este protocolo esta baseado na amplificacdo de 269 a 272
pb da regido N terminal e gene NS5 e utiliza iniciadores (PF2R e PF1S).

Para a reacdo de RT- PCR foram utilizados 2,5ul de RNA em um volume final
de 25pl por reacdo. Foram adicionados 5ul de 5X OneStep Qiagen Buffer, 1ul dNTP
mix (400 uM) 2,15ul Primer PF2R (0,6uM) e 2,15ul PF1S (0,6uM), 11,2ul de agua
livre de RNAse/DNAse e 1ul Qiagen One Step RT-PCR Enzyme Mix. Foram
utilizados quatro controles positivos, sendo um de ZIKV, outro de DENV-1, outro de

SLEV e outro de WNV pertencentes do laboratério de Flavivirus como também agua
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ultra-pura como controle negativo nas reagdes. No sistema Bioer Line-Gene 9660
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), as condi¢des de termociclagem
utilizadas foram: 50°C por 30 minutos para a transcricdo reversa (RT), seguida de
95°C por 15 minutos (inativacdo da enzima RT e ativacdo da Taq Polimerase)
seguido de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturacdo do DNA), 55,8°C por 1
minuto (hybridizagéo), 72°C por 1 minuto (extenséo) e ainda 1 ciclo de 72°C por 10
minutos (extenséo final). Apds o término, o produto final da reacéo foi aplicado ao

gel de agarose para avaliagao do resultado obtido.

3.5.10 One-step real-time RT-PCR Genesig® Standard Kit Quantification of
WNV genomes (Primerdesign™ Ltda)

As amostras de RNA foram submetidas a RT-PCR em tempo real para WNV
utilizando a plataforma TagMan® RT-PCR com iniciadores especificos para WNV
desenhados para amplificacdo de regibes nao codificantes 3° e 5° do genoma do
WNV.

Foi utilizado o Genesig® Standard Kit Quantification of WNV genomes
(Primerdesign™ Ltda). Os iniciadores deste kit tém 100% de homologia com
sequéncias de referéncia de WNV clinicamente relevantes e foram desenhados para
guantificacdo especifica e exclusiva de todas as linhagens de WNV (Genesig 2016).
Foram adicionados 10 pl de 2X oasig OneStep gRT-PCR mastermix (PrimerDesign),
1 pl de WNV primer e sonda, 1ul de agua livre de RNAse/DNAse e 5ul de RNA
obtendo um volume final de 20 pl por reacdo. Foram utilizados trés controles
positivos para WNV, sendo um do préprio kit e dois pertencentes ao laboratorio de
Flavivirus como também agua ultra-pura como controle negativo nas reacoes.

No sistema Bioer Line-Gene 9660 Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
as condicdes de termociclagem utilizadas foram: 55°C por 10 minutos para a
transcricdo reversa (RT), seguida de 95°C por 2 minutos (inativacdo da enzima RT e
ativacdo da Taq Polimerase), seguidos de cinquenta ciclos de 95°C por 10 segundos
(desnaturacédo do DNA) e 60°C por 60 segundos (amplificacéo e coleta dos dados de

fluorescéncia através de FAM).
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3.6 Analise estatistica:

O pacote estatistico GraphPad Prismv7.01 foi empregado para o
processamento e andlise de dados. As significaAncias estatisticas da relagcédo entre as
varidveis descritas acima foram confrontadas pelo teste do Qui-quadrado (X2) ou
exato de Fisher, conforme o caso. Admitindo-se o nivel de significancia (a) de 0,05,

para rejeicao da hipotese de nulidade (p< a).
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4 RESULTADOS

As defini¢cdes dos termos utilizados estdo no Anexo C.

4.1 Resultados Soroldgicos

Um total de 435 amostras de soro de cavalos do RJ foram testadas para
presenca de anticorpos anti-SLEV e anti-WNV pelo método ELISA de bloqueio.
Foram consideradas soropositivas as amostras que apresentaram um percentual de
inibic&do igual ou maior de 30%.

Desta forma, 200 (46%) amostras apresentaram anticorpos para flavivirus
considerando as reac6es monotipicas e as reacdes inespecificas e cruzadas e 235
(54%) foram soronegativas (Grafico 1).

Um total de 162 (37,24%) amostras foram sororreativas no teste com WNV.
Com relacéo ao teste com SLEV, 111 amostras (25,5%) foram sororreativas. Um
total de 73 (16,78%) amostras foram sororreativas nos dois testes (Grafico 2).

Entre os 111 equinos que foram sororreativos para SLEV, 38 (34,23%) foram
reacdes monotipicas (Grafico 2).

Com relacdo aos 162 equinos sororreativos para WNV, 89 (54,93%)

apresentaram reacao monotipica (Grafico 2).

Grafico 1: Equinos do RJ reagentes e ndo reagentes no ELISA de bloqueio para
SLEV e WNV
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Grafico 2: Equinos do RJ reagentes no ELISA de bloqueio para SLEV e WNV
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4.2 Resultados segundo a localizacao geografica:

4.2.1Mesorregides geograficas:

Em todas as mesorregides geograficas foram detectados animais
sororreagentes para flavivirus. Foram 29 na mesorregido Metropolitana, 52 no
Noroeste Fluminense, 51 no Norte Fluminense, 37 nas Baixadas Litoraneas, 26 no
Centro Fluminense e 5 no Sul Fluminense. O maior numero de animais
sororreagentes foi observado nas mesorregides Norte e Noroeste Fluminense com
guantidades equivalentes (p<0.0001). A mesma semelhanca dos resultados foi
observada quando se compara o percentual de animais sororreagentes em relacéo
ao numero total de animais amostrados em cada mesorregido, com 65,8% e
67,10%, respectivamente. Nas outras mesorregides, 53% dos equinos foram
sororreagentes no Centro Fluminense, 48% nas Baixadas Litoraneas, 25,43% na
mesorregido Metropolitana e 12,5% no Sul Fluminense. A média de animais

reagentes entre as Mesorregides geograficas no RJ foi 45,30% (Gréfico 3, Tabela 4).
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Grafico 3: Percentual de equinos do RJ reagentes e ndo reagentes no ELISA de
bloqueio para SLEV e WNV por mesorregido geogréfica
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Tabela 4: Numero e percentual de animais reagentes a flavivirus pelo ELISA de

bloqueio por mesorregido geografica no RJ

n o n i N° Animais % soropositivos em relagdo ao
Mesorregiao N® Animais Soropositivos para total de animais testados por
Geogréfica testados pOSILVOS p ™ '0S p

flavivirus Mesorregido Geografica
Metropolitana 114 29 25,43%
Noroeste 79 52 65,8%
Fluminense
Norte 76 51 67,10%
Fluminense
Baixadas. 77 37 48%
Litoraneas
Centro 49 26 53%
Fluminense
Sul Fluminense 40 5 12,5%
Total: 435 200 45,30%

4.2.2 Reatividade para WNV e SLEV:

O percentual de reatividade especifica para WNV em cada mesorregiao
geografica do RJ foi de 12,5% (n=5) entre os animais no Sul fluminense, 22,80%

(n=26) entre os animais da mesorregido metropolitana, 52,63% (n=40) no Norte
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fluminense, 46,83% (n=37) no Noroeste fluminense, 42,85% (n=21) no Centro
fluminense e 42,85% (n=33) nas Baixadas litoraneas (p<0.0001).

Dentre as reacfGes para WNV em cada mesorregido geografica, o percentual
de animais que reagiram de maneira monotipica foi de 100% (n=5) no Sul
fluminense, 57,69% (n=15) na mesorregido metropolitana, 45%(n=18) no Norte
fluminense, 54,05% (n=20) no Noroeste fluminense, 33,33% (n=7) no Centro
fluminense e 72,72% (n=24) nas Baixadas litoraneas (p=0,0191).

O percentual de reatividade especifica para SLEV em cada mesorregiao
geogréfica do RJ foi de 12,28% (n=14) na metropolitana, 43,42% (n=33) no Norte
fluminense, 40,50% (n=32) no Noroeste fluminense, 38,77% (n=19) no Centro
fluminense e 16,88% (n=13) nas Baixadas litoraneas (p<0.0001).

Dentre as reacdes para SLEV em cada mesorregido geogréfica, o percentual
de animais que reagiram de maneira monotipica foi de 21,42% (n=3) na mesorregiao
metropolitana, 33,33% (n=11) no Norte fluminense, 46,87% (n=15) do Noroeste
fluminense, 26,31% (n=5) no Centro fluminense e 30,76% (n=4) nas Baixadas
litoraneas (p<0.0003).

O percentual de reatividade para os dois flavivirus WNV e SLEV em cada
mesorregido foi de 9,64% (n=11) na mesorregido metropolitana, 28,94% (n=22) no
Norte fluminense, 21,51% (n=17) no Noroeste fluminense, 28,57% (n=14) no Centro

fluminense e 11,68% (n=9) nas Baixadas litoraneas (p<0.0001) (Grafico 4).

Gréfico 4: Equinos do RJ reagentes ao SLEV e WNV no ELISA de bloqueio por
mesorregido geografica
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4.2.3Municipios amostrados:

Dos 16 municipios onde foram realizadas as coletas, todos apresentaram
animais positivos para flavivirus (100%).

Os municipios que apresentaram maior ocorréncia de animais positivos em
relacdo ao numero de animais amostrados foram: Campos dos Goytacazes 83,33%
(n=5), S&o Fidélis 70,83% (n=17), Itaperuna 65,85% (n=27), Bom Jesus do
Itabapoana 65,78% (n=25), Macaé 63,04% (n=29), Paraiba do Sul 62,5% (n=10),
Areal 61,53% (n=8), Casemiro de Abreu 58,33% (n=14), Saquarema 48,38% (n=15),
Cantagalo 40% (n=8), Araruama 36,36% (n=8), Cachoeiras de Macacu 35,18%
(n=19), Duque de Caxias 29,41% (n=5), Resende 13,04% (n=3), Barra do Pirai
11,76% (n=2) e Teresoépolis 11,62% (n=5) (p<0.0001). A média de animais
reagentes entre os municipios no RJ foi 47,30% (Tabela 5, Grafico 5).

Tabela 5: Numero e percentual de animais reagentes a flavivirus pelo ELISA de

bloqueio por municipio, RJ

% reagentes para

N° N° Animais N° Animais flavivirus em relacéo
Municipios Animais reagentes nao reagentes ao total de animais
testados para flavivirus para flavivirus testados em cada
municipio
D. Caxias 17 5 12 29,41%
C. Macacu 54 19 35 35,18%
Teresopolis 43 5 38 11,62%
B J Itabap. 38 25 13 65,78%
Itaperuna 41 27 14 65,85%
C.Goytacazes 6 5 1 83,33%
Macaé 46 29 17 63,04%
Sao Fidélis 24 17 7 70,83%
Araruama 22 8 14 36,36%
Saquarema 31 15 16 48,38%
C. Abreu 24 14 10 58,33%
Areal 13 8 5 61,53%
Cantagalo 20 8 12 40%
P. do Sul 16 10 6 62,5%
Barra do Pirai 17 2 15 11,76%
Resende 23 3 20 13,04%
Total: 435 200 235 47,30%
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Grafico 5: Equinos do RJ reagentes e nao reagentes no ELISA de bloqueio para
flavivirus por municipio
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4.2 4 Amostras reativas ao WNV e SLEV

As 162 amostras reativas ao teste especifico com antigeno WNV, estavam
distribuidas no RJ com 5 animais no Sul fluminense (2 em Barra do Pirai e 3 animais
em Resende), 26 animais na metropolitana (17 em Cachoeiras de Macacu, 5 em
Duque de Caxias, 4 em Teresopolis), 40 no Norte fluminense (2 em Campos dos
Goytacazes, 28 em Macaé, 10 em Séao Fidélis), 37 no Noroeste fluminense (19 em
Bom Jesus do Itabapoana e 18 em Itaperuna), 21 no Centro fluminense (8 em Areal,
5 em Cantagalo e 8 em Paraiba do Sul) e 33 nas Baixadas litoraneas (7 em
Araruama, 12 em Casemiro de Abreu e 14 em Saquarema) (p<0.0001).

Das 89 reacbes monotipicas para WNV, 9 foram em Saquarema, 7 em
Araruama, 8 em Casemiro de Abreu, 1 em Cantagalo, 2 em Areal, 4 em Paraiba do
Sul, 9 em Bom Jesus do Itabapoana, 11 em Itaperuna, 17 em Macaé, 1 em Sao
Fidélis, 11 em Cachoeiras de Macacu, 2 em Duque de Caxias, 2 em Teresopolis. 2
em Barra do Pirai e 3 em Resende (p<0.0001).

As 111 amostras reativas ao teste especifico com antigeno SLEV estavam
distribuidas no RJ com 14 animais na metropolitana (8 em Cachoeiras de Macacu, 3
em Duque de Caxias, 3 em Teresopolis), 33 no Norte fluminense (5 em Campos dos
Goytacazes, 12 em Macaé, 16 em Sao Fidélis), 32 no Noroeste fluminense (16 em
Bom Jesus do Itabapoana e 16 em Itaperuna), 19 no Centro fluminense (6 em Areal,
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7 em Cantagalo e 6 em Paraiba do Sul) e 13 nas Baixadas litoraneas (1 em
Araruama, 6 em Casemiro de Abreu e 6 em Saquarema) (p<0.0001). Entre as
reacdes monotipicas, 2 foram em equinos de Cachoeiras de Macacu, 1 de
Teresopolis, 1 de Macaé, 7 de Sao Fidélis, 3 de Campos dos Goytacazes, 6 de Bom
Jesus do Itabapoana, 9 de Itaperuna, 3 de Cantagalo, 2 de Paraiba do Sul, 1 de
Saquarema, 1 de Araruama e 2 de Casemiro de Abreu (p<0.0001).

As 73 amostras reativas nos dois testes especificos, com antigeno WNV e
SLEV distribuiram-se no RJ com 11 animais na Mesorregido metropolitana (6 em
Cachoeiras de Macacu, 3 em Duque de Caxias, 2 em Teresopolis), 22 no Norte
fluminense (2 em Campos dos Goytacazes, 11 em Macaé e 9 em Séo Fidélis), 17 no
Noroeste fluminense (10 em Bom Jesus do Itabapoana e 7 em Itaperuna), 14 no
Centro fluminense (6 em Areal, 4 em Cantagalo e 4 em Paraiba do Sul) e 9 nas
Baixadas litordneas (4 em Casemiro de Abreu e 5 em Saquarema) (p=0.0755)
(Tabela 6).

Tabela 6: NUmero de animais reagentes a flavivirus pelo ELISA de blogueio por

municipio, RJ

N° Reacdes N° Reacdes N° Animais

N° Animais - N° Animais -
Municipios reagentes monotipicas reagentes monotipicas  reagentes
araWNy  para WNV ara SLEY  Para SLEV para WNV
P P e SLEV

D. Caxias 5 2 3 0 3
C. Macacu 17 11 8 2 6
Teresopolis 4 2 3 1 2
B J Itabap 19 9 16 6 10
Itaperuna 18 11 16 9 7
C.Goytacazes 2 0 5 3 2
Macaé 28 17 12 1 11
Sao Fidélis 10 1 16 7 9
Araruama 7 7 1 1 0
Saquarema 14 9 6 1 5
C. Abreu 12 8 6 2 4
Areal 8 2 6 0 6
Cantagalo 5 1 7 3 4
P. do Sul 8 4 6 2 4
Barra do Pirai 2 2 0 0 0
Resende 3 3 0 0 0
Total: 162 111 73
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4.2.5Avaliagdo dos resultados segundo sexo

Das 435 amostras de soro analisadas, 28,73% (n=125) eram equinos machos
e 71,26% (n=310) fémeas. Entre as 200 amostras de soro reagentes para flavivirus,
50 eram de equinos machos e 150 de fémeas (p=0.1365). O percentual de animais
reagentes por sexo foi semelhante sendo 40% entre os machos e 48,38% entre as
fémeas (Tabela 7).

Tabela 7: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de bloqueio por

Sexo

Reagentes para

0 . . o
Sexo flavivirus Yo animais positivos / n® animais coletados por sexo

Machos 50 40%

Fémeas 150 48,38%

Com relagcéo ao percentual de equinos reagentes para WNV entre 0s sexos,
27,2% (n=34) dos machos coletados foram reagentes, sendo 50% (n=17)
monotipicas. Com relacdo as fémeas, 40,96% (n=127) (p>0,9999) foram reagentes,
sendo 55,90% (n=71) monotipicas (p=0.1355).

Com relagdo ao SLEV, 25,6% (n=32) dos machos foram reagentes, sendo
46,87% (n=15) monotipicas enquanto 25,48% (n=79) das fémeas foram reagentes,
sendo 29,11% (n=23) destas rea¢bes monotipicas (p>0,9999), sendo e (p=0.1355).

O percentual de machos reagentes aos dois antigenos SLEV e WNV foi de
13,6% (n=17). Entre as fémeas, 18,06% (n=56) foram reagentes aos dois antigenos
(p=0.3210) (Tabela 8, Grafico 6).

Tabela 8: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de bloqueio por

sexo
Sexo % reagentes para % reagentes para % reagentes para WNV e
WNV SLEV SLEV
Machos 27,2% 25,6% 13,6%
Fémeas 40,96% 25,48% 18,06%
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Grafico 6: Equinos do RJ reagentes no ELISA de bloqueio para SLEV e WNV por

Sexo
140 127
120
100
79
60 71
60 56
0 32 23
15 17
20 I 17 2
0
Masculino Feminino
mReativos ao VWNY Reatividade monotipica ao WNV
Reativos ao SLEWV Reatividade monotipica ao SLEW

BReativos ao WHNY e ao SLEY

4.2.6 Avaliagdo dos resultados segundo a faixa etaria

Neste estudo a frequéncia de anticorpos para flavivirus segundo a faixa etaria
obteve os seguintes resultados dentro de cada grupo: Grupo 1 (idade igual ou
inferior a 6 meses): 42% (n=3 ) reativos, Grupo 2 (acima de 6 meses e igual ou
inferior a 24 meses): 33,33% (n=21), Grupo 3 (acima de 24 meses e igual ou inferior
a 72 meses): 33,84% (n=44) reativos, Grupo 4 (acima de 72 meses e igual ou
inferior a 120 meses): 54,60% (n=77) reativos, Grupo 5 (animais acima de 120
meses de idade): 58,51% (n=55) reativos (p=0.0002) (Tabela 9).

Tabela 9: Percentual de animais reagentes para flavivirus ELISA de bloqueio por

faixa etaria
Reagentes para % animais positivos / n° animais coletados por grupo
Grupo o . .
flavivirus de faixa etaria

1 3 42%

2 21 33,33%

3 44 33,84%

4 77 54,60%

5 55 58,51%
Total 200
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Foram reativos ao WNV 28,57% (n=2) dos animais do Grupo 1, 26,98%
(n=17) dos animais do Grupo 2, 23,84% (n=31) dos animais do Grupo 3, 43,97%
(n=62) dos animais do Grupo 4 e 53,19% (n=50) dos animais do Grupo 5
(p<0.0001). Das reac0es especificas para WNV dentro de cada grupo, 50% (n=1) do
Grupo 1, 64,70% (n=11) do Grupo 2, 45,16% (n=14) do Grupo 3, 51,61% (n=32) do
Grupo 4 e 62% (n=31) do Grupo 5 apresentaram reacdo monotipica ao WNV
(p=0.0006).

Foram reativos ao antigeno SLEV 28,57% (n=2) dos animais do Grupo 1,
15,87% (n=10) dos animais do Grupo 2, 23,07% (n=30) dos animais do Grupo 3,
31,91% (n=45) dos animais do Grupo 4 e 25,53% (n=24) dos animais do Grupo 5
(p=0.1079). Das reacdes especificas para SLEV, dentro de cada grupo, 50% (n=1)
dos animais do Grupo 1, 40% (n=4) dos animais do Grupo 2, 43,33% (n=13) dos
animais do Grupo 3, 33,33% (n=15) dos animais do Grupo 4 e 20,83% (n=5) dos
animais do Grupo 5 apresentaram reagao monotipica ao SLEV (p=0.05634).

Foram reativos aos dois antigenos WNV e SLEV 14,28% (n=1) dos animais
do Grupo 1, 9,52% (n=6) dos animais do Grupo 2, 13,07% (n=17) dos animais do
Grupo 3, 21,27% (n=30) dos animais do Grupo 4 e 20,21% (n=19) dos animais do
Grupo 5 (p=0,9156) (Tabela 10, Grafico 7).

Tabela 10: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de bloqueio

por faixa etaria

Grupo % reagentes para % reagentes para % reagentes para WNV e
WNV SLEV SLEV
1 28,57% 28,57% 14,28%
2 26,98% 15,87% 9,52%
3 23,84% 23,07% 13,07%
4 43,97% 31,91% 21,27%
5 53,19% 25,53% 20,21%
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Grafico 7: Equinos do RJ reagentes no ELISA de bloqueio para SLEV e WNV por

faixa etaria
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4.2.7 Avaliagdo dos resultados segundo a atividade

O percentual de equinos sororreativos para flavivirus segundo a atividade que
desempenham, incluindo animais de trabalho, esporte, lazer e reproducao: 33,33%
(n=2) dos animais usados para trabalho, 37,15% (n=81) dos animais que
desenvolvem esportes, 50% (n=20) dos animais de lazer e 56,72% (n=97) dos

animais de reproducao (p=0,0015) (Tabela 11).

Tabela 11: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de bloqueio

por atividade

- Reagentes para % animais positivos / n® animais coletados por

Atividade L -
flavivirus grupo de atividades

Trabalho 2 33,33%
Esportes 81 37,15%%

Lazer 20 50%

Reproducado 97 56,72%
Total 200

Foram reativos ao WNV, 33,33% (n=2) dos animais de trabalho, 27,52%
(n=60) dos animais de esportes, 50% (n=20) dos animais de lazer e 46,78% (n=80)
dos animais de reproducéo (p=0.0004). Com relacdo as rea¢cdes monotipicas para

WNV dentro de cada grupo foram positivos 50% (n=1) dos animais de trabalho, 60%
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(n=36) dos animais de esportes, 60% (n=12) dos animais de lazer e 50% (n=40) dos
animais de reproducéo (p=0.1524).

Foram reativos o antigeno SLEV, 16,66% (n=1) dos animais de trabalho,
20,64% (n=45) dos animais de esportes, 20% (n=8) dos animais de lazer e 33,33%
(n=57) dos animais de reproducao (p=0.0279). Com relacao as rea¢des monotipicas
para SLEV dentro de cada grupo, foram positivos 46,66% (n=21) dos animais de
esportes, 29,82% (n=17) dos animais de reproducdo e nenhum animal de trabalho
ou lazer (p=0.3335).

Foram reativos aos dois antigenos WNV e SLEV, 16,66% (n=1) dos animais
de trabalho, 11% (n=24) dos animais de esportes, 20% (n=8) dos animais de lazer e
23,39% (n=40) dos animais de reproducao (p=0.0126) (Tabela 12, Grafico 8).

Tabela 12: Percentual de animais reagentes para flavivirus por ELISA de bloqueio
por atividade

% reagentes para % reagentes para % reagentes para WNV

Atividade WNV SLEV e SLEV
Trabalho 33,33% 16,66% 16,66%
Esportes 27,52% 20,64% 11%
Lazer 50% 20% 20%
Reproducao 46,78% 33,33% 23,39%
Total

Gréafico 8: Distribuicdo de animais reagentes por ELISA de bloqueio de epitopo em
equinos agrupados por atividade no estado do RJ
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4.2 .8Testes com os controles do banco amostral

Os cinco controles positivos e reativos para WNV e SLEV (amostras testadas
por PRNT 90 do banco amostral), quando testados nas duas placas sensibilizadas
com antigenos WNV e SLEV, apresentaram reatividade aos dois antigenos. Os 5
controles negativos (amostras negativas por PRNT 90 do banco amostral), ndo
apresentaram reatividade a nenhum dos dois antigenos.

4.3 Resultados Teste Molecular

Apesar da grande sensibilidade dos testes, todas as 33 amostras de equinos
testadas foram negativas no no RT-PCR genérico para flavivirus e no RT-PCR em
tempo real para WNV. Todos os controles positivos para flavivirus utilizados no
presente estudo foram positivos e todos os controles negativos foram negativos nos
dois protocolos, tanto no RT-PCR genérico para flavivirus quanto no RT-PCR em

tempo real para WNV.
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5 DISCUSSAO

Os flavivirus estdo entre os principais arbovirus de importancia médica. O
SLEV e WNV se agrupam no complexo antigénico JEV e estdo envolvidos em casos
de doenca febril aguda e meningoencefalites tanto no homem como em animais. O
Brasil apresenta caracteristicas ecologicas e ambientais que formam um cenario
ideal para a circulacdo de flavivirus (Figueiredo 2000, 2007, Guedes 2012). O
conhecimento sobre co-circulacdo destes arbovirus no estado vem se intensificado a
cada ano (Valle et al. 2016).

Os equinos sdo altamente suscetiveis a infeccdo por flavivirus e estudos
realizados em varias partes das Américas tém demonstrado a presenca de
anticorpos de flavivirus de importancia em saulde publica em equinos (Pauvolid-
Corréa et al. 2014). Os resultados obtidos destes estudos indicam que estes animais
podem ser utilizados como importantes marcadores da circulagéo de arbovirus.

Neste estudo, procuramos evidéncias de circulagcdo de WNV e SLEV em 435
equinos do RJ através de uma investigacao soroldgica por ELISA de bloqueio e RT-
PCR em tempo real para pesquisa de WNV em animais com quadro clinico de
etiologia indefinida.

O ELISA é o teste sorolégico mais apropriado para a triagem de anticorpos,
pela sua facilidade de padronizacao, versatilidade e reprodutibilidade (Blitvich et al.
2003b). E um teste que foi amplamente utilizado para deteccéo de anticorpos anti-
WNV nos paises da América do Norte, Central e Caribe (Blitvich et al. 2003a, b,
Estrada-Franco et al. 2003, Lorofio-Pino et al. 2003, Lefrancois et al. 2005, Mattar et
al. 2005, Bosch et al. 2007, Diaz et al. 2008, Pauvolid-Corréa et al. 2011, De Filette
et al. 2012).

O teste utilizado neste trabalho foi o0 ELISA de bloqueio que é considerado um
método rapido e de baixo custo e que vem sendo utilizado em estudos de vigilancia
para deteccdo de anticorpos, tanto IgM quanto IgG, para flavivirus em diversas
espécies de vertebrados. O ELISA de bloqueio utilizando o Mab 6B6C-1 demonstrou
grande sensibilidade para deteccdo de anticorpos anti-flavivirus em estudo
realizados em aves (Blitvich et al. 2003a, b).

No presente estudo, 46% (n=200) dos animais testados apresentaram
anticorpos para flavivirus. Outros inquéritos soroldgicos realizados com equinos do

MS em 2010 utilizando o mesmo método e com o0 mesmo MAD (reativo ao grupo dos
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flavivirus) encontraram resultados similares, onde 55,4% e 60.5% das amostras
foram reativas(Pauvolid-Corréa et al. 2011, Melandri et al. 2012).

Resultados semelhantes também foram reportados em equinos da regido
amazonica (44,8%) e Mato Grosso do Sul (55,1%), porém utilizando métodos
sorolégicos diferentes (Rodrigues et al. 2010, Silva et al. 2014).

Os resultados dos estudos ja realizados no Brasil, mesmo considerando a
diferenca de especificidade e sensibilidade nos testes utilizados, sugerem que a
circulacdo de flavivirus acomete diferentes estados e localidades. Resultados
positivos para a presenca de anticorpos anti-flavivirus em equinos no Brasil sugerem
exposicdo destes animais a um ou mais flavivirus.

O teste de ELISA de bloqueio jA demonstrou que as populacdes de equinos
estudadas possuiam um padrdo de resposta imune consistente com o de uma
populacdo exposta a infeccbes por diferentes flavivirus, corroborando a ja
demonstrada diversidade de flavivirus no Brasil (Travassos da Rosa, APA,
Travassos da Rosa, JFS, Pinheiro, FP & Vasconcelos 1997, Figueiredo 2000,
Vasconcelos et al. 2005).

As amostras positivas para SLEV e WNV por PRNT 90 do banco amostral,
foram reativas para SLEV e WNV corroborando, desta forma, a sensibilidade do
ELISA de bloqueio realizado neste estudo. Além disso, considerando que também
0s controles negativos ndo apresentaram reatividade a nenhum dos dois antigenos,
demonstrou que o teste ndo gerou resultados falso-positivos. Quanto a
especificidade, amostras positivas para SLEV por PRNT 90 foram reativas para
WNV e amostras positivas para WNV foram reativas para SLEV. Estes resultados
podem indicar reacdo cruzada. Entretanto, vale ressaltar que as amostras positivas
por PRNT 90 utilizadas como controle eram amostras de campo e por iSso a
presenca de anticorpos neutralizantes para o segundo virus nao pode ser
descartada.

A interpretacdo dos resultados de soropositividade para flavivirus deve ser
feita criteriosamente (Komar 2001). A especificidade nestes testes € um fator
limitante no diagnostico. A dificuldade é ainda maior nas areas em que existe a co-
circulacdo de varios flavivirus, ndo somente pelas reacdes cruzadas com outros
flavivirus, como também nos casos de infeccdes secundarias (Kuno 2003).

Quando avaliamos os resultados dos testes tanto na placa sensibilizada com
SLEV como com a placa sensibilizada com WNV, verificamos diferencas nestas

respostas. Um total de 162 (37,24%) amostras foram sororreativas ao teste na placa
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sensibilizada com o antigeno WNV e 111 (25,5%) amostras foram sororreativas ao
teste na placa sensibilizada com SLEV. Apenas 73 (16,78%) amostras foram
sororreativas nos dois testes. Tais resultados podem ser interpretados como uma
reacdo a epitopos especificos dos anticorpos das amostras em teste com o0s
antigenos das placas sensibilizadas.

Entre estas reacbes, 38 de 111 (34,23%) apresentaram reacdo monotipica
para SLEV e 89 de 162 (54,93%) apresentaram rea¢cdo monotipica para WNV. Estes
resultados sugerem auséncia de reacao cruzada.

Em outro inquérito soroldgico para flavivirus com equinos no RJ, realizado em
Resende na regido Sul Fluminense, 20,5% dos equinos analisados foram positivos
para SLEV e 33,5% para WNV (Silva et al. 2014). Assim como no presente estudo,
estes resultados demonstram uma prevaléncia maior para WNV do que para SLEV
em cavalos do RJ.

O ultimo surto de SLEV conhecido no Brasil ocorreu durante uma epidemia de
dengue. Esta evidéncia sugere a possivel circulacdo silenciosa de SLEV durante
epidemias por outros arbovirus no Brasil (Mondini et al. 2007). Normalmente, o
SLEV n&o causa manifestacdes clinicas em equinos, apesar disso um caso foi
recentemente reportado em Minas Gerais (Rosa et al. 2013).

Poucas investigacdes soro-epidemioldgicas para SLEV em equinos foram
realizadas no Brasil e a maioria delas foi na regidao do Pantanal, MS. O percentual de
animais positivos para SLEV em nosso trabalho foi menor que os encontrados em
estudos similares realizados no MS (Pauvolid-Corréa et al. 2010).

Em um estudo realizado com amostras coletadas de 2004 a 2009 de Séo
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, RJ e Paraiba, o percentual de
positividade para SLEV foi de 35,9%. (Silva et al. 2014). Nestes trabalhos, os
cavalos da regido do Mato Grosso do Sul tém uma caracteristica diferente em
relacdo aos cavalos do RJ, que sdo mais domesticados, vivem em ambientes com
maior influéncia do homem, enquanto na regido do Mato Grosso do Sul, os animais
vivem em areas de florestas com uma maior exposi¢ao aos ciclos silvestres.

Desde sua deteccdo na América do Norte em 1999, WNV passou a ser
evidenciado por toda a américa latina. Na América do Sul foi isolado pela primeira
vez a partir de tecido cerebral de equinos com encefalite na Argentina (Morales et al.
2006). Estudos sorologicos realizados na América do Sul entretanto, indicavam a
circulagcdo de WNV néo s6 na Argentina, mas também na Colémbia e Venezuela

(Mattar et al. 2005, Bosch et al. 2007). A primeira evidéncia soroldgica da circulacéo
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de WNV no Brasil foi reportada em 2011 com a identificagdo de anticorpos
neutralizantes para WNV em equinos higidos do Pantanal de MS (Pauvolid-Corréa
et al. 2011). A partir de entdo, outras novas evidéncias sorolégicas da circulagédo de
WNV em equinos passaram a ser reportadas no Brasil (Melandri et al. 2012).
Entretanto, o WNV s6 foi relacionado como agente causador de encefalite humana
no Brasil em 2015, quando um agricultor com quadro neurolégico no Piaui foi
diagnosticado sorologicamente para WNV (Vieira et al. 2015).

Outros estudos no Brasil demonstram a dispersao da circulagéo viral dentro
do territorio brasileiro abrangendo véarios estados como comprovado com amostras
de cavalos coletadas entre 2004 e 2009. Entre os animais sororreagentes para
flavivirus em SP, MG, MS, RJ e Paraiba, 33,9% dos animais foram sororreagentes
para WNV com maior prevaléncia na Paraiba (45,5%), seguido pelo estado do Mato
Grosso do Sul. A reatividade no RJ foi de 33,5% (Silva 2010). Os resultados obtidos
neste trabalho demonstram 37,24% de reatividade para WNV no RJ, confirmando as
evidéncias de dispersao.

E importante considerar os diferentes métodos soroldgicos e critérios de
soropositividade utilizados nos diversos estudos em comparacdo com os utilizados
neste estudo, ja que os métodos diferem principalmente na especificidade.

Neste estudo, a diferenca da distribuicdo dos animais sororreativos
(inespecificas, especificas, monotipicas e cruzadas), em relacdo a localizacao
geografica que os cavalos ocupam no RJ foi significativa (p<0.05). Os resultados
deste estudo e dos diversos resultados observados nas varias regides do pais
demonstram que a circulacdo viral difere em cada regido e aparentemente esta
ligada a presenca do virus e ao clima, as caracteristicas ecoldgicas da regido, do
vetor e do reservatorio relacionadas a cada regido, determinam os maiores riscos de
infeccéo.

As mesorregides de maior prevaléncia foram as mesorregides Norte e
Noroeste Fluminense com resultados equivalentes. O percentual de animais
sororreagentes em relacdo ao numero total de animais amostrados em cada
mesorregido, foi de 67,10% e 65,8% respectivamente. Dentro destas regides, estao
0S municipios que apresentaram maior numero de amostras reativas, sendo 0s
municipios Macaé, com 29 (63%) e Itaperuna 27 (65,85%).

A mesorregido do norte fluminense apresentou as maiores prevaléncias para
WNV (52,63%) e SLEV (43,42%) e entre 0s municipios com o maior niumero de

reacdes positivas estdo Macaé, Sao Fidélis, Bom Jesus de Itabapoana e Itaperuna.
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Estas evidéncias sugerem uma maior dispersao viral nesta regiao, que pode
estar relacionada as caracteristicas ecoldgicas, como as maiores meédias de
precipitacdo com um periodo aproximado de cinco meses de chuva e sete meses de
estiagem ou baixa precipitagdo. Outros fatores incluem temperatura média elevada
durante o ano, com apenas trés meses (maio, junho e julho) de temperaturas mais
brandas, além das caracteristicas ambientais e socio econémicas desta regido ser
composta por muitas terras agricolas ocupadas com pastagens e plantacéo de cana
de acucar. O pouco da vegetacdo remanescente encontra-se altamente fragmentada
(Burla et al. 2012).

Sabe-se que as mesorregides Norte fluminense e Noroeste fluminense, estéo
inseridas num contexto de grande desenvolvimento econémico. Nos Ultimos anos
passou por grandes impactos ambientais e estruturais devido ao desenvolvimento
de petréleo e gas (Valente et al. 2011). Além disso, na regido, se localiza
importantes areas de concentragcédo de aves migratérias do Brasil. Sdo elas a Lagoa
da Ribeira e Lagoa Feia nos municipios de Quissama e Campos dos Goytacazes
(ICMCBio 2014).

O maior numero de reacbes monotipicas para WNV ocorreu nas Baixadas
litoraneas, num total de 24 reacdes, porém quando analisamos o numero em relagcéao
ao total das amostras que reagiram ao WNV, na regido Sul Fluminense, 100% das
amostras reativas ao WNV obtiveram uma reacdo monotipica. Ja para o SLEV, a
regido Noroeste fluminense, foi a que apresentou além de um nimero maior, com 15
reacdes monotipicas, também em relacdo ao total de reacbes ao SLEV foi a que
apresentou maior proporcao de reacdes monotipicas, com 46,87%. Estes resultados
podem sugerir que em determinadas mesorregides um dos dois virus, WNV ou
SLEV, circule mais que o outro.

Em relacdo aos resultados segundo o sexo, foi demonstrando ndo existir
associacao entre o sexo do animal e a positividade no teste e que esta diferenca néo
se mostrou estatisticamente significativa (p>0.05). Desta forma, os resultados
demonstram que ambos o0s sexos possuem a mesma susceptibilidade, e estdo sob o
mesmo risco de se infectar. Resultados de frequéncia de animais reagentes para
flavivirus nos dois sexos foram semelhantes sendo 40% para o sexo masculino e
48,38% para o sexo feminino. A maior diferenca entre os sexos em relacdo as
reacdes monotipicas ocorreram em relacdo ao SLEV onde as fémeas apresentaram

29,11% e os machos 46,87% dentro do total de reativos nos dois sexos para SLEV.
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Em relacdo a atividade dos cavalos, 0s nossos resultados demonstraram
existir associacdo entre a atividade do animal e a reatividade aos testes, j& que esta
diferenca se mostrou estatisticamente significativa (p<0.05), exceto a associagao
entre as reatividades monotipicas (p>0,05). Os animais destinados a reproducao
apresentaram grande diferenca de frequéncia de sororreatividade (inespecifica,
especificas e cruzadas) em relacdo as outras atividades. Esta circunstancia pode
estar relacionada ao manejo dos animais quando exercem estas atividades e a
consequente exposicao abundante aos vetores infectados que é o grande fator de
risco as infeccbes (Figueiredo 2000). Geralmente estes animais ficam em criacdes
extensivas mais proximas as matas, as areas alagadas e portanto, mais expostas
aos vetores. Enquanto os animais de esportes e trabalho vivem estabulados com
cuidados ambientais mais constantes.

Observou-se um aumento dos animais reagentes com o aumento da idade
demonstrando existir associacdo entre a idade do animal e as reatividades
inespecifica, especifica e monotipica para WNV. Esta diferenca se mostra
estatisticamente significativa quando comparamos as diversas faixas etarias
(p<0,05). Animais do grupo 4 (animais acima de 72 meses e igual ou inferior a 120
meses de idade e do grupo 5 (animais com idade superior a 120 meses de idade)
apresentaram maior reatividade aos flavivirus, com 54,60% e 58,51% de reativos
respectivamente. Esta relacdo pode ser claramente relacionada a maior exposicao
aos virus pelo maior tempo de vida, ja que se trata de animais acima de 72 meses
de idade. A mesma associacdo entre 0s animais destes dois grupos apresentou
maiores reatividades especifica e monotipica ao WNV estatisticamente significativa
(p<0,05), e ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando se considerou
a reatividade especifica e monotipica para SLEV (p>0,05). Inquéritos soroldégicos
realizados na regido sul do Brasil também tiveram resultados compativeis a esse
estudo em relacdo a faixa etaria sugerindo que a idade seja um fator de risco, tendo
em vista o tempo de exposicédo (Vianna 2010). Os animais do grupo 1 (idade igual
ou inferior a 6 meses) que apresentaram reatividade, podem estar relacionados a
evidéncia de anticorpos maternos ainda circulantes no animal jovem. A duracdo dos
anticorpos maternos transferidos através do colostro no potro ndo se estende por
mais de seis meses (Jeffcott 1974).A deteccdo de sororreativos em animais do
grupo 2 (acima de 6 meses e igual ou inferior a 24 meses), sugere uma circulacéo

de flavivirus recente, entre aproximadamente 2014 e 2016
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As desordens neurolégicas nos cavalos sdo comuns e raramente tem o
diagnostico definido. Essas desordens podem ter diversas causas incluindo
encefalites virais, bacterianas, protozoéria, leucoencefalomalacia, traumatismos
envenenamentos, encefalopatia hepatica/urémica. O acompanhamento e
discriminacdo de enfermidades que afetam o sistema nervoso com quadro clinico
semelhante e, portanto, confundiveis é de fundamental importancia para que
métodos de controle e prevencdo possam ser implementados, uma vez que estas
enfermidades prejudicam a equideocultura na regido e podem representar potencial
risco a saude publica (MackAY et al. 2000, Dubey et al. 2001, Johnson 2011).

Os cavalos séo altamente suscetiveis a infeccdo por WNV e desenvolvem
sinais clinicos mais frequentes que nos seres humanos (Ward et al. 2006). Embora
anticorpos contra SLEV ja tenham sido detectados em diversos estudos em cavalos,
estes ndo apresentam viremia elevada ou doenca clinica quando infectados com
SLEV (Rodrigues et al. 2010, Rosa et al. 2013).

De um modo geral, a tentativa de diagnéstico de uma desordem neurolégica
por infeccdo ao WNV em equinos, que se caracteriza por breve viremia pode
dificultar a deteccdo do agente por método molecular, mesmo realizando a coleta
sanguinea durante a fase aguda da infec¢cdo. Assim, embora reconhecéssemos a
dificuldade em se detectar RNA viral em amostras de soro destes animais, 0S
ensaios foram realizados, ndo somente nos animais sintomaticos como também nos
conviventes da mesma propriedade visando a detecgcao de eventual infeccdo aguda
assintomatica nestes animais, que embora néo tenha sido detectado neste estudo,
nao descarta a possibilidade de estarem envolvidos nos muitos casos que ocorrem
no RJ.

A variedade de hospedeiros e vetores do virus no Brasil, garante a este virus
a proliferacdo nas Américas que pode estar associado a vigilancia limitada e baixa
capacidade de diagnostico (Artsob et al. 2009). Considerando a existéncia de
equinos disseminados pelo pais, além dos humanos, abrangendo uma area que
inclui as aves, amplificadoras virais, o potencial para o surgimento de surtos em
animais e humanos é preocupante (Figueiredo 2007). Apesar destas evidencias
soroldgicas, poucos casos foram documentados da doenca neurolégica por WNV
em humanos e equinos na américa do Sul. No Brasil até o momento, foi descrito
somente um caso humano no Piaui em 2015. WNV foi reportado como agente
causador de encefalite humana no Brasil, quando um agricultor com quadro

neurolégico no Piaui foi diagnosticado sorologicamente para WNV (BRASIL 2014,
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Vieira et al. 2015). Em um estudo entre 2008 e 2010 que analisou amostras por
ELISA de bloqueio e por RT-PCR de equinos sadios e de equinos que apresentaram
encefalite os testes moleculares foram negativos (Ometto et al. 2013). Um estudo
com pacientes com sindrome febril sem diagnédstico definido de Manaus e pacientes
com suspeita de meningoencefalite viral provenientes de SP nao foi detectado RNA
viral do WNV em nenhuma das amostras analisadas (Levi et al. 2011). Existem
algumas teorias de que infec¢cdes por outros Flavivirus nos passaros nativos
poderiam resultar em cruzamentos imunes ou entdo a falta de um vetor competente
para passaros, homem e cavalos (Figueiredo 2007) . Variantes menos virulentas
também poderiam estar envolvidas. A vigilancia para o virus na América do Sul é
complicada pela diversidade de Flavivirus e a dificuldade de um diagndstico que
faca a distingcdo entre as infec¢gées humanas (Gubler 2007).

Inquéritos soroldgicos sdo importantes com a finalidade de investigar a
presenca de WNV nos casos clinicos, como também a exposigao viral demonstrada
pelos inquéritos soroldgicos € importante para auxiliar a vigilancia. Os resultados
obtidos neste estudo sugerem a circulagdo de SLEV e WNV no estado. Outros
estudos utilizando métodos mais especificos, como PRNT sdo necessarios para
comprovar os resultados obtidos através do ELISA de bloqueio e estas informacdes

devem servir como um alerta aos profissionais de saude humana e veterinaria.
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6

CONCLUSOES

A deteccdo de anticorpos anti-flavivirus neste primeiro estudo em grande escala
através do ELISA de bloqueio em cavalos do RJ sugere circulacdo de flavivirus no
estado;

Ocorreu variacdo na reatividade para flavivirus entre as mesorregides
geogréficas.

Casos de reatividade aos dois flavivirus podem indicar reatividade cruzada ou
infeccdes secundarias.

A reatividade de amostras conhecidamente positivas e negativas (por PRNT) do
banco amostral do Laboratério nos testes utilizando os dois antigenos, demonstra
a necessidade da utilizacdo de outros métodos de diagndstico complementares
para confirmacdo da especificidade dos resultados obtidos pelo ELISA de
bloqueio utilizando o MAb 6B6C-1 e os antigenos especificos.

De acordo com os resultados negativos por RT-PCR para WNV, 0s animais com
desordens neurologicas, ndo puderam ser relacionados a infeccédo por WNV.
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7 PERSPECTIVAS

A realizacdo de outros estudos utilizando métodos sorolégicos mais
especificos, como utilizacdo do ELISA de bloqueio de epitopo utilizando anticorpos
monoclonais especificos e também a utilizacdo do teste “padrédo ouro”, PRNT sao
necessarios para comprovar os resultados obtidos através do ELISA de bloqueio de
epitopo com MAD reativo ao grupo dos flavivirus.

Realizacdo de outras investigacdes no RJ, incluindo outras espécies (aves) e
busca e investigacao constante de desordens neuroldgicas.
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9 ANEXOS

Data da coleta

ANEXO A

QUESTIONARIO PARA COLETA DE AMOSTRAS

Fazenda

Regiéo

Municipio

Rural/lUrbano

Criagdes

Avifauna

Florestas

Presenca de vetores

Controle de vetores

Residéncias no local

Doencas na propriedade

Observacbes

Identificacdo do Animal

Nome

Modalidade

Regime criacio

Raca

Sexo

Idade

Pelagem

Tempo residR-l_
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ANEXO B

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE E
SIGILO

Ministério da Saude

Fundag&o Oswaldo Cruz - Instituto Oswaldo Cruz
Laboratério de Flavivirus

Laboratério de Referéncia para Dengue e Febre Amarela
Av. Brasil, 4365, Pavilhdo Helio e Peggy Pereira, 1° andar.
21040-900 — Rio de Janeiro — RJ — BRASIL

Telffax: (21) 2562-1779 e 2562-1707.

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE E SIGILO

Atendendo aos requisitos de confidencialidade das normas de gestéo da
qualidade aplicaveis ao Laboratério de Flavivirus — IOC/FIOCRUZ, o profissional Flavia
Léwen Levy Chalhoub, médica veterinéria, inscrita no CPF: 092607177-79 RG: 11432120-
1 matricula: 15.02.2.7.003, compromete-se a assumir o compromisso de manter
confidencialidade e sigilo sobre todas as informagdes relativas as atividades de coleta no
campo, incluindo dados da amostragem (identificagdo dos animais) assim como da
propriedade, relacionadas aos resultados da pesquisa de mestrado intitulado
“Investigacdo da circulagio do virus da Encefalite de Saint Louis e do Oeste do Nilo
em equinos do estado do Rio de Janeiro”, a que tiver acesso nas dependéncias e/ou
nos trabalhos de coletas de campo do Laboratério de Flavivirus, Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ.

Pelo ndo cumprimento do presente Termo de Confidencialidade e Sigilo, fica o abaixo
assinado ciente de todas as sangdes judiciais que poderao advir.

Rio de Janeiro,

VLQ"N et LW\/(/% Wenks ey (&

Assinatura do profissional

J\,Za(; x\ﬁc?/ur‘ ;;o-hé ol ﬂ?é/ fﬁ//&/ 7S
Assinatur.

a /da Chefia do Labgratorio

. de Filippi
mmﬂ;““ B‘SDT?m\ar
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ANEXO C

DEFINICOES DOS TERMOS UTILIZADOS PARA ANALISE DOS
RESULTADOS:

A partir do teste soroldgico, obtivemos os seguintes resultados:
Reatividade inespecifica para flavivirus, onde foram incluidas todas as amostras que
obtiveram reacdo positiva, incluindo as reacdes especificas, as monotipicas, aos
dois antigenos (WNV e SLEV), mais as cruzadas;
Reatividade para WNV onde foram incluidas todas as amostras que reagiram
especificamente ao antigeno de WNV,
Reatividade monotipica ao WNV onde foram incluidas as amostras que reagiram
somente ao antigeno de WNV;,
Reatividade para SLEV onde foram incluidas todas as amostras que reagiram
especificamente ao antigeno de SLEV,
Reatividade monotipica ao SLEV onde foram incluidas as amostras que reagiram
somente ao antigeno de SLEV;
Reatividade para WNV e SLEV onde foram incluidas todas as amostras que
reagiram ao antigeno WNV e SLEV,
As reatividades descritas foram analisadas dentro de cada variavel; segundo a sua

localizacdo geografica, sexo, idade e funcéo.
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