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ABSTRACT

Background: The West Nile virus (WNV) antibodies were reported in Brazil in the serum samples taken from horses and
birds in the Midwest region and Paraiba state in 2008 and 2013, respectively. In 2014, the first human case was confirmed
in a rural worker in the state of Piauf and, in 2018, the virus was isolated from the central nervous system of a horse with
nervous symptoms in the state of Espirito Santo. The virus is a member of the Flaviviridae family of the genus Flavivirus
(neurotropic), infecting several mammalian species, with humans and horses being the most susceptible. Approximately
35% of horses develop clinical signs, thus they are considered the best sentinels for this disease. The aim of this case report
is to describe the first confirmed cases of West Nile Fever (WNF) in two horses in the state of Sdo Paulo.

Cases: Two horses with neurological symptoms were treated at the Veterinary Hospital of Cruzeiro do Sul University (Sao
Paulo, SP), in 2019. Both horses came from neighboring regions that have a large Atlantic Forest preservation area and are
also routes for migratory birds, known to be competent hosts for transmitting the West Nile Fever virus, such as the swallow,
the falcon and the hawk. The first one had symptoms, such as weakness and sporadic seizures; however, after recovering,
it was hospitalized a few days later due to kidney failure and laminitis. The second one showed incoordination, pelvic
limb weakness, and was walking in circles, evolving to seizures. Both animals were euthanized, and their central nervous
system samples and total blood samples were tested for rabies, herpes virus, and WNV; the first 2 tests showed negative
results. Ribonucleic acids (RNA) were extracted from erythrocytes using the polymerase chain reaction (PCR) technique
in-house. The WNV-specific reverse transcription-polymerase chain reaction amplification products were obtained using
the nested PCR-multiplex PCR combination.

Discussion: Since the 1940s, several WNF outbreaks have been reported around the world (Africa, Europe, Asia and Middle
East). In the 2000s, the USA had the most amount of WNF cases reported; cases started being reported in Central and South
America in the following years. The virus was identified for the first time in Brazil in 2014. Since then, our country is a
route for migratory birds, with many states still having forests, several arboviruses are found such as WNF, which could
become a public health problem. Both horses in the present study showed neurological signs and the horse that recovered
had renal failure. Such signs are inconclusive, however, similar to those that occur in humans infected by the virus in its
neurotropic form. The emergence of new diseases is an important aspect of public health. The literature is vast regarding
the description of the pathogenesis, clinical signs, diagnosis, viral persistence and sequelae of WNF in humans, however, it
is scarce regarding the viral persistence and sequelae of the disease in horses. Future studies are needed to understand the
post-infection period in horses, as they are the most sensitive animals along with humans to this virus. Here, we report the
first confirmed cases of WNF in the city of Sdo Paulo to bring awareness about considering this disease while diagnosing
horses with nervous system disorders.
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INTRODUCAO

O WNV ¢ um membro da familia Flaviviridae
do género Flavivirus, neurotrépico, que infecta vérias
espécies de mamiferos, sendo humanos e equinos
0s mais suscetiveis [2]. Aproximadamente 35% dos
cavalos desenvolvem sinais clinicos, sendo conside-
rados os melhores sentinelas para esse virus e surtos
de doenca neurolégica geralmente precedem casos em
humanos [22].

Aves sdo reservatdrios e amplificadoras do vi-
rus na natureza e a competéncia em amplificar depende
da espécie da ave em questdo. Passeriformes (mais de
6.000 espécies), aves aquéticas, falconiformes e corujas
desenvolvem um nivel de viremia capaz de infectar os
mosquitos transmissores (Culex, Aedes, Anopheles e
Mansonia) e por sua vez, estes, infectardo os cavalos.
Ja as columbiformes, piciformes e anseriformes (patos
e gansos) sdo mais resistentes a doenga e, geralmente,
desenvolvem baixa viremia. Aves migratérias de longa
distancia sdo, provavelmente, as maiores responsaveis
peladistribuicdo do virus entre paises e continentes [2].

No Brasil, foi demonstrada a circulacio viral
pela deteccdo de anticorpos em soro de equinos e aves
da Regidao Centro-Oeste (Pantanal) em 2008 [21] e, em
2013, na Paraiba [27]. Em 2014, houve a confirmagdo
do primeiro caso humano em um trabalhador rural no
estado do Piaui [29] e, em 2018, foi isolado o virus do
sistema nervoso central de um equino com sintomato-
logia nervosa no Espirito Santo [14].

O objetivo do relato é descrever os primeiros
casos confirmados de Febre do Nilo Ocidental (FNO)
em 2 equinos no estado de Sao Paulo.

CASOS

Em julho de 2019, foram atendidos no Com-
plexo Veterinario da Universidade Cruzeiro do Sul
(Sao Paulo, SP), 2 cavalos com histérico de doenga
neuroldgica, ambos provenientes de regides vizinhas.
Um, do bairro de Itaquera, zona leste da cidade de Sdo
Paulo que possui o Parque Natural Municipal Fazenda
do Carmo, uma 4rea de preservagao da Mata Atlantica
e corresponde a 39,38% da cobertura vegetal urbana.
O outro, de S3o Bernardo do Campo, municipio que
faz divisa com a zona leste da cidade de Sdo Paulo e
abriga 46,81% da vegetagdo nativa da Mata Atlantica
do territdério nacional [20].

Ambos os equinos ndo saiam de suas res-
pectivas propriedades e habitavam 4reas proximas a

matas as quais sdo rotas de aves migratorias tais como:
andorinha (Hirundo rustica), comum nos habitats de
brejos, banhados, lagos e areas antropizadas; falcao
(Falco peregrinus), de areas antropizadas; e o gavido
(Buteo swaisoni) de mata mesofilo semidecidua, aves
que migram para a América latina, com anticorpos
contra WNV e/ou RNA viral de WNV. O pardal
(Passer domesticus) de areas antropizadas, capaz
de transmitir WNV e ja registrado no Estado de Sao
Paulo, poderia ter o papel de hospedeiro amplificador
do WNV [7].

O primeiro animal era um macho castrado de 9
anos, da ragca American Trotter e a queixa do proprie-
tario era que, alguns dias antes da internacdo, quando
atrelava o cavalo ao “sulky” ele ndo trotava em linha
reta. Houve piora progressiva do quadro com o equino
apresentando incoordenacdo de membros pélvicos
ao passo, sendo entdo levado ao hospital. O segundo
cavalo, macho castrado de 12 anos, utilizado para hi-
pismo, antes de ser atendido no hospital universitario
havia apresentado episddios de convulsdes e internado
em outro hospital veterinario, onde foram realizadas
sorologias (imunoensaio enzimatico ELISA) para al-
faherpesvirus equino e WNV, sendo ambas negativas.
Quando retornou a hipica onde residia, em Sdo Bernar-
do do Campo (SP), apresentou um quadro de célica e
laminite como consequéncia. Foi entdo encaminhado
ao Complexo Veterindrio da Universidade Cruzeiro do
Sul situado na cidade de Sao Paulo por seu veterinério,
que relatou o ocorrido anteriormente. Na Tabela 1 sdo
descritos os sinais clinicos neurolégicos inespecificos
manifestados pelos 2 cavalos.

A suspeita clinica do Cavalo 1 foi Encefalo-
mielite Protozodria Equina e realizou-se o tratamento
com ponazuril manipulado [5 mg/kg v.o., SID],
DMSO![1 g/kg a 10% i.v., SID], flunixin meglumine?
[1,1 mg/kg i.v., SID], sulfadiazina® [20 mg/kg i.v.,
SID]. No segundo dia de administragdo da medicacao,
o cavalo apresentou reacao cutanea nodular generaliza-
da. Foi, entdo, incluido no tratamento dexametasona*
[20 mg i.m., por 3 dias]. A partir dai, houve melhora
clinica e o cavalo permaneceu em estacao, caminhan-
do pelo hospital, embora ainda incoordenado. Alguns
dias depois houve piora significativa, com o cavalo
apresentando paralisia flacida de membros pélvicos,
recumbéncia e episddios seguidos de convulsdes com
intervalos curtos e optou-se pela eutanasia.
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Na data da admissdao o Cavalo 2 apresentou
insuficiéncia renal aguda (ureia 111 mg/dL e creatinina
9 mg/dL) e laminite cronica com afundamento da ter-
ceira falange, nos 4 membros. Os demais parametros se
encontravam dentro da normalidade para a espécie. Foi
instituido um tratamento com fluidoterapia, plasma,
flunixin meglumine? [1,1 mg/kg i.v., SID] e analgési-
cos como cetamina’® [0,20 mg/kg i.v., SID] e cloridrato
de tramadol’ [2 mg/kg i.v., SID]. Apds o terceiro dia
de internacdo, o cavalo apresentou descolamento dos
cascos e optou-se pela eutandasia.

Amostras do sistema nervoso central de ambos
os cavalos foram enviadas ao Centro de Controle de
Zoonoses de Sao Paulo para a realizagdo de exame de
raiva e amostras de sangue total e liquor foram envia-
das ao Laboratdrio de Pesquisa em Virologia Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG,
Belo Horizonte, MG) para exames de alfaherpesvirus
equino e WNYV, com resultado negativo para o primeiro
e positivo para o segundo.

Para a realizagdo do exame, a extragdo do
RNA a partir das hemdcias e amplificagao viral se-
guiu uma técnica descrita previamente [5]. Amostras
de sangue total foram centrifugadas a 1.260 g por 20
min e as fragcdes do plasma e papa de leucécitos foram
separadas e armazenadas a 4°C. As células vermelhas
foram lavadas com solucio salina tamponada (PBS)
por centrifugacdo a 1.260 g por 10 min, 3 vezes, e
armazenadas a 4°C. RNAs de cada unidade separada
(plasma, lavado de heméceas e “papa” de leucdcitos)
foram extraidos utilizando o QIAmp Viral RNA Mini
kit” seguindo as especifica¢des do fabricante.

A investigacio diagndstica de arbovirus foi rea-
lizada por RT - PCR. Primers degenerados especificos
do WNV: primers diretos (+) AACCKCCAGAAG-
GAGTSAAR e primers reversos (-) AGCYTCRAAC-
TCCAGRAAGC foram usados na segunda reacdo de
nested PCR visando o gene NS5 apds uma amplifica-
cdo RT-PCR de flavivirus especifico do género [23].
Um fragmento sintético parcial do gene NS58 foi usado
como controle positivo e como controle negativo das
reagdes, utilizou-se RNA extraido de hemadcias lavadas
em equinos, plasma e papa leucocitdria previamente
testados negativos para arbovirus, alfaherpesvirus
equino 1 e 4 e doenca de Borna. Realizou-se nested
PCR para alfaherpesvirus equino 1 e RT-PCR para
doenca de Borna.

As amostras de RNA positivas para WNV em
RT-PCR de hemicias lavadas foram entio submetidas
a um protocolo de sintese de cDNA [8]. Um esquema
iniciador de PCR multiplex foi entdo projetado para
gerar sequéncias completas de genomas por meio
de sequenciamento de nanopore portatil, usando o
esquema Primal (http://primal.zibraproject.org) e as
condi¢des de termociclagem envolveram 40 ciclos
conforme relatadas anteriormente [25]. O novo geno-
ma foi sequenciado utilizando o aplicativo Genoma
Detective (https://www.genomedetective.com/app) e
depositado no GenBank com os nimeros de acesso
MW420987 e MH643887.

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abas-
tecimento (MAPA) foi devidamente comunicado e,
por sua vez, enviou as amostras positivas ao Instituto
Evandro Chagas, que confirmou o diagndstico.

DISCUSSAO

Embora a maioria dos cavalos infectados pelo
WNYV nio manifestem a doenca, quando desenvolvem
sinais clinicos, estes sdo neuroldgicos (Tabela 1).
Urinam e defecam normalmente e a maioria ndo fica
inapetente, mesmo quando permanecem em decubito
[3, 11].

O primeiro cavalo do presente relato apresen-
tou paresia de ambos os membros pélvicos, que rapida-
mente evoluiu para paralisia flicida e também apresen-
tou uma reagdo cutanea nodular, aguda e generalizada.
Reacgdo cutanea também ¢ relatada em humanos com
FNO [2]. A melhora clinica dos sinais neurolégicos
ap6s a administracdo de corticoide também € relatada
em humanos tratados para a forma neurotrépica da
FNO que apresentam meningoencefalite [18], porém,
em humanos € relatado o “efeito Ldzaro” provocado
por esses farmacos, caracterizado pela melhora clinica
seguida de imunossupressio e 6bito [13]. Os sinais
neurolégicos do cavalo do presente relato pioraram
apos a suspensao do uso do corticoide, evoluindo para
paralisia e convulsdes.

O segundo cavalo foi admitido no hospital com
laminite e histérico de doenga neurolégica inconclusiva
previamente a internacdo. Cavalos imunocompetentes
podem demonstrar sinais subclinicos da forma neuroin-
vasiva ou se recuperam da doenca [6], fato que ocorreu
com o cavalo do presente relato. Porém, ele também
apresentou insuficiéncia renal aguda, aparentemente
sem relacdo com a laminite ou com a compactagdo
de célon maior que originou a laminite, visto que o
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Tabela 1. Sinais clinicos neurolégicos inespecificos observados em dois cavalos com diagnésticos confirmados de Febre do Nilo Ocidental, no estado

de Sao Paulo em 2019.

Sinal clinico Cavalo 1 Cavalo 2

Andar em circulos Sim Nao

Ataxia Sim Nao

Tremores musculares Sim Sim

Paresia de membros pélvicos Sim Nao

Decubito Sim Nao

Paralisia flacida Sim Nao

Convulsoes Sim Sim

Recuperacao Nio Sim

animal estava hidratado e a célica havia se resolvido
ha alguns dias. Estudos em humanos [2] relatam que
pacientes podem desenvolver insuficiéncia renal como
consequéncia da infeccao pelo virus da FNO até 30
dias e, ap6s a recuperacio, apresentam insuficiéncia
renal aguda e insuficiéncia renal cronica em até 3 anos.
Lesdes renais sdo mais prevalentes em pacientes que
tiveram a forma neuroinvasiva que em pacientes que
tiveram a forma febril.

O virus da FNO foi isolado e identificado pela
primeira vez em uma mulher de Uganda (Africa) em
1937. Até a década de 90, algumas epidemias foram
relatadas em outros paises da Africa (Africa do Sul,
Senegal e Quénia), Asia (fndia), Oriente Médio (Israel
e Ird) e Europa (Franga, Espanha, Russia, Republica
Tcheca, Roménia, Portugal e Austria), tanto em hu-
manos quanto em cavalos [4,6,11]. A partir dos anos
90, o nimero de surtos e a severidade da doengca vém
aumentando. Em 1996, houve um surto no Marrocos
que infectou 94 cavalos e matou 42 animais. Em Israel,
400 pessoas foram infectadas, sendo 325 hospitaliza-
das e 33 mortas. Nesse mesmo momento, 75 cavalos
foram diagnosticados com a encefalite, 15 morreram
e, desta vez, houve também grande nimero de mortes
em aves [0].

Em 1998, a doenca foi introduzida nos Estados
Unidos, provavelmente, por um passageiro em viremia
vindo de Israel [19]. Surpreendentemente, houve uma
rdpida adaptagdo do ciclo do virus envolvendo aves e
mosquitos americanos, 0 que causou uma epizootia
e levou a morte aves, humanos e cavalos, tornando-
se, assim, um problema de satide publica [9,28]. Em

2002, o surto se espalhou por 44 estados americanos
e chegou ao Canad4 e Caribe e foram diagnosticados;
4.000 casos de encefalite humana com 284 &bitos;
aproximadamente 15.000 casos confirmados labora-
torialmente de encefalite equina e 16.500 mortes de
passaros [6]. De acordo com a “American Association
of Equine Practitioners” (AAEP), mais de 25.000 casos
de encefalite equina foram atribuidos a Febre do Nilo
Ocidental desde 1999 [12]. Em 2003, houve relato
da doenca em Cuba, acometendo humanos e equinos
[24]. Evidéncia sorolégica de Febre do Nilo Ocidental
na América do Sul foi documentada, em cavalos, pela
primeira vez em 2005 na Colémbia [15], em 2006, na
Guatemala [17] e na Argentina [16].

O virus da FNO foi isolado no Brasil em um
humano em 2014 [29] no estado do Piaui e em cavalos
em 2018 [27] no estado do Espirito Santo e agora re-
latamos no estado de Sdo Paulo, demonstrando assim,
a circulagdo do virus no pafs.

A emergéncia de novas doengas é um aspecto
importante para a saide publica. A literatura € vas-
ta quanto a descricdo da patogenia, sinais clinicos,
diagndstico, persisténcia viral e sequelas da WNF em
humanos, porém, escassa quanto a persisténcia viral
e sequelas da doenga em cavalos. Futuros estudos
s80 necessdrios para a compreensdo do periodo pds
infeccdo em equinos, visto que sdo 0s animais mais
sensiveis junto com os humanos a essa virose.

Relatamos aqui os primeiros casos confir-
mados de WNF na cidade de Sao Paulo e alertamos
para a importancia da inclusdo dessa doenca no
diagnoéstico diferencial em cavalos com afecgdes
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