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RESUMO

FAHL, W. O. Filogenia de virus da raiva isolados de morcegos frugivoros do
género Artibeus e relacionados a morcegos hemat6éfagos com base nos genes
codificadores da nucleoproteina N e glicoproteina G. [Phylogeny of rabies virus
strains from Artibeus spp. and Desmodus rotundus bats based on the nucleoprotein
and glycoprotein genes]. 2009. 92 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2009.

Morcegos vém recebendo crescente importancia em Saude Publica, pois sdo os
principais reservatorios para a raiva em diversas partes do mundo. Estudos
filogenéticos baseados no gene N demonstraram que os virus da raiva (RABV)
encontrados em morcegos frugivoros Artibeus spp. sdo préximos aqueles
associados ao morcego hematéfago Desmodus rotundus, mas pouco se conhece
sobre a diversidade genética do RABV nestes morcegos. Este estudo teve como
objetivos avaliar a filogenia de linhagens do RABV variante trés (AgV3) relacionadas
a morcegos Artibeus spp. e D. rotundus, com base em sequéncias do gene N e do
gene G, e a possibilidade de distingdo entre isolados de virus da raiva detectadas
em Artibeus spp. e D. rotundus para a epidemiologia molecular da raiva. Vinte
amostras do RABYV isoladas de Artibeus spp. e 15 obtidas de bovinos e relacionadas
ao D. rotundus, todos do Estado de S&o Paulo, Brasil, foram submetidas a RT -
PCRs, e os amplicons gerados submetidos ao sequenciamento de DNA, e as
sequéncias alinhadas com sequéncias homodlogas obtidas do GenBank para a
construcdo de arvores Neighbor-Joining de nucleotideos (modelo MCL) e
aminoacidos (modelo Poisson), utilizando European bat lyssavirus 1 (EBLV1) como
outgroup. A arvore filogenética gerada para o gene N demonstrou a formagao de
trés grupos apoiados em bootstraps de no minimo 60%. Estes grupos foram
denominados como grupo D, exclusivamente com isolados relacionadas ao D.
rotundus e A1 e A2 principalmente com isolados de Artibeus spp., enquanto que
para 0 gene G, segregaram em duas linhagens, ou seja, relacionadas ao D.
rotundus (grupo D) e relacionadas ao Artibeus spp. (grupo A). Para todos os grupos

as identidades de aminoacidos foram superiores as de nucleotideos, uma indicacao



da predominancia de substituigdes sindnimas. Concluindo, padrbes género-
especificos para isolados do RABV AgV3 foram detectados em D. rotundus e
Artibeus spp., com uma topologia concordante para linhagens fixas em cada um
destes quirépteros. Estes resultados mostram uma intrincada relagcdo com o
hospedeiro na histéria evolutiva do RABV, sob o ponto de vista basico, como
também a determinacao das fontes de infecgcbes na epidemiologia molecular da

raiva.

Palavras-chave: Raiva. Morcego. Filogenia. Epidemiologia. Molecular.
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ABSTRACT

FAHL, W. O. Phylogeny of rabies virus strains from Artibeus spp. and
Desmodus rotundus bats based on the nucleoprotein and glycoprotein genes.
[Filogenia de virus da raiva isolados de morcegos frugivoros do género Artibeus e
relacionados a morcegos hematéfagos com base nos genes codificadores da
nucleoproteina N e glicoproteina G]. 2009. 92 f. Dissertagcao (Mestrado em Ciéncias)
- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 2009.

Bats have been assigned an increasing importance in Public Health as these are the
main rabies reservoirs in many parts of the world. Phylogenetic studies based on the
N gene have shown that rabies virus (RABV) strains from Artibeus spp. frugivorous
bats are closely associated to those from the vampire bat Desmodus rotudus, but
little is known about the genetic diversity of RABV in these bats. This study aimed to
assess the phylogeny of RABV strains from the antigenic variant 3 (AgV3) from these
bats based on N and G sequences and to evaluate the possibility of distinction
between RABV lineages of these for the molecular epidemiology of rabies. Twenty
RABV strains isolated from Artibeus spp. bats and 15 obtained from cattle and
related to D. rotundus, all from Sao Paulo State, Brazil, were submitted to RT-PCRs
to the N and G genes amplifications and the amplicons were submitted to cycle
sequencing; the sequences were aligned with homologous sequences retrieved from
the Genbank for the construction of Neighbor-Joining trees for nucleotides (MCL
model) and amino acids (Poisson model) with European bat lyssavirus 1 (EBLV1) as
outgroup. N gene tree showed three major clusters with bootstraps = 60% and
named as clusters D, exclusively with strains related to D. rotundus and A1 and A2,
chiefly with Artibeus spp. strains while for the G gene only two lineages, i.e., D.
rotundus related (cluster D) and Artibeus-related (cluster A) were formed. For all the
groups the amino acids identities were superior to the nucleotides identities, an
indication of the predominance of synonymous substitutions. As a conclusion, genus
specific lineages of AgV3 RABV have been detected in D. rotundus and Artibeus
spp. bats with a concordant topology for fixed strains for each of these two bat

genus. These results not only show an intricate host-relationship of RABV



evolutionary history on the basic point of view, but have an invaluable application for

the determination of sources of infections in rabies molecular epidemiology.

Key words: Rabies. Bat. Phylogeny. Epidemiology. Molecular.
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1 INTRODUCAO

A raiva € uma antropozoonose (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1959),
caracterizada por uma encefalite aguda e fatal, que acomete um grande namero de
mamiferos (ACHA; SZYFRES, 2003), e periodicamente se manifesta sob a forma de
epizootias, bem como surtos epidémicos, considerando-se populacbées humanas
(MITCHELL; BURNS; KOLZ, 1973; LORD, 1988).

Definida como uma doenga negligenciada no mundo todo (FOOKS et al.,
2003; DODET, 2006), apesar de ser uma doenga prevenivel por meio de vacina
(BRIGGS; HANLON, 2007), esta entre as dez principais causas de morte humana
dentre as doencas infecciosas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).

A importancia da raiva para saude publica ndo ocorre apenas pelo numero de
casos, mas também pela sua alta mortalidade, e pelos custos com tratamentos
(KAPLAN; TURNER; WARREL, 1986), diagnosticos e reagdes adversas as vacinas
(WHO EXPERT CONSULTATION ON RABIES, 2005). Em 2004, o Brasil gastou por
volta de US$28 milhdes na prevencgéo da raiva (CHILDS; REAL, 2007).

E causada pelo Virus da Raiva (RABV), que por sua vez pertence ao género
Lyssavirus e familia Rhabdoviridae, a qual, junto com as Familias Paramyxoviridae,
Filoviridae e Bornaviridae, constitui a Ordem Mononegavirales, nas quais todos os
membros apresentam genoma de RNA nao-segmentado, de sentido negativo e de
RNA de fita simples (FENNER et al, 1992; MAYO; PRINGLE, 1997;
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2005).

No género Lyssavirus, os virus sdo envelopados, apresentam um didmetro
que pode variar entre 50 a 100 nanémetros (nm) e comprimento de 100 a 430nm,
dependendo da espécie do virus e da presencga de particulas defectivas interferentes
(MCCOLL; TORDO; SETIEN, 2000). Sua morfologia é baciliforme, semelhante a
“bala de fuzil”, com uma extremidade arredondada e a outra plana (KAPLAN, 1996).
Dividem-se em sete gendtipos, contidos em dois filogrupos genética e
imunopatologicamente distintos (BADRANE; TORDO, 2001): o filogrupo | inclui o
virus da raiva (RABV, gendtipo 1), o virus Duvenhage (DUVV, gendétipo 4), o
European bat lyssavirus tipos 1 e 2 (EBLV1, gendtipo 5 e EBLV2, gendtipo 6) e o
Australian bat lyssavirus (ABLV, gendtipo 7) e o filogrupo Il inclui o Lagos bat virus
(LBV, gendtipo 2) e o virus Mokola (MOKYV, gendtipo 3) (KUZMIN et al., 2003).
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O gendtipo 1 apresenta maior importancia epidemioldgica por sua associagao
com um grande numero de casos de raiva em relagdo aos outros gendtipos e por ser
mais amplamente distribuido no mundo. Dados epizootiolégicos para raiva e os tipos
moleculares do virus tém demonstrado que existem diversos reservatorios para o
gendtipo 1. Variantes deste gendtipo existem na natureza em ciclos independentes,
sendo que, dentro de cada ciclo, um diferente reservatoério exerce papel fundamental
na manutencdo de cada uma das variantes do RABV, tais como aquelas
relacionadas a morcegos hematofagos, frugivoros, insetivoros, canideos silvestres,
‘raccoons” e cangambas (VELASCO-VILLA et al., 2002).

O RABV mede, em média, de 100 a 250nm de comprimento e 75nm de
diametro e possui 11.932 nucleotideos (nt), os quais codificam as cinco proteinas
estruturais N (nucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina de matriz), G
(glicoproteina) e L (RNA polimerase RNA dependente), sendo que 0s genes para
estas proteinas apresentam-se separados por pequenas regides intergénicas de 2,
2,5 e 247 nt, respectivamente (TORDO et al., 1986a, b).

O RABYV possui envoltorio externo (envelope) formado por lipideos da célula
hospedeira, com espiculas de 5 a 10nm de comprimento, cerca de 3nm de
espessura, distanciadas em 5nm, formadas por trimeros da glicoproteina G
(MADORE; ENGLAND, 1977; GAUDIN et al., 1992).

A constituicdo do envelope é semelhante a da membrana da célula infectada
pelo virus e, normalmente, sdo detectados fosfolipideos, lipideos neutros e
glicolipideos (WUNNER, 1991).

Abaixo do envelope (superficie interna) encontra-se uma camada matriz
formada por proteinas M, que une o envelope do virus a ribonucleoproteina (RNP)
interna e esta envolvida na montagem e liberagao viral (MEBATSION, 2001).

A RNP tem forma de um complexo helicoidal, possuindo 30 a 35 giros, com
50nm de espessura por 170nm de comprimento, em média, e é composta pelo RNA
genbmico, associado as proteinas RNA polimerase RNA dependente L,
fosfoproteina P, nucleoproteina N, além de proteinas M. Tem estrutura labil e se
desenrolada, poderia atingir o comprimento de 0,20 a 0,65nm (KAPLAN; TURNER;
WARREL, 1986). Devido a presenga de L, a transcricdo e a replicagdo sé&o
autbnomas e independentes da célula hospedeira (INTERNATIONAL COMMITTEE
ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2005; WUNNER, 2002).
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A proteina N e 0 gene que a codifica sdo os componentes moleculares mais
conservados em termos de identidade de sequéncia de aa e nt, dentro de cada
genotipo, apesar da relativa alta diversidade entre pequenas regides do gene N
(ERTL et al., 1989; WUNNER, 2002). A nucleoproteina N é um polipeptidio com 450
aa, de peso molecular de 50,5kDa (TORDO et al., 1986a). O maior grau de
similaridade entre sequéncias de aa (98-99%) ocorre entre diferentes amostras
“fixas” de laboratério. Os virus que apresentam menos que 80% de similaridade na
sequéncia de nt ou menos que 92% na sequéncia de aa pertencem a diferentes
gendtipos (KISSI; TORDO; BOURHY, 1995; WUNNER, 2002).

Ainda na proteina N sao encontrados quatro sitios antigénicos (I a IV), sendo
que os sitios I, Ill e IV ja estdo mapeados, e localizados nos segmentos de aa de
posicdes 358-367 (sitio 1), 313-337 (sitio Ill), 359-366 e 375-383 (sitio IV)(TORDO,
1996; WUNNER, 2002).

Por essa razdo, para a deteccdo do RABV por RT-PCR e para sua
classificagao, o gene N tem sido o alvo consensualmente utilizado (KAMOLVARIN et
al., 1993; SMITH; ORCIARI; YAGER, 1995; DE MATTOS et al., 1996; ITO et al.,
2001; FAVI et al., 2003; SCAGLIARINI et al., 2003; ROMIJN et al., 2003).

A glicoproteina G € uma proteina de membrana que possui 505 aa, traduzidas
de um RNA mensageiro (MRNA) que codifica 524 aa. E a proteina de fusdo, que
permite a entrada do virus na célula, e essencial para a resposta imune contra o
RABV, pois € responsavel pela indugao de anticorpos neutralizantes, sendo alvo
destes e dos linfocitos T helper e citotoxicos (WUNNER, 2002).

Oito sitios antigénicos foram identificados no dominio externo da proteina G
(I-VI, “@” e G1). Os sitios I, lll, VI e “a” envolvem os aa nas posi¢cdes 231, 330-338,
264 e 342-343, respectivamente. O sitio Il € descontinuo e esta localizado nas
posicoes 34-42 e 198-200 ligadas por pontes dissulfeto (TORDO, 1996). Além disso,
a arginina na posi¢cdo 333 da glicoproteina G tem sido descrita como responsavel
pela patogenicidade do RABV (TORDO, 1996; MEBATSION, 2001).

A proteina L € a maior proteina do virus, com 2.114 aa e peso molecular de
244 2kDa, originando, assim, o nome “large”. E responsavel pelas atividades
enzimaticas necessarias a transcricdo e replicacdo do RNA viral (TORDO et al.,
1988).

Entre os genes G e L encontra-se uma regido intergénica chamada psi (V) ou

z

G-L, de, em média, 423 nt (TORDO, 1996; FINKE; COX; CONZELMANN, 2000). E
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um dos principais alvos para estudo da evolugdo molecular do RABV, pois é
susceptivel a mutagdes, mesmo quando livre de pressdes seletivas e, portanto, a
mais variavel no genoma viral (SACRAMENTO; BOURHY; TORDO, 1991). Sugere-
se que esta regido representa um gene remanescente, um pseudogene, pois é longa
o suficiente para sintetizar um peptideo e apresenta os sinais classicos de inicio e
parada de transcricdo do virus (TORDO et al., 1986b). No entanto, até a presente
data n&o ha registro de isolamento de nenhuma proteina derivada desta regi&do. Em
outros Rhabdoviridae, como os Vesiculovirus, nesta regido ha um sexto gene
(TORDO, 1996).

A proteina P € um polipeptideo fosforilado que contém 297 aa e interage com
as proteinas N e L e acredita-se que atue como co-fator da RNA polimerase. A
proteina P é multifuncional, ligando-se a outras proteinas virais para auxiliar na
replicacdo do genoma viral e também interagir com fatores celulares e,
possivelmente, esta associada na disseminacdo e patogénese viral (LAFON;
WIKTOR, 1985; MEBATSION, 2001).

Os eventos sequenciais do ciclo do RABV na célula hospedeira sao:
adsorcao, penetracao, transcricdo, traducao, replicacido, maturacao e liberacao por
brotamento; ocorrendo no citoplasma celular (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Na adsorgdo, o virus liga-se aos receptores das células, por meio de
espiculas de glicoproteina G encontradas sobre a superficie do capsideo viral
(SCHLEGEL; WADE, 1985). A penetracdo do virus ocorre por endocitose
(pinocitose) para a entrada do virus na célula. No interior da célula ocorre a
liberagdo da RNP, e imediatamente ocorre a transcricdo dos cinco RNAmM e em
seguida a traducédo (PRINGLE, 1987). Somente apds a tradugdo das cinco proteinas
virais inicia-se a replicagdo do genoma viral, realizada, pela proteina L. Ocorre de
inicio, a sintese do antigenoma de sentido positivo, a qual servira de molde para a
produc&o do genoma viral de sentido negativo (TORDO, 1996).

A montagem do virus no citoplasma da célula hospedeira tem inicio com a
associagao das proteinas N, P e L ao RNA gendmico recém-sintetizado, formando a
RNP. As proteinas M seguem em dois sentidos: uma parte une-se a RNP, e outra
parte insere-se na membrana plasmatica da célula hospedeira, preparando-a para a
liberagdo dos virions. A RNP, junto a membrana plasmatica, estimula a liberagédo do
virion por brotamento. Anteriormente ao brotamento do virion, a transcricdo e

replicagao viral sao inibidas pela agao da proteina M, bloqueando a sintese de RNA.
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A presséao interna desse aglomerado nucleoprotéico, sobre a membrana plasmatica,
determina que a regidao formada destaque-se da célula, ocorrendo o brotamento do
RABV (MESLIN; KAPLAN; KOPROWSKI, 1996).

Durante o ciclo do virus da raiva no interior da célula ocorre a inibicado da
sintese de RNA, DNA e proteinas celulares. Os principais fatores destas inibi¢oes,
sdo os RNAs-lideres de 58 nt formados no inicio da transcricdo. Proteinas M do
virus, encontradas no nucleo das células infectadas, possivelmente, exercem agao
sobre a expressao génica celular (REMENICK; MCGOWAN, 1986; REMENICK;
KENNY; MCGOWAN, 1988).

A RNA polimerase viral ndo tem atividade corretiva de insercdo dos nt,
levando a produc&o de populagdes de genomas virais distintos, que compartilham
uma mesma origem. Estas mutagdes ocorrem em diferentes taxas (entre 10* e 10°
substituicdes por base por ciclo), variando conforme a regido do genoma viral.
Outros fatores podem estar envolvidos na geragdao de heterogeneidade das
sequéncias de RNA do RABV como, por exemplo, resposta imunoldgica do
hospedeiro, carga viral, interagdes com proteinas virais e rota de transmissao (KISSI
et al., 1999).

A via de eliminacao classica do virus é a saliva do animal infectado, que
transmite o virus por meio de mordeduras, lambeduras ou arranhaduras (ACHA,;
SZYFRES, 1986). Ha citagdo de casos em que a transmisséo ocorreu de forma
iatrogénica, por cirurgias de transplantes de 6rgaos e, casos de transmissao por
aerossois (GIBBONS, 2002), em cavernas densamente povoadas por morcegos
(RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDA, 2002).

A raiva esta difundida em todos os continentes, com excecao da Antartida. O
RABV tem sido isolado da maioria das ordens de mamiferos, principalmente
Carnivora e Chiroptera (RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDA, 2002).

Nos continentes europeu, africano e asiatico a raiva em canideos ainda
exerce um papel fundamental na disseminagdo e manutengéo da raiva e, assim, do
RABV (NIEZGODA; HANLON; RUPPRECHT, 2002). Estima-se que anualmente
ocorram em torno de 55.000 ébitos humanos por raiva na Asia e Africa. Na América
Latina, a incidéncia anual da raiva por 100.000 habitantes varia entre 0 e 0,09 na
América do Sul, 0 e 0,10 na América Central e 0 e 0,06 nas ilhas do Caribe. Na
grande maioria dos casos, o cao foi identificado como o animal agressor (CHILDS;
REAL, 2007).
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No Brasil, entre 1986 e setembro de 2008, ocorreram 761 oObitos por raiva
humana, sendo que destes, 516 tiveram o cdo como animal agressor, seguido dos
quirdpteros que foram responsaveis por 135 casos'.

A raiva canina vem decrescendo a cada ano (DA SILVA et al., 2004;
QUEIROZ et al., 2009), e muito se deve as campanhas de vacinagdo canina
(ANDRADE et al., 2008). Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude do Brasil (SVS/MS) o numero de ataques de animais silvestres
a humanos notificados em 1999 e 2005 foram, respectivamente, 35 e 16334, e
destes, os morcegos foram responsaveis, respectivamente, por 29 e 11811 ataques.

Nos Estados Unidos da América (EUA), espécies silvestres de animais sao
responsaveis por 93% dos casos de raiva diagnosticados neste pais (KREBS;
WHEELING; CHILDS, 2003), sendo sua maioria em uma diversidade de espécies de
quirépteros, sobretudo insetivoros. Estes sdo grupos de animais com distribuicdo e
importancia nacionais e sdo considerados como hospedeiros primarios de variantes
especificas do RABV (KREBS et al., 2003).

Além de seu papel na evolugédo passada do género Lyssavirus, 0S morcegos
estdo atualmente em evidéncia no tema raiva. Seis dos sete gendtipos classicos do
género foram relatados em morcegos, além dos quatro novos gendtipos propostos
Aravan virus (ARAV), Khujand virus (KHUV), Irkut virus (IRKV) e West Caucasian bat
virus (WCBV) (BOTVIKIN, 2003; KUZMIN et al., 2003). Do mesmo modo, estudos
mostram que todas as linhagens circulantes em carnivoros terrestres sao originarias
de linhagens especificas associadas a quirdpteros (BADRANE; TORDO, 2001).

A raiva em morcegos apresenta um ciclo epidemiologico independente dos
ciclos existentes nos mamiferos terrestres, sendo que nos morcegos hematofagos
ocorre somente na América Latina e Trinidad e Tobago, devido a regionalidade
desta espécie as condicbes ambientais. Em morcegos ndo hematofagos, a raiva é
registrada sem distingdo entre os paises desenvolvidos e em desenvolvimento das
Américas, que pela expansao das areas de ocorréncia (incluindo areas urbanas),
representa um problema emergente de saude publica (ACHA; SZYFRES, 2003).

A possibilidade de os morcegos hematéfagos desempenharem um papel
importante na propagacado da raiva foi pela primeira vez levantada em 1911 por

Antbnio Carini. Este, realizou os primeiros estudos incluindo morcegos (CARINI,

! Dados cedidos pela Secretaria de Vigilancia em Satide do Ministério da Salide do Brasil — SVS/MS.



1911), porém esta hipotese nao foi prontamente aceita pelos pesquisadores
internacionais, tendo sido, entdo, considerada uma “fantasia tropical’. Carneiro e
Freitas Lima (1927) descreveram a mesma situagdo no Estado do Parana, mas a
aceitagao de que os morcegos sdo também transmissores da raiva somente ocorreu
na década de 1930, pela publicacdo de estudos, semelhantes aos de Carini, na llha
de Trinidad (PAWAN, 1936).

Os morcegos sao animais altamente modveis e a capacidade de certas
espécies de se adaptar em ambiente urbano e abrigar-se em residéncias e edificios
aumenta a probabilidade de contato com humanos e animais domésticos (UIEDA et
al.,, 1996). O numero desses animais nas areas urbanas tem aumentado
constantemente (TADDEI, 1983). A adaptacdo dos morcegos ao meio urbano se
deve em grande parte a abundante oferta de alimento e abrigo, associada a
auséncia de predadores (ALMEIDA et al., 1994).

Ainda, a co-habitagdo de uma caverna ou de um abrigo por morcegos de
diferentes habitos alimentares (UIEDA, 1996), poderia provocar brigas e mordeduras
e disseminar o RABV entre as populagdes de diferentes espécies de morcegos.

Em funcao desses fatos, os quirdpteros vém tendo crescente importancia em
saude publica em areas urbanas no que diz respeito a raiva, dada a crescente
populagado e a frequéncia de ocorréncia de raiva (CARNIELI JR. et al., 2005). Além
de ser um sério problema de saude publica na América do Sul, também causa
grande prejuizo econdmico para a pecuaria destes paises (DA ROSA et al., 2006;
KOTAIT et al.,, 2007; BARBOSA et al., 2008). Os morcegos hematofagos séo os
responsaveis pela transmissao, quase total, dos casos de raiva em bovinos e
equinos (PAHO, 1995), infectando milhares de animais anualmente (SCHNEIDER et
al., 2009).

O reconhecimento dos morcegos como reservatorios do RABV na América do
Norte (SCATTERDAY; GALTON, 1954) levou ao relato de inumeros casos de raiva
humana, nos quais foram identificadas variantes proprias de morcegos, sem
evidéncias de mordeduras. Além disso, foram relatados em diversos outros paises
da Europa e do continente americano (CHILDS; REAL, 2007).

A analise de isolados de morcegos hematofagos Desmodus rotundus mostra
que existem no minimo duas variantes antigénicas (AgV), AgV3 e AgV11, na

populacdo deste animal no México. Em relagdo aos morcegos frugivoros, existem
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duas variantes do RABV, AgV4 e AgV9, estabelecidas na populacdo de Tadarida
brasiliensis mexicana (VELLASCO-VILLA et al., 2002, 2006).

O D. rotundus é um dos morcegos mais evoluidos, em relagdo ao sistema
nervoso (BHATNAGAR, 2008). Pertencem a familia Phyllostomidae, subfamilia
Desmodontinae, e da subordem Microchiroptera (REIS et al., 2007).

D. rotundus nao possui cauda e apresenta reducdo do apéndice nasal e da
denticdo, com incisivos e caninos extremamente afiados (GREENHALL, 1988), o
que os tornam caracteristicos. Sua coloragdo, geralmente, é pardo-ferruginoso na
parte dorsal do corpo e cinza claro na parte ventral (GREENHALL; JOERMANN;
SCHMIDT, 1983). Sao noctivagos, normalmente se abrigam em refugios escuros e
umidos (TADDEI, 1983), vivendo em col6nias (entre 10 a 200 individuos),
refugiando-se em locais de dificil acesso; utilizam muitos tipos de abrigos e podem
dividir esse espago com mais de 40 outras espécies de morcegos (GREENHALL;
JOERMANN; SCHMIDT, 1983; ARELLANO-SOTA, 1988). As colbnias, geralmente,
ocorrem em regides de serra com muitas cavernas, onde o servigo de vigilancia e
controle da Secretaria da Agricultura tem dificuldade de acesso aos seus abrigos
(UIEDA et al., 1996), o que justifica o complicado controle desses animais.

A espécie D. rotundus usualmente utiliza um territério de acdo de
aproximadamente 10 a 20km? (FLORES-CRESPO; AREALLANO-SOTA, 1991),
alimentando-se a noite (UIEDA, 1992), com diferenga sazonal de horarios (VILLA,
1966).

Seus comportamentos de interagdo possibilitam que o RABV seja transmitido
de forma intraespecifica (WILKINSON, 1988; LORD, 1992; GOMES; UIEDA,;
LATORRE, 2005).

Na ultima década, no Brasil, houve um consideravel aumento no numero de
casos de raiva humana, transmitidos por D. rotundus. Entre os anos de 2004 e 2005,
dezenas de pessoas contrairam raiva transmitida por estes animais na Regi&do
Amazoénica brasileira (DA ROSA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008). Na América
Latina, do ponto de vista epidemioldgico, os D. rotundus constituem o principal
reservatorio silvestre do RABV, mas outros quirépteros ndao hematoéfagos também
tém importancia na transmissao do virus (FAVI et al., 2003).

Na América do Sul, pesquisas mostram que os géneros de morcegos nao
hematoéfagos com maior importancia epidemiolégica para a raiva sao Artibeus spp.,

Tadarida sp., Myotis sp. e Lasiurus sp. Entre as 1113 espécies de quirdpteros
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existentes no mundo, 167 espécies entre insetivoros, frugivoros e hematéfagos séo
encontrados no Brasil. Destas, 37 espécies ja foram diagnosticadas com o RABV
(KOTAIT et al., 2007).

Em se tratando de morcegos frugivoros do género Artibeus, o primeiro
diagndstico deu-se em Trinidad, em 1931, em um exemplar da espécie Artibeus
planirostris e, desde entdo, a raiva ja foi relatada nas espécies A. fimbriatus, A.
jamaicensis, A. lituratus e A. planirostris (UIEDA et al., 1996; CUNHA et al., 2005).

Delpietro et al. (1997) em estudo com anticorpos monoclonais (AcM),
relataram que isolados de RABV de morcegos frugivoros A. lituratus eram
antigenicamente relacionados com a variante de morcegos hematéfagos.

Quanto a biologia dos morcegos do género Artibeus, pertencem a subfamilia
Stenodermatinae, apresentando orelhas bastante desenvolvidas, que auxiliam na
ecolocalizacdo e na percepcao dos sinais sonoros de suas presas, além de asas
largas e curtas que permitem um voo mais lento e manobravel em meio a
vegetacdo. Apresentam, também, folha nasal desenvolvida, de tamanho mediano, o
que deve ter importédncia para a ecolocalizagdo nesse grupo, e ndo apresentam
cauda. Quanto ao habito alimentar, sdo predominantemente frugivoros, com
complementagao de outros itens como recursos florais, insetos e folhas. Pelo fato de
levarem o alimento ao abrigo, sdo considerados excelentes dispersores de
sementes de plantas da regido Neotropical, efetuando um papel crucial na
recuperacdo de florestas apds perturbagéo (ZORTEA, 2007).

A espécie Artibeus lituratus € largamente distribuida na regiao Neotropical,
ocorrendo desde o México até o norte da Argentina, Bolivia, Trinidad e Tobago,
Pequenas Antilhas, llhas Trés Marias e em todas as regides do Brasil (SIMMONS,
2005).

E uma das espécies mais conhecidas do Brasil devido a sua abundancia em
quase toda a area de distribuicdo, destacando-se pela boa adaptagcdo aos meios
urbanos. Apresenta grande porte e peso acima de 75 gramas (VIZOTTO; TADDEI,
1973). A coloragdo destes animais predomina em marrom-chocolate, ainda que
possa ocorrer variacdo regional com individuos mais acinzentados. As listras
brancas faciais sdo bem evidentes. Abriga-se, na natureza, nas copas das arvores,
sob palmeiras e outras plantas. Encontra-se em ambientes conservados, embora
seja uma das espécies mais bem adaptadas a ambientes alterados e urbanos
(BREDT et al., 1996).
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Entre os anos de 2003 até setembro de 2008, a Secdo de Diagndstico do
Instituto Pasteur recebeu mais de 18500 espécimes de morcegos para o diagndstico
da raiva, como parte do programa de vigilancia epidemiolégica para a doenca.
Destes, 18007 foram classificados como ndo hematéfagos e 652 como
hematofagos. Entre os morcegos nao hematéfagos, 252 foram positivas a
imunofluorescéncia direta (IFD) para raiva nas amostras originais e/ou nos
isolamentos virais em camundongos e/ou cultivo celular?.

Da mesma forma, entre os anos de 2005 e 2007, foram diagnosticados com
raiva pelo laboratério de diagndstico do Instituto Pasteur, 160 morcegos nao
hematofagos, sendo que destes, 56 foram classificados como da espécie Artibeus
lituratus?.

Foram estabelecidas quatro variantes antigénicas (AgV) por AcM circulantes no
Brasil: AgV2 (cédo), AgV3 (D. rotundus), AgV4 (Tadarida brasiliensis) e AgV6
(Lasiurus cinereus). Além destas quatro variantes, outra variante antigénica, AgV5,
também foi identificada em D. rotundus, porém ndo é comumente encontrada no
pais. Além das variantes mencionadas, outros seis perfis antigénicos nao
determinados foram descritos, uma delas em primatas e outras em morcegos
insetivoros. Entre os herbivoros de interesse econémico, foram tipificados
antigenicamente como AgV3. Ainda, no Estado de Sdo Paulo, foram tipificados
antigenicamente isolados do RABV de morcegos nédo hematéfagos, sendo
detectados as variantes antigénicas AgV3 e AgV4, tipicas de D. rotundus e T.
brasilensis, respectivamente (ALBAS et al., 2009).

Estudos filogenéticos baseados no gene N demonstraram que os RABV
encontrados em morcegos do género Artibeus sdo proximos aqueles associados ao
morcego hematéfago Desmodus rotundus (SHOJI et al.,, 2004), sendo todos
pertencentes a uma mesma linhagem genética do RABV (KOBAYASHI et al., 2005).

Além disso, Brandao et al. (2004) em um trabalho sobre diversidade genética
de RABV de Artibeus spp., baseado no gene N, falharam em encontrar distingéo
entre isolados de RABV tanto de Artibeus spp. quanto de D. rotundus, tendo como
objeto de estudo um numero restrito de amostras.

Estudos voltados ao entendimento das relagdes filogenéticas entre isolados

de RABV provenientes de morcegos frugivoros do género Artibeus de areas urbanas

% Dados cedidos pela Segédo de Diagnéstico do Instituto Pasteur de S&o Paulo.
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e aquelas relacionadas a morcegos hematéfagos como o D. rotundus com os quais
compartilham habitats sdo fundamentais para um amplo entendimento da cadeia
epidemioldgica da raiva no Brasil, visto que tornam possivel sugerir ou descartar a
transmissao continuada entre morcegos de habitos alimentares tao diversos.

A geracgédo de dados acerca da diversidade genética de linhagens de RABV
com base no gene codificador da glicoproteina G € um meio simples de se fazer
uma primeira sugestdo acerca do compartilhamento de sitios antigénicos entre
linhagens circulantes e aquelas presentes em formulagbes vacinais, sobretudo
voltadas ao uso em humanos em esquemas de pré e pdés-exposicao, contribuindo de
modo direto para a predi¢ao da efetividade de tais esquemas.

Ainda, a geracéo de sequéncias tanto do gene N quanto do gene G para uma
mesma amostra de RABV permitira um estudo mais aprofundado das linhagens de
RABV circulantes em Artibeus spp. e de sua relagao filogenética com linhagens de
D. rotundus, contribuindo para um maior conhecimento acerca da evolugdo dos

Lyssavirus.
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2 OBJETIVOS

Em vista de se ampliar o conhecimento das relagdes filogenéticas entre
isolados de RABV provenientes de morcegos frugivoros e hemato6fagos, o presente

estudo teve por objetivos:

e Propor uma filogenia para isolados de virus da raiva relacionados a morcegos
frugivoros do género Artibeus e morcegos hematéfagos Desmodus rotundus

com base em sequéncias parciais do gene N e completas do gene G.

e Avaliar a possibilidade da distingdo entre isolados de virus da raiva
detectadas em morcegos frugivoros do género Artibeus e morcegos

hematofagos Desmodus rotundus para a epidemiologia molecular da raiva.
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3 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo da pesquisa proposta neste trabalho foram utilizados os

seguintes materiais e métodos:

3.1 AMOSTRAS

Para o estudo do gene N da nucleoproteina e do gene G da glicoproteina das
linhagens do RABV variante antigénica trés (AgV3), foram utilizados 35 isolados de
RABV, sendo 20 isolados obtidos a partir de sistema nervoso central (SNC) (primeira
passagem) de camundongos inoculados com SNC provenientes de morcegos do
género Artibeus, e 15 isolados de RABV encontrados em SNC de bovinos (Quadro
1).

Foram escolhidos isolados de bovinos como sendo relacionados a morcegos
hematdfagos, uma vez que, em sua maioria, € o morcego Desmodus rotundus, o
transmissor do RABV a estes herbivoros e também pela pequena quantidade de
morcegos hematéfagos recebida pelo laboratério de virologia e diagnosticada com
positividade para raiva.

Os isolados, oriundos do Estado de S&o Paulo (Figura 1), foram enviados ao
Laboratério de Diagnostico da raiva do Instituto Pasteur - Secretaria do Estado da
Saude para vigilancia epidemioldgica de raiva entre os anos de 2004 e 2005.

Como critério de inclusdo de isolados, utilizou-se a positividade para a raiva,
tanto pela técnica de IFD (DEAN et al., 1996) como na de inoculagéo intracerebral
em camundongos (MIT) (KOPROWSKI, 1996), para os morcegos do género Artibeus
e de isolados de bovinos relacionadas a Desmodus rotundus, sendo os isolados de
bovinos de areas localizadas em municipios proximos a origem dos isolados de
morcegos frugivoros, em local e data de detecgdo. Os isolados em SNC de

camundongos e os SNC de bovinos foram armazenados a -80°C até sua utilizagao.
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Amostra  Hospedeiro original Origem geografica Data de Nomenclatura do isolado
detecgao
3250/05 Artibeus spp. Catanduva abr/05 05/Art3250Catanduva
3598/05 Artibeus lituratus Ribeirdao Preto mai/05 05/Art3598RibeiraoPreto
3738/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto mai/05 05/Art3738RibeiraoPreto
4578/05 Artibeus lituratus Monte Mor jun/05 05/Art4578MonteMor
4850/05 Artibeus spp. Ribeirao Preto jun/05 05/Art4850RibeirdoPreto
4932/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto jun/05 05/Art4932RibeirdoPreto
5459/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto jun/05 05/Art5459RibeiraoPreto
6734/05 Artibeus lituratus Ribeirao Preto ago/05 05/Art6734RibeiraoPreto
6956/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto ago/05 05/Art6956RibeirdoPreto
7045/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto ago/05 05/Art7045RibeirdoPreto
7270/05 Artibeus lituratus Paraguagu Paulista ago/05 05/Art7270ParaguaguPaulista
7436/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto ago/05 05/Art7436RibeiraoPreto
7547/05 Artibeus lituratus Paraguagu Paulista set/05 05/Art7547ParaguacuPaulista
7848/05 Artibeus spp. Marilia set/05 05/Art7848Marilia
8456/05 Artibeus lituratus Paraguagu Paulista set/05 05/Art8456ParaguacguPaulista
8639/05 Artibeus lituratus Marilia out/05 05/Art8639Marilia
8688/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto out/05 05/Art8688RibeiraoPreto
8921/05 Artibeus lituratus Ribeirdo Preto out/05 05/Art8921RibeiraoPreto
10509/05 Artibeus spp. Ribeirdo Preto nov/05 05/Art10509RibeirdoPreto
11206/05  Artibeus lituratus Paraguacu Paulista dez/05 05/Art11206ParaguacuPaulista
2196/04 bovino Altinépolis set/04 04/Bov2196Altindpolis
3441/04 bovino Santo Antbdnio da Alegria abr/04 04/Bov3441SantoAntdniodaAlegria
3833/04 bovino Santo Antdnio da Alegria mai/04 04/Bov3833SantoAntdniodaAlegria
4698/04 bovino Santo Antdnio da Alegria mai/04 04/Bov4698SantoAntdniodaAlegria
6930/04 bovino Santo Antdnio da Alegria jul/04 04/Bov6930SantoAntdniodaAlegria
8967/04 bovino Altinépolis set/04 04/Bov8967Altindpolis
11044/04 bovino Santo Antdnio da Alegria dez/04 04/Bov11044SantoAntoniodaAlegria
11817/04 bovino Santo Antdnio da Alegria dez/04 04/Bov11817SantoAntdniodaAlegria
11818/04 bovino Santo Antdnio da Alegria dez/04 04/Bov11818SantoAntoniodaAlegria
451/05 bovino Altinépolis jan/05 05/Bov451Altinépolis
2579/05 bovino Santo Antdnio da Alegria abr/05 05/Bov2579SantoAntdniodaAlegria
3924/05 bovino Altinépolis mai/05 05/Bov3924Altinopolis
6314/05 bovino Garga jul/05 05/Bov6314Garga
7535/05 bovino Platina ago/05 05/Bov7535Platina
10339/05 bovino Altinépolis nov/05 05/Bov10339Altindpolis

Quadro 1 - Relagao dos isolados de virus da raiva de morcegos frugivoros do género Artibeus e
relacionadas a morcegos hematofagos para estudo de filogenia com base nos genes
codificadores da nucleoproteina N e glicoproteina G, identificando o hospedeiro original,
municipio onde foram encontrados, data de detecgdo e nomenclatura dos isolados do
presente estudo - Sao Paulo - 2009
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Figura 1 - Municipios do Estado de Sdo Paulo de onde se originaram as amostras positivas para
raiva detectadas em morcegos do género Artibeus e em bovinos, utilizados neste estudo

A classificacdo dos morcegos estudados foi realizada através das chaves

taxondmicas elaboradas por Vizotto e Taddei (1973).

3.2 REAGAO DE TRANSCRIGAO REVERSA SEGUIDA DA RI§A(}AO EM CADEIA
PELA POLIMERASE (RT-PCR) PARA AMPLIFICACAO DOS GENES
CODIFICADORES DA NUCLEOPROTEINA (N) E GLICOPROTEINA (G) DO
RABV

As amostras foram submetidas a reacdo de RT-PCR para amplificacdo do
gene N e de G, segundo protocolo descrito por Carnieli (1999), com primers para
nucleoproteina descritos por Orciari et al. (2001) e primers para a glicoproteina viral

descritos por Sato et al. (2004).
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Como controles positivo e negativo, foram inseridos, respectivamente,
suspensao de cérebros de camundongos inoculados com a amostra fixa Challenge
Virus Standard (CVS) e agua ultra-pura livre de DNAse e RNAse, desde a fase de

extracdo do RNA até a amplificacdo das amostras.

3.2.1 Extragc&do de RNA

A extracdo de RNA total de SNC e controles positivo e negativo foi realizada
com o método do TRIzol Reagent (Invitrogen™) seguindo-se as instrugbes do

fabricante.

3.2.2 Sintese de DNA complementar (cDNA) - Transcricdo Reversa (RT) e
Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Para a transcricdo reversa, adicionaram-se 5uL do RNA extraido de cada
respectiva amostra ao mix contendo 8uL 5X First Strand Buffer (Invitrogen™), 6uL
do pool de dNTPs na concetracédo de 10mM, 4uL DTT a 100mM, SuL de cada primer
na concentragdo de 10uM (senso e antissenso, Quadro 2); 200U de Superscript™ Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen™), 1uL de RNAseout (Invitrogen™) e 12uL de
agua ultra-pura livre de DNAse e RNAse estéril para um volume final de 47uL,
realizando-se a transcrigao reversa a 42°C/60min.

Apos a obtencdo do cDNA, foi realizada a reagao de PCR pela adigao, para
cada amostra, de 10uL de cada respectivo cDNA ao mix de PCR contendo 10uL de
10X PCR Buffer (Invitrogen™), 16uL do pool de dNTPs a 1,25mM, 5uL de cada
primer a 10mM (senso e antissenso, Quadro 2), 5uL 50mM MgCl,, 50,5uL de agua
ultra-pura estéril e 2,5U de Tag DNA polimerase (Invitrogen™) para um volume final

de 102uL e levados ao termociclador e submetidos ao ciclo descrito no quadro 3.
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Primers Sentido Sequéncia Gene Posicao na
amostra PV?

21G senso 5 ATGTAACACCTCTACAATG 3 N 55-73
304 antissenso 5 TTDACGAAGATCTTGCTCAT 3’ N 1514-1533
GA 3222-40 senso 5'CGCTGCATTTTRTCARAGT 3’ G 3221-3239
GB 4119-39 antissenso 5" GGAGGGCACCATTTGGTMTC 3’ G 4116-4135
GS 3994 senso 5GGGMTTTGTGGATGAAAGRGGC ¥ G 3995-4016
GantiBR2072  antissenso 5 TGCTGATTGCRCCTACATT & G 5363-5382

Quadro 2 - Relagdo dos primers utilizados nas reagdes de RT-PCR e no sequenciamento das
amostras de RABV de morcegos do género Artibeus spp. e de amostras de bovinos

Ciclo Temperatura (°C) Tempo
1 ciclo 94°C Denaturagao 5 minutos
35 ciclos 94°C Denaturagao 45 segundos
35 ciclos 55°C Anelamento 45 segundos
35 ciclos 72°C Extensao 2 minutos
1 ciclo 72°C Extensao 10 minutos

Quadro 3 - Ciclo da reagao de PCR para amplificagéo do gene N e G do virus da raiva isolados de
Artibeus spp. e bovinos utilizados no presente estudo

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose em
1% em tampao TBE 1X (0,1M de Tris, 0,09M de acido bérico e 0,001M de EDTA)
contendo brometo de etideo na concentrac&o de 0,45mg/mL de tampé&o.

Foram consideradas positivas as amostras que resultaram em fragmentos de
1478 pares de bases (pb) para o gene N, e 915 e 1387 pb para o gene G (primers
GA 3222-40/GB 4119-39 e GS 3994/GantiBR2072, respectivamente).

% Amostra fixa PV (numero de acesso Genbank M13215).
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3.3 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para a realizacido da técnica de sequenciamento de DNA foram realizados os

seguintes protocolos:

3.3.1 Purificacédo dos produtos de PCR

Para a purificacdo a partir das reag¢des de PCR foi utilizado o kit QIAquick®
Gel Extraction Kit (Qiagen®) segundo instrucées do fabricante. As reagbes que
apresentaram bandas inespecificas foram purificadas a partir do gel com 0 mesmo
kit.

Apo6s a purificagdo, as amostras de DNA foram quantificadas visualmente em
gel de agarose a 2% com Low Mass DNA Ladder (Invitrogen™).

3.3.2 Reacgéo de sequenciamento de DNA

A reacao de sequenciamento de DNA foi composta de 4uL de BigDye 3.1
(Applied Biosystems®), 4uL de 5x Sequencing buffer (Applied Biosystems®),
3,2pmol de cada primer (senso e antissenso, Quadro 2), referente a cada gene (N e
G) em reagdes separadas, 30 a 50ng do DNA alvo e agua DNAse/RNAse free q.s.p.
para uma reacao final de 10uL, levando-se ao termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf®) para 35 ciclos de 96°C/10 segundos, 50°C/5 segundos e 60°C/4 min,
com rampa de 1°C/segundo entre cada temperatura.

O produto desta reacgao foi precipitado a temperatura ambiente com 90uL de
isopropanol a 66%, incubando-se durante 20 minutos, centrifugando-se a 14.000 x g/
25min, removendo-se 0 sobrenadante e adicionando-se 170uL de etanol a 70%,
centrifugando-se a 14.000 x g/5min e secando-se o precipitado a 95°C/5min. A
sequir, o precipitado foi ressuspenso em 10uL de formamida HI-DI, transferido para

uma placa de 96 pogos para sequenciamento, e levado ao termociclador para
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denaturar o DNA a 95°C durante 5 minutos. Em seguida a placa de 96 pocgos foi
levada ao sequenciador automatico ABI-3130 (Applied Biosystems™), para a

obtencio das sequéncias.

3.3.3 Edicéo de sequéncias

Para cada um dos nt mostrados nos eletroferogramas gerados para cada uma
das reagdes de sequenciamento foram atribuidos escores por meio do software
Phred* online, sendo utilizadas as posicdes que apresentaram nt com indice Phred
maior que 20 (EWING; GREEN, 1998).

Os nt com indice Phred igual ou menor a 20 foram conferidos manualmente
com o programa Chromas v. 2.23 (© 1998-2002 Technelysiumm Pty LTD), para a
busca por erros de interpretacdo e discrepancias entre cada uma das fitas
sequenciadas. A sequéncia final de cada amostra foi obtida com o aplicativo Cap-
Contig com o programa Bioedit v. 5.0.9 (HALL, 1999), sendo a mesma submetida a

BLASTN® para confirmacéo do sequenciamento.

3.4 ANALISE FILOGENETICA

Para a construgdo das arvores filogenéticas, as sequéncias de DNA obtidas,
bem como de aa traduzidos, foram analisadas pelo método multiplo de alinhamento
CLUSTAL/W utilizando-se o programa Bioedit (HALL, 1999), conferindo-se
manualmente os alinhamentos para cada conjunto de sequéncias.

Para a reconstrucéo filogenética dos isolados de RABV, foi utilizado o método
de distdncia com o algoritmo Neighbor-Joining e modelo evolutivo Maximum
Composite Likelihood (MCL), para nt, e modelo evolutivo de Poisson para aa, com

1000 repeticbes de bootstrap. Foram utilizadas 38 sequéncias homdlogas

* Phred Aplicativo disponivel em: <http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/>. Acesso em: 2008/2009.

® BLASTn Aplicativo disponivel em: <http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST>. Acesso em: 2008/2009.
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recuperadas do GenBank (29 para N e 9 para G) e sequéncias de European bat
lyssavirus 1 como grupo externo (2 sequéncias para N e 2 sequéncias para G) para

o enraizamento das arvores (Quadro 4).

3.5 CALCULO DE IDENTIDADES DE NUCLEOTIDEOS E AMINOACIDOS

As identidades médias, maximas e minimas de nt e aa para os agrupamentos
encontrados entre os isolados utilizados para as sequéncias dos genes N e G foram
calculadas com o programa Excel (©1985-2003 Microsoft Corporation) a partir das

matrizes de identidades calculadas com o programa Bioedit.



GENBANK ISOLADO
Gene N
AF406696.1 CVS
AB263328.1 BRdg325
AB263332.1 BRdg335
AB263324.1 BRdg317
AB083798.1 BRdg15
AB117969.1 BR-AL1
AB117970.1 BR-AL2
AB117971.1 BR-AL3
AB117972.1 BR-AP1
EU636794.1 EBLV1_04032FRA
EU626551.1 EBLV1_08120FRA
FJ649166.1 01Jarinu1500B
FJ649181.1 00Vargem655E
FJ649180.1 00Vargem555E
GQ160934.1 08lacriSP4001B
GQ160933.1 08lacriSP3577B
GQ160959.1 08VargemSP4671B
GQ160958.1 08VargemSP3395B
GQ160954.1 08SocorroSP1600B
FJ649183.1 00Vargem1948E
FJ649176.1 98Piracaia4568E
GQ160942.1 08PiracaiaSP8164B
GQ160912.1 07ItapevaSP4756B
GQ160923.1 08CacondeSP3604B
GQ160940.1 08PedregulhoSP180B
GQ160943.1 08SalesopolisSP10166B
GQ160953.1 08SerraNegraSP11445B
GQ160925.1 08DivinolandiaSP10038B
GQ160944.1 08SaoJoaodaBoaVistaSP10411B
FJ649161.1 01SaoSebastiaodaGrama910B
GQ160951.1 08SaoSebastiaodaGramaSP11322B
Gene G
FJ979833.1 CVS
AB247421.2 BR-DR1
AB247422.2 BR-DR2
AB247423.2 BR-DR3
AB247410.2 BRdg15
AB247412.2 BRdg317
AB247415.2 BRdg325
AB247418.2 BRdg335
AB110664.1 BRvmbt 33
EU636788.1 EBLV1_04032FRA
EU626551.1 EBLV1 08120FRA
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Quadro 4 - Sequéncias dos genes N e G do virus da raiva recuperadas do GenBank utilizadas para a
reconstrugéo da filogenia de RABV de Artibeus spp. e relacionadas a Desmodus rotundus,

segundo o numero de acesso do GenBank e nomenclatura do isolado



RESULTADOS



52

4 RESULTADOS

Os resultados obtidos, baseados nas metodologias definidas para o presente

estudo, estdo descritos nos itens a seguir.

41 RT-PCR PARA AMPLIFICACAO DOS GENES CODIFICADORES DA
NUCLEOPROTEINA (N) E GLICOPROTEINA (G) VIRAIS

Todas as amostras submetidas a técnica de RT-PCR, tanto as dirigidas para
0 gene N, como para os dois conjuntos de primers utilizados para o gene G (Quadro
2), resultaram nos fragmentos esperados.

Possiveis contaminagcdes para as reacdes de RT-PCR nao ocorreram, visto
que as reacgbes referentes aos controles negativos nao apresentaram bandas

resultantes da amplificagdo de DNA.

4.2 REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE DNA

Os 35 isolados de RABV positivos na técnica de RT-PCR (Quadro 1), apds
sua purificacao e quantificagdo, apresentaram quantidade suficiente de DNA para a
realizagao da reagao de sequenciamento de DNA, resultando em sequéncias viaveis
apos a afericdo com o aplicativo Phred e edicdo manual.

As regides analisadas para cada gene foram as seguintes: do nt 68 ao nt
1350 do gene N (em relagao ao virus fixo CVS - AF406696.1), correspondendo ao
aa 23 até o aa 450 da nucleoproteina viral; do nt 8 ao nt 1579 do gene G (em
relacdo ao virus fixo CVS - FJ979833.1), referentes ao aa 3 até o aa 524, incluindo

os primeiros 19 aa referentes a regido peptideo sinal.
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4.3 ANALISE FILOGENETICA

Foram geradas duas arvores filogenéticas, uma para cada gene analisado, ou
seja, N e G, acrescidas de sequéncias retiradas do GenBank, bem como as arvores

dos respectivos aa.

4.3.1 Gene N

A arvore filogenética gerada neste estudo para o gene N demonstrou a
formagao de trés grupos apoiados em bootstraps de no minimo 60% e denominados
como: grupo D (Desmodus rotundus), grupo A1 e grupo A2 (ambas de Artibeus spp.)
(Figura 2).

O grupo D foi formado pelos isolados relacionados a morcegos hematofagos,
ou seja, por isolados de bovinos. Observou-se o agrupamento de 29 isolados, sendo
13 referentes a este estudo e 16 retiradas do GenBank.

O grupo A1 foi composto de nove isolados referentes ao presente estudo,
sendo sete classificados como de Artibeus spp., € dois de bovinos. Os isolados
deste grupo provém dos municipios de Catanduva, Monte Mor, Paraguacgu Paulista,
Marilia, Garga e Platina (Quadro 1). Ainda neste grupo, segregaram dois isolados
provenientes de bovinos, recuperadas do GenBank.

No grupo A2, estdo 13 isolados de Artibeus spp. deste estudo e seis isolados
do GenBank. Entre os isolados de Artibeus spp., 12 sdo provenientes do municipio
de Ribeirdo Preto e um de Paraguacu Paulista. Quatro dos isolados do GenBank
agregados a este grupo, referem-se ao morcego do género Artibeus, e dois de
bovinos, sendo todos do Estado de S&o Paulo.

Os demais isolados retirados do GenBank incluidos no alinhamento, ainda,
resultaram em outras duas linhagens, que foram chamados de grupos CVS e Cao,
formados pelas sequéncias de CVS e de canideos domésticos.

Quanto a analise de aa, a arvore genealdgica formada para o gene N (Figura
3) ndo apresentou o mesmo padrdao encontrado para os nt. Neste caso, houve a

formagao de dois grupos principais, sendo um de isolados de bovinos, e outro, em



sua maioria, por isolados de Artibeus spp., € denominados como grupos D e A,
respectivamente.

No grupo D, os isolados de bovinos aqui estudados segregaram em um grupo
em conjunto com outros dois isolados com sequéncias disponiveis no GenBank,
tendo emergido um outro grupo, constituido pelas demais sequéncias de bovinos
retiradas do GenBank.

O grupo A foi formado por 20 isolados de morcegos do género Artibeus,
sendo 16 do presente estudo e quatro do GenBank. Ainda, o isolado GQ160934.1,
de bovino, se agregou a este grupo. Nao houve separagcdo do grupo A em duas
linhagens entre os isolados de morcegos (A1 e A2), quando comparada a formagao
da arvore genealodgica do gene N para nt.

Também para os aa, os demais isolados retirados do GenBank incluidas no
alinhamento formaram outras duas linhagens, denominadas de CVS e Cao,
formadas pelas sequéncias de CVS e de canideos domésticos.

Houve a formacdo de um grupo constituido pelos isolados
05/Art7436RibeiraoPreto, 05/Art8456ParaguaguPaulista, 05/Art3738RibeiraoPreto,
05/Art8921RibeiraoPreto, 05/Art7270ParaguaguPaulista, 05/8688RibeiraoPreto,
(todas de Artibeus spp. do presente estudo) e isolado GQ160933.1_08lacriSP3577B
(do GenBank referente a bovino). Estes isolados, que pertenciam aos grupos A1 e
A2, em relagédo aos nt de N, segregaram no grupo D, no estudo de topologia dos aa
do gene N.

As siglas A1 e A2, designadas para a identificacdo das duas linhagens de
Artibeus spp. encontradas no gene N, foram incorporadas a nomenclatura dos
isolados na reconstrugédo das arvores filogenéticas para que fossem observadas as
diferencas de topologia e formagbes dos grupos das arvores filogenéticas dos

diferentes genes estudados (N e G).
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04/Bov2196Altinépolis
05/Bov451Altinépolis
05/Bov10339Aitinépolis
04/Bov11044SantoAntdniodaAlegria
05/Bov3924Altinépolis
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Figura 2 - Arvore de distancia com algoritmo Neighbor-Joining e modelo evolutivo MCL para o gene N
de RABV (nucleotideo 68 ao 1350 em relagdo ao virus fixo CVS - AF406696.1) e os
respectivos grupos encontrados no presente estudo. Os valores em cada né representam
os resultados de 1000 repetigées de bootstrap - Sdo Paulo - 2009
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04/Bov3441SantoAnténiodaAlegria D
—FJ649166.1_01Jarinu15008
04/Bov2196Altin6polis D

04/Bov118 gria D

] D

04/Bov11044SantoAnténiodaAlegria D
04/Bov8967Altinépolis D
05/Bov3924Altinépolis D

05/Bov451Altinépolis D
8niodaAlegria D
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04/Bov11817SantoAnténiodaAlegria D
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Q160959.1_08VargemSP46718
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Figura 3 - Arvore de distancia com algoritmo Neighbor-Joining e modelo evolutivo de Poisson para a
proteina N de RABV (aminoacidos 23 ao aminoacido 450 em relag&o ao virus fixo CVS -
AF406696.1) e os respectivos grupos encontrados no presente estudo. Os valores em cada
né representam os resultados de 1000 repeticdes de bootstrap - S&o Paulo - 2009
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4.3.2 Gene G

Para a construgéo da arvore filogenética do gene G do presente estudo foram
acrescidas aos 35 isolados do estudo, nove do GenBank e duas sequéncias de
European bat lyssavirus 1 (EBLV1) utilizadas como grupo externo (Figura 4).

No gene G houve a distingdo entre os isolados de bovinos e morcegos
estudados (grupos D e A). Entretanto, ndo se encontrou a mesma topologia dos
grupos A1 e A2, como para o gene N, sendo tanto os isolados de A1 quanto de A2
encontrados em um mesmo grupo principal (A), em fungcdo dos baixos valores de
bootstap dos ramos dos grupos mais internos, uma vez que € possivel observar
nestes, a formagéo de grupos menores (Figura 4).

A sequéncia AB110664.1BRvmbt (de morcego hematodfago), retirada do
GenBank, ndo se agregou a nenhum grupo.

Assim como para o gene N, os demais isolados retirados do GenBank
incluidas no alinhamento, resultaram nas linhagens denominadas como CVS e Cao

(formados pelas sequéncias de CVS e de canideos domésticos).
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Figura 4 - Arvore de distancia com algoritmo Neighbor-Joining e modelo evolutivo MCL para o
gene G de RABV (nucleotideo 8 ao 1579 em relagdo ao virus fixo CVS - FJ979833.1)
e os respectivos grupos encontrados no presente estudo. Os valores em cada né
representam os resultados de 1000 repeti¢cdes de bootstrap - Sao Paulo - 2009
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Ao se compararem os resultados obtidos para as arvores do gene G com 0s
gerados para o gene N, encontra-se o grupo A1, formado pelos isolados de
morcegos do género Artibeus provenientes dos municipios de Catanduva, Marilia,
Monte Mor, e Paraguagu Paulista. Ainda neste grupo, segregaram dois isolados de
bovinos, um de Platina e outro de Garga, assim como ocorrido para o gene N. O
isolado 05/Art11206ParaguacuPaulista, que no estudo do gene N agregou ao grupo
A2, foi incorporado ao grupo A1, para o gene G.

No grupo A2, foram agrupados os 12 isolados de Artibeus spp. provenientes
de Ribeirdo Preto, acrescidos de um isolado de Marilia e de um isolado do morcego
hematofago Desmodus rotundus retirado do GenBank. O isolado 05/Art7848Marilia,
que pertencia ao grupo A1 na arvore para o gene N, segregou no grupo A2, para o
gene G.

O grupo D, foi formado por 15 isolados, sendo 13 referentes a bovinos deste
estudo e dois de Desmodus rotundus retirados do GenBank.

Quanto a analise de aa, a arvore genealdgica formada para o gene G (Figura
5), foi mantida a mesma topologia encontrada para os nt.

Houve a distingdo entre os isolados de bovinos e morcegos do género
Artibeus, entretanto, dentro dos isolados de morcegos frugivoros, nado se
mantiveram os grupos A1 e A2, como encontrado para o gene N.

Oito isolados de Artibeus spp. (0O5/Art3598RibeiraoPreto,
05/Art3738RibeiraoPreto, 05/Art4850RibeirdoPreto, 05/Art4932RibeirdoPreto,
05/Art5459RibeiraoPreto, 05/Art6734RibeiraoPreto, 05/Art6956RibeirdoPreto e
05/Art8921RibeiraoPreto) de Ribeirdao Preto (grupo A2 para o gene N) segregaram
em um grupo. Os isolados 05/Bov7535Platina, 05/Art7270ParaguaguPaulista,
05/Art7547ParaguaguPaulista, 05/Art3250Catanduva, 05/Art4578MonteMor e
05/Bov6314Garga, de diferentes municipios (Paraguacu Paulista, Catanduva, Monte
Mor, Platina e Garga), sendo quatro de Artibeus spp. e dois de bovinos, formaram
um grupo.

Os demais isolados do estudo se agregaram em uma topologia diferente em
relacdo ao resultado obtido para o gene N, ou seja, no grupamento formado para o
gene G, n&o houve distingdo entre isolados que se encontravam nos grupos A1 e A2
para o gene N. Foram incluidas, ainda, ao grupo para o estudo dos aa para o gene
G, dois isolados de morcegos hematdfagos recuperadas do GenBank. Entretanto,

estes grupos nao sao sustentados por altos valores de bootstrap.
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Figura 5 - Arvore de distancia com algoritmo Neighbor-Joining e modelo evolutivo de Poisson para
a proteina G de RABV (aminoacidos 3 ao 524 em relagdo ao virus fixo CVS -
FJ979833.1) e os respectivos grupos encontrados no presente estudo. Os valores em
cada né representam os resultados de 1000 repeticdes de bootstrap - S&o Paulo - 2009




61

4.4 CALCULO DE IDENTIDADES DE NUCLEOTIDEOS E AMINOACIDOS

Para o calculo de identidade de nt e aa, os isolados foram reunidas em

grupos (D, A1 e A2), como obtido na genealogia de nt para o gene N, inclusive nas

analises de gene e proteina G.

4.4.1 Gene N

Entre os 35 isolados de RABV aqui estudados e as sequéncias de RABV de

morcegos recuperadas do GenBank, as identidades em porcentagem entre nt e aa

intra e intergrupos encontrados para o gene N (nt 68 a 1350 do gene N em relacéo a

amostra CVS de numero de acesso Genbank AFJ406696.1) encontram-se nas

tabelas 1 e 2, respectivamente.

Considerando-se todas as sequéncias de morcegos do gene N incluidas para

a analise genealdgica, as identidades médias de aa foram maiores que 99,3%, e de

nt, maiores que 96,3%.

Tabela 1 - Identidades em porcentagem dos nucleotideos 68 a 1350 do gene N dos grupos presentes
na arvore genealdgica para este gene para isolados de RABV de morcegos Artibeus spp.

e bovinos relacionados a D. rotundus - Sdo Paulo - 2009

Grupo

Média nt (%)

Méaxima (%)

Minima (%)

DXD
A1 X A1
A2 X A2
D X A1
D X A2
A1 x A2

99,5
99,5
99,0
97,7
97,3
97,2

100
100
100
98,7
97,9
98,2

98,8
98,9
96,9
97,1
96,4
96,3
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Tabela 2 - Identidades em porcentagem dos aminoacidos 23 ao 450 para a proteina putativa N dos
grupos presentes na arvore genealdgica para este gene, isolados de RABV de morcegos
Artibeus spp. e bovinos relacionados a D. rotundus - Sao Paulo - 2009

Grupo Média aa (%) Méxima (%) Minima (%)

DXD 99,7 100 98,8
A1 X A1 99,8 100 99,5
A2 X A2 99,6 100 98,1
D X A1 99,5 99,7 98,8
D X A2 99,3 99,7 98,1
A1 x A2 99,7 100 98,8

4.4.2 Gene G

As identidades em porcentagem entre nt e aa intra e intergrupos encontrados
para o gene G (nt 8 a 1579 do gene G em relagdo a amostra CVS de numero de
acesso Genbank FJ979833.1), foram demonstradas nas tabelas 3 e 4,
respectivamente.

Considerando-se todas as sequéncias de morcegos do gene G incluidas para
a analise genealdgica, as identidades médias de aa foram maiores que 97,6% e de

nt, maiores que 97,0%.

Tabela 3 - Identidades em porcentagem dos nucleotideos 8 ao 1579 do gene G dos grupos presentes
na arvore genealdgica para este gene para isolados de RABV de morcegos Artibeus spp.
e bovinos relacionados a D. rotundus - Sdo Paulo - 2009

Grupo Média nt (%) Méaxima (%) Minima (%)
DXD 99,3 100 98,7

A1 X A1 99,3 99,8 98,7

A2 X A2 99,2 99,7 98,4

D X A1 98,5 99,1 97,9

D X A2 97,7 98,0 97,0

A1 x A2 98,2 98,6 97,8
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Tabela 4 - Identidades em porcentagem dos aminoacidos 3 ao 524 para a proteina putativa G dos
grupos presentes na arvore genealdgica para este gene, isolados de RABV de morcegos
Artibeus spp. e bovinos relacionados a D. rotundus - Sao Paulo - 2009

Grupo Média aa (%) Méxima (%) Minima (%)
DXD 98,8 100 98,0

A1 X A1 99,1 99,8 98,0

A2 X A2 98,6 99,6 97,5

D X A1 98,0 99,0 96,5

D X A2 97,6 98,6 96,1

A1 x A2 98,5 99,8 97,5
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5 DISCUSSAO

Morcegos frugivoros do género Artibeus vém tendo uma crescente relevancia
para a epidemiologia da raiva, sobretudo em centros urbanos, tendo sido relatados
como carreadores de variantes do RABV similares aquelas encontradas em
morcegos hematofagos Desmodus rotundus.

Na presente investigacdo, a filogenia dos genes N e G de isolados de RABV
encontrados em Artibeus spp. e outros relacionadas a Desmodus rotundus,
conjuntamente com sequéncias recuperadas do GenBank, sugeriu a existéncia de
linhagens proprias de cada um destes morcegos.

Os resultados encontrados pelas técnicas de RT-PCR, obtidos neste estudo,
apresentaram positividade para todos os 35 isolados utilizados, tanto para o gene N
como para os dois conjuntos de primers utilizados para o gene G.

Portanto, no presente estudo, as reagcbes de PCR utilizadas mostraram-se
eficientes ao serem aplicadas nos isolados de RABV, o que pode ser atribuido
principalmente ao baixo polimorfismo das areas de hibridizagdo dos primers
selecionados, localizadas em segmentos altamente conservados do genoma do
RABV em cada um dos respectivos genes (KISSI; TORDO; BOURHY, 1995), o que
torna o desenho dos primers mais eficiente.

Esta mesma eficiéncia aqui encontrada é concordante com o ja relatado em
outras investigacbes onde os mesmos conjuntos de primers foram utilizados, tanto
para linhagens de RABV de carnivoros e bovinos (estas ultimas relacionadas ao D.
rotundus) quanto de diversas espécies de morcegos em estudos epidemiolégicos
realizados com isolados do virus provenientes do Brasil (SATO et al., 2004,
CARNIELI et al., 2008, 2009a, b).

Mesmo sendo reconhecida a eficiéncia da técnica de PCR para o diagndstico
de raiva por sua elevada sensibilidade analitica (BORDIGNON et al., 2005), ha
casos em que ocorrem resultados falso-negativos quando o teste € realizado
diretamente em amostras clinicas sem o prévio isolamento viral, e mesmo naqueles
onde o isolamento foi realizado, tanto em funcdo de variagbes de sequéncias-alvo
para determinados conjuntos de primers e certas linhagens de RABV, quanto por

eventuais baixos titulos virais.
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Por exemplo, em um estudo realizado com 70 amostras de RABV isoladas em
SNC de camundongos, utilizando os mesmos primers aqui utilizados, apenas 66
foram positivas para amplificacdo do gene N e 54 para o gene G (OLIVEIRA, 2009).

Da mesma forma, um estudo realizado com a aplicacdo de PCR para
deteccdo do gene N de RABV em dez isolados de foliculo piloso de pacientes
humanos com raiva resultou em falso-negativos para trés delas, sendo que todas as
amostras de SNC destes mesmos pacientes haviam sido positivos para o isolamento
em camundongos (MACEDO et al., 2006).

Deve-se, ainda, levar em consideracao a possibilidade da presenca de altos
titulos virais, sobretudo nas amostras de Artibeus spp., as quais se encontravam
isoladas em SNC de camundongos, todas em primeira passagem, o que poderia
inibir as reacdes de transcricdo reversa e também de amplificacdo pela DNA
polimerase.

Paralelamente, no caso dos isolados de bovinos, os quais serviram de fontes
de isolados relacionados a D. rotundus, pode-se inferir que os titulos eram também
elevados, ainda que nao isoladas, uma vez que, no caso de bovinos,
frequentemente as amostras enviadas para diagnéstico ao Instituto Pasteur de Séo
Paulo provém de animais sintomaticos, nos quais a replicacdo viral é intensa
(WARRELL; WARRELL, 2004).

Quanto a eficiéncia da técnica de sequenciamento de DNA dos 105 produtos
de PCR (35 para o gene N e 35 para as por¢oes 5 e 3’ de G, respectivamente),
nota-se no item Resultados que a mesma foi de 100%, uma vez que sequéncias
completas foram obtidas para todos estes produtos.

Entretanto, tal eficiéncia s6 foi atingida em fungdo de varias tentativas de
sequenciamento realizadas para alguns destes amplicons, sendo uma das mais
comuns causas de sequenciamentos falhos a baixa concentracao de DNA-alvo
obtida em algumas reagdes de PCR.

Finalmente, os métodos criteriosos de edicdo de sequéncias aqui utilizados,
incluindo a analise de probabilidade de erro para cada base obtida com o aplicativo
Phred, permitiu a geracao de sequéncias acuradas, o que € essencial para a
obtencdo de analises confiaveis em filogenia.

Com isto, foram obtidas sequéncias completas para o gene G e parciais para

o gene N de todos os 35 isolados de RABV incluidos desde o inicio da investigagao.
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Ao se realizarem as analises filogenéticas dos nucleotideos para o gene N, as
sequéncias segregaram em trés distintos grupos, denominados na figura 2 (item
4.3.1) de grupos D (Desmodus rotundus), A1 e A2, estes ultimos nomeados em
funcéo do género Artibeus.

No grupo D, encontraram-se exclusivamente isolados associados ao morcego
hematofago D. rotundus, tanto aqueles do presente estudo quanto os demais
recuperados do GenBank.

No grupo A1, linhagens isoladas de RABV de morcegos Artibeus spp. de
varios municipios segregaram com isolados de bovinos, tanto deste estudo como
recuperadas do GenBank.

No grupo A2 houve o predominio de isolados provenientes do municipio de
Ribeirdo Preto. O grupo é formado na sua maioria por isolados provenientes de
morcegos do género Artibeus (do estudo e do GenBank), entretanto, apresentou
dois isolados onde o RABV foi obtido de isolados de bovino (retirados do GenBank).

Com isso, pode-se sugerir inicialmente a existéncia de divergéncia genética
suficiente para a distingdo entre linhagens de RABV de Artibeus spp. e de D.
rotundus e que isolados de RABV de Artibeus spp. podem ser, ainda, subdivididas
em duas diferentes linhagens.

A heterogeneidade de isolados de RABV expressa genealogicamente sob a
forma de grupos especificos a certos tipos de mamiferos € um episddio detectado
entre distintos hospedeiros (DIAZ et al., 1994; DE MATTOS et al., 1996, 2000; ITO
et al.,, 2001; FAVORETTO et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2005, 2007; CARNIELI
JR. et al., 2008).

Entretanto, uma vez que no presente estudo ndo foram obtidos isolados de
RABV de Artibeus spp. e Desmodus rotundus de modo concomitante, ou seja, em
um mesmo momento e em um mesmo local, deve-se ponderar que estes resultados
poderiam estar enviesados, visto que a auséncia de tal amostragem pode ter levado
a auséncia de linhagens de uma e outra espécie nos agrupamentos aqui
considerados como hospedeiro-especificos.

Ja foi demonstrado que o agrupamento de isolados de RABV ¢é determinado
pela influéncia de barreiras geograficas em detrimento de barreiras espécie-
especificas (HOLMES et al., 2002).
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Um estudo acerca da evolugdo do RABV em amostras isoladas na Europa
também demonstrou haver agrupamento em relagédo a origem geografica (BOURHY
et al., 1999), o qual foi atribuido a barreiras naturais como o Rio Vistula, na Pol6nia.

Em estudos realizados entre canideos brasileiros (CARNIELI et al., 2008),
também se observou regionalidade entre estes animais, na regiao nordeste do pais.

Assim, pode-se interpretar destes trabalhos que, apds a emergéncia de uma
dada linhagem hospedeiro-especifica, ha uma tendéncia a emergéncia de padrdes
regionais para estas linhagens (KISSI et al., 1999).

Entretanto, consideradas excegbes a esta regra, isolados de RABV de
morcegos insetivoros, revelaram, em um estudo recentemente concluido, uma
tendéncia de agrupamento género-especifico para estes hospedeiros no Brasil
(OLIVEIRA, 2009).

Assim sendo, levando-se em conta a extensa area geografica do Estado de
Sao Paulo incluida na amostragem do presente estudo, pode-se especular que a
auséncia de efeito filogeografico para o padrao de segregagao filogenética aqui
descrito que permitiu a distincdo entre isolados de Artibeus spp. e de D. rotundus
tenha sido minimizada, uma vez que estes dois géneros de morcegos sao
distribuidos por todo o Estado de Sao Paulo (UIEDA, 1995).

Além disso, especificamente para os dois agrupamentos de morcegos do
género Artibeus (A1 e A2), do mesmo modo ja descrito para isolados pertencentes a
variante antigénica 3 em Desmodus rotundus, (CARNIELI et al., 2009b), os mesmos
podem, por sua vez, significar linhagens regionais de RABV neste género de
morcegos.

Com isto, tanto a diferenciagdo entre linhagens de RABV de Artibeus spp. e
Desmodus rotundus quanto a existéncia de duas linhagens para RABV de Artibeus
spp., € concordante com a sugestdo de que, considerando a raiva em morcegos, 0
hospedeiro é t&do importante quanto o fator geografico para a diferenciagdo e
evolugdo das linhagens, em fungédo do isolamento geografico entre subpopulagdes
de morcegos de um mesmo género (OLIVEIRA, 2009).

Da mesma forma, pode-se sugerir que diferentes linhagens de RABV
existentes em morcegos de um mesmo género, com distinta localizagdo geografica,
possam ter emergido apos a separagao geografica destas populagdes de morcegos
de um mesmo género, 0s quais, a partir dai, adquiriram suas linhagens de RABV,

evoluindo de modo independente.
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Variantes e linhagens do RABV circulam ao longo de um determinado
territorio, fato que permite sua identificagao, pois sao adaptadas e mantidas pelas
diferentes espécies animais distribuidas regionalmente. Esta distribuicdo pode ser
alterada se ocorrer a transmisséo do virus de um hospedeiro primario para um
secundario (spillover). Se esta nova populagédo infectada mantiver a infecgdo ao
longo do tempo, a area de distribuicdo do virus é alterada, podendo ser ampliada
(CHILDS; REAL, 2007).

Nota-se, entretanto, que, no grupamento A1, encontram-se os isolados
05/Bov7525Platina e 05/Bov6314Garga, cujas sequéncias foram geradas no
presente estudo, e as sequéncias 08lacreSP4001B e 08lacreSP3577B, obtidas do
GenBank, todas estas derivadas de bovinos infectados com raiva, sendo este fato
de destaque pelo agrupamento préximo revelado entre isolados derivados das duas
espécies de morcegos propostas como tendo linhagens especificas de RABV.

Do mesmo modo, no grupamento A2, tem-se o0 isolado
08SalesopolisSP10166B, também proveniente de um bovino.

Considerando-se que a hipdtese da género-especificidade das linhagens de
RABV para Artibeus spp. e Desmodus rotundus seja sustentada, pode-se sugerir
como base para a classificagao discordante destas linhagens de RABV detectadas
em bovinos o fato de as mesmas serem uma linhagem de Artibeus spp. que tenha
sido transmitida para bovinos por meio de eventos de spillover ou salto inter-
especies.

Nestes eventos, um dado reservatorio € infectado com uma linhagem de um
patdgeno ndo caracteristico da sua espécie, que no caso da raiva, fora descrito para
varias espécies de mamiferos de diferentes regidbes (HOLMES et al., 2002,
BRANDAO, 2009). Um exemplo fundamental de spillover, citado por Badrane e
Tordo (2001), é a transmissao da linhagem de RABV de quirdpteros para carnivoros,
que foi calculado como tendo ocorrido antes mesmo da descoberta das Américas,
dando origem, assim, as linhagens de RABV em animais terrestres.

Ainda que o morcego hematofago seja sabidamente o principal transmissor
da raiva para os herbivoros na América Latina e Caribe, as hipoteses citadas a
seguir, ndo poderiam deixar de serem mencionadas nesta Discussao, com o intuito
de que todas as possibilidades para o evento encontrado fossem explicitadas.

Para tanto, devem ser consideradas trés possibilidades de transmissao:
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Uma destas é a transmissdo diretamente de um Artibeus spp. para um
bovino, considerando-se que estes morcegos quando acometidos pela raiva tém seu
comportamento alterado, e, em geral, encontram-se caidos e com dificuldade de
locomogdo. Por haver a ocorréncia destes morcegos também em areas rurais
(VIZOTTO; TADDEI, 1973) poder-se-iam esperar encontros entre bovinos
susceptiveis e estes morcegos, uma vez que os bovinos poderiam acidentalmente
entrar em contato com estes através de mordedura durante o pastejar, podendo
confundi-lo com uma folha ou pastagem, ou este, ainda, estar camuflado entre a
vegetacdo. Da mesma forma, ha a possibilidade de o bovino caminhar sobre um
morcego raivoso caido sobre a pastagem e este, em resposta, morde-lo para se
defender.

Para uma segunda possibilidade, poder-se-ia considerar a existéncia de um
hospedeiro intermediario entre os bovinos e os Artibeus spp., como, por exemplo, o
cao, ja que carnivoros domésticos ja foram encontrados infectados com linhagens
de RABV de morcegos, tendo, inclusive, transmitido as mesmas para seres
humanos (KOTAIT et al., 2001; CARNIELI et al., 2005).

Finalmente, uma terceira possibilidade, a qual também envolve um
hospedeiro intermediario entre Artibeus spp. e bovinos pode ser proposta, segundo
a qual a transmissdo se deu de um Artibeus spp. para um Desmodus rotundus o
qual, por sua vez, levou a transmissao da linhagem em questao para os bovinos nos
quais ela foi, entdo, detectada, levando estes ultimos a manifestarem raiva por uma
linhagem atipica, ndo propria de Desmodus rotundus.

Entretanto, considerando-se os habitos alimentares do D. rotundus, que o
levam a parasitar bovinos, constituindo-se, desta forma, no Brasil, na principal fonte
de infecgéo de raiva bovina (SCHNEIDER et al., 1996; ITO et al., 2001), a hipétese
da transmissao Artibeus spp. para Desmodus rotundus e entdo para bovinos é a
mais plausivel como base para o encontro de linhagens de RABV de Artibeus spp.
em bovinos, o que € apoiado, ainda, pela baixa frequéncia deste achado no presente
estudo.

Esta possibilidade torna-se mais provavel se considerado o fato de que
diferentes familias de morcegos poderem compartilhar um mesmo abrigo, ou ainda,
em funcdo da capacidade de voo, percorrerem grandes distancias, compartilhando
territérios, o que favorece a transmissao do RABV entre eles (WILKINSON, 1988;

UIEDA, 1995). Os morcegos D. rotundus, por exemplo, utilizam muitos tipos de
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abrigos e podem dividir esse espago com mais de 40 outras espécies de morcegos
(GREENHALL; JOERMANN; SCHMIDT, 1983; ARELLANO-SOTA, 1988).

Na arvore de aminoacidos para o gene N, em oposigao ao que foi encontrado
para a arvore de nucleotideos para este gene, foram obtidos apenas dois grupos.

Um, em sua maioria, formado por D. rotundus (D) e outro por Artibeus spp.,
no qual foram agrupados indistintamente os isolados anteriormente divididos em A1
e A2.

Nesta filogenia de aminoacidos, a distingdo de RABV da variante antigénica 3
entre isolados de D. rotundus e de Artibeus spp. foi mantida. Entretanto, o fato de
nao ter havido a emergéncia de duas linhagens de Artibeus spp. pode ser explicada
em funcdo de maior numero de mutagdes do tipo sinbnima (que nao causam
substituicdo do aa especificado) em relagdo as nao-sinbnimas, nas quais
substituicdes de nt levam a substituicdo de aa (WUNNER, 2002).

Ou seja, nestes casos, a taxa de substituicdo de nt € maior do que a de aa, o
que leva a uma maior distingdo nucleotidica entre isolados indistinguiveis em termos
de aa.

Observando-se as identidades de nt e de aa para os grupos A1 e A2, a
identidade de aa minima foi de 98,8% (Tabela 2), enquanto, que, para nt, a mesma
foi de 96,3% (Tabela 1). Ja entre os isolados derivados de Artibeus spp. e de
Desmodus rotundus 98,1% para aa e 96,4% em nt (Tabelas 3 e 4), o que, de fato,
demonstra a prevaléncia de mutacdes nucleotidicas sindbnimas como base da
proximidade filogenética entre isolados de RABV de Artibeus spp., em termos de aa.

A discordancia entre a topologia das arvores de nt e aa para o gene N em
relacdo aos isolados de RABV de Artibeus spp. pode significar que, de fato, ha um
padrao regional para as linhagens de RABV neste género de morcegos, mas pode-
se especular que a divergéncia genética nao se traduziu em diferenga fenotipica
para as duas linhagens virais encontradas em morcegos do género Artibeus.

Neste caso, além do tempo de divergéncia entre as duas linhagens genéticas
de RABV de Artibeus spp., € possivel que, considerando-se que as pressdes de
selecao imunoldgicas e de receptores sejam as mesmas em todos os morcegos
Artibeus spp., a pressédo de selecao purificante levaria as duas linhagens genéticas
tornarem-se proximas em termos de aa, o que ja foi sugerido como a base para a
adaptacdo e emergéncia de linhagens de RABV proprias de um ou outro tipo de
hospedeiro (BRANDAO, 2009).
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Pode-se, ainda, considerar que tenham ocorrido nas populagdes de Artibeus
spp. incluidas neste estudo, dois eventos de aquisicdo de linhagens de RABV, o
que, ao longo do tempo evolutivo e considerando-se o isolamento geografico, levaria
ao estabelecimento de linhagens genéticas diferenciaveis.

Para os isolados de RABV detectados em bovinos, mas que se agruparam
juntamente com isolados de Artibeus spp. para a arvore de nt do gene N, a mesma
topologia foi encontrada, o que apoia a hipétese de transmissdo de Artibeus spp.
para bovinos tendo como hospedeiro intermediario Desmodus rotundus.

A despeito desta discussao, sete isolados de RABV, sendo seis do presente
estudo (0O5/Art7270ParaguacuPaulista, 05/Art8456ParaguacuPaulista,
05/Art7436RibeirdoPreto, 05/Art8921RibeirdoPreto, 05/Art8688RibeirdoPreto e
05/Art3738RibeirdoPreto) e um recuperado do GenBank (08lacriSP3577B), foram
classificados no grupo de Artibeus spp. na arvore de nt para gene N, mas,
segregaram no grupo de D. rotundus na arvore de aa do gene N.

Esta diferenga pode significar que foram detectados tanto linhagens de RABV
que se encontram fixas, ou seja, adaptadas e restritas a populagdes de Artibeus spp.
qguanto outras linhagens (as que mudaram de classificagado) ainda em processo de
fixacdo em Artibeus spp., o que ja foi descrito para infeccbes experimentais de
RABV onde se demonstrou ser necessario um numero de passagens superior a trés
para que ocorram mutagdes significativas (KISSI et al.,1999).

Na analise da arvore filogenética para os nt do gene G (Figura 4 - item 4.3.2),
foram obtidos dois grupos de sequéncias, sendo um exclusivo aos isolados de
RABYV relacionados a D. rotundus e outro a de Artibeus spp., porém, sem a distingéo
entre grupos A1 e A2 obtida para a arvore de nucleotideos do gene N.

O gene G tem uma maior taxa de mutagdo quando comparado ao gene N,
visto que a proteina G tem a funcao de ligacdo ao receptor celular e é alvo para
anticorpos neutralizantes, enquanto que a nucleoproteina tem funcdo estrutural
essencial para a manutencéo do nucleocapsideo viral (WUNNER, 2002) e, assim, o
gene G pode ndo guardar com acuracia a histéria evolutiva molecular de uma
linhagem de RABV pelo acumulo de substituicbes que levam a saturagédo do sinal
filogenético (MATIOLI, 2001).

Apesar do aumento progressivo de variagdo genotipica, uma linhagem de
RABV pode evoluir e expressar mutacdes caracteristicas que determinam fendétipos

que sao traduzidos nas relagdes virus-hospedeiro (MORIMOTO et al., 1998).
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As mutagdes no RABV ocorrem com frequéncia média de 10™ a 10~°/nt/ciclo
de replicacao, alterando a frequéncia genémica da populagao viral. Igualmente, as
novas linhagens do virus que incorporam novas mutagdes, sendo levadas a se
adaptarem, sdo submetidas a selecdo. Este fendbmeno forma subpopulacdes
designadas como quasispecies (TSIMRING; LEVINES; KESSLER, 1996).

Assim, diferencas encontradas entre isolados de RABV de diversas regioes,
em diferentes momentos, devem ser sempre analisadas por meio deste modelo de
genética de populagdes (MORIMOTO et al., 1998; KISSI et al., 1999).

Sao conhecidas regides de elevada diversidade no gene G, relacionadas com
atividades bioloégicas do virus como o reconhecimento de receptores celulares e
estimulacao do sistema imune. Estas caracteristicas podem facilitar a disseminagao
do virus dentro de uma mesma espécie ou, ainda, entre espécies diferentes
(BENMANSOUR et al., 1992; MORIMOTO et al., 1998; BADRANE; TORDO, 2001),
e relaciona as variagbes de aa da glicoproteina com a emergéncia de novos
Lyssavirus no ambiente, pois podem permitir adaptagdes a novos hospedeiros
(BADRANE et al., 2001).

Desta forma, pode-se sugerir que estes diferentes padrbes de segregacgao
para o gene N e gene G tenham ocorrido em fungdo dos diferentes processos de
selecdo a que sdo expostas as linhagens de RABV durante a historia evolutiva das
mesmas, relacionados as diferentes atividades das proteinas codificadas (HOLMES
et al., 2002).

Assim sendo, no caso de diferentes hospedeiros, como por exemplo,
diferentes géneros de quirdpteros, apresentarem pequenas diferengas estruturais no
receptor de membrana celular para a glicoproteina do RABV, diferentes linhagens
virais com glicoproteinas com maior afinidade por determinada subclasse de
receptor podem ter sido favorecidas e selecionadas, estabelecendo-se de modo
independente em cada tipo de hospedeiro (OLIVEIRA, 2009).

A proteina N também é a mais conservada antigenicamente, e por esta razédo
€ a mais utilizada em diagndsticos e estudos das relagbes evolutivas e
epidemiologicas (TORDO; KOUKNETZOFF, 1993). Considerando-se as elevadas
restricbes funcionais exercidas sobre a proteina N (WUNNER, 2002), e substituicoes
de aa que impedem sua propagagao, o resultado é uma menor taxa de mutagéo
para o gene que a codifica (KISSI et al., 1999; HOLMES et al., 2002). Com isto, a

pressdao de selegdo para o gene N, é possivelmente exercida por proteinas
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intracelulares do hospedeiro envolvidas no ciclo de replicagao viral, de elevada
restricao funcional.

A arvore filogenética apresentada para aa nos estudos referente ao gene G,
apresentou a mesma topologia daquela para os nt do gene G. Quando analisadas as
identidades inter e intragrupos para o gene G, as identidades obtidas para nt foram
sempre inferiores as de aa (Tabelas 3 e 4), similarmente ao encontrado para o gene
N, do que se pode, também, sugerir que houve predominio de mutagdes de nt do
tipo sinbnimas para ambos os genes.

Considerando-se os isolados de RABV de bovinos 05/Bov6314Garca e
05/Bov7535Platina, os quais segregaram no grupamento de RABV de Artibeus spp.
para nt e aa de N, manteve-se 0 mesmo padréo de segregagéo considerando-se 0s
nt e aa de G, o que é novamente concordante com a transmissao indireta entre
Artibeus spp. e bovinos.

Alteragcdes de topologias de arvores poderiam ser atribuidas também a
existéncia de recombinacdes entre diferentes isolados de RABV, mas, dado que
evidéncia definitiva deste fenbmeno em virus da raiva ainda nao foi encontrada
(CHARE; GOULD; HOLMES, 2003), esta variavel nao foi levada em consideragao
nas analises aqui apresentadas.

A topologia obtida nas arvores filogenéticas entre RABV de morcegos (AgV3)
e caes (AgV2), apresentou-se com a formagao de grupos distintos, como esperado.
Esta dicotomia foi estabelecida desde o primeiro estudo genético do RABV isolado
em canideos e em morcegos realizado por Ito et al. (2001), o que valida tanto as
regides génicas sequenciadas quanto os métodos de analise filogenética utilizada no
presente estudo.

Somando-se os elementos discutidos até este ponto, pode-se propor, para
fins de epidemiologia molecular, que, para a diferenciacao entre linhagens de RABV
de D. rotundus e Artibeus spp., a mesma seja realizada em termos de filogenia de
aa para a nucleoproteina, eliminando o viés da mudanga de topologia encontrada
para as arvores de nt e o viés da tipificacdo de linhagens nao fixas a estas espécies,
permitindo uma classificagdo mais acurada com elevados valores de bootstrap
quando comparados a arvore de aa de G.

O primeiro trabalho publicado relacionado a tipificagdo genética do RABV no

Brasil foi o de Ito et al. (2001), onde os autores descreveram que a identidade
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genética dos isolados de caes estudados foi maior que 99%, enquanto que em D.
rotundus, a mesma foi maior que 96,6%.

A partir deste trabalho a caracterizagdo genética do RABV mostrou a
diversidade do virus no pais e se estendeu para outras espécies de quirdpteros,
além do D. rotundus. Kobayashi et al. (2005), analisando isolados do RABV de
espécies frugivoras, insetivoras e de D. rotundus, relataram linhagens associadas a
morcegos Artibeus spp. (frugivoro), D. rotundus e morcegos insetivoros, sugerindo
haver linhagens espécie-especificas. Continuando a pesquisa anterior, obteve uma
linhagem associada aos morcegos insetivoros do género Lasiurus (KOBAYASHI et
al., 2007).

Nos casos dos trabalhos citados nos paragrafos anteriores, os resultados
encontrados, como a auséncia de distingdo entre RABV de D. rotundus e Artibeus
spp., podem ser devidos ao baixo numero de isolados utilizados, principalmente
derivados de Artibeus spp., o que, no presente estudo, foi compensando pela
inclusdo de 20 isolados de RABV destes quiropteros de uma abrangente area
geografica do Estado de Sao Paulo.

Entretanto, estes achados apontam para a necessidade de estudos mais
abrangentes, com maior numero de isolados dos diferentes hospedeiros (D.
rotundus e Artibeus spp.) de mesma localidade e de forma concomitante.

Desta maneira, tais estudos poderiam verificar e/ou estender a classificacido
dos isolados por espécie hospedeira conforme aqui proposto ou ainda, permitir
correlagdes com regides geograficas, uma vez que o ciclo da raiva no Brasil é
altamente complexo e apresenta sobreposicdo dos ciclos urbano e silvestre em
muitas areas do pais (ITO et al., 2003).

Também, o sequenciamento do genoma completo de alguns isolados
incluidos neste estudo seria de grande valia para um melhor entendimento das
relagdes evolutivas de linhagens de RABV de Desmodus rotundus e de Artibeus
spp. propostas como base para a diferenciagao filogenética entre as mesmas.

Outro caminho seria a inoculacdo experimental de RABV de Desmodus
rotundus em Artibeus spp. e vice-versa, acompanhando a evolugdo do RABV ao
longo do tempo em passagens sucessivas.

Finalmente, considerando-se as implicacbes para a saude publica e para o
controle da raiva, estudos voltados a elucidagcéo do grau de protecdo entre vacinas

contra a raiva em utilizagdo em animais de produgcdo, de companhia e seres
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humanos e linhagens do RABV encontradas em diversas espécies de morcegos,
incluindo D. rotundus e Artibeus spp., permitirdo entender com maior seguranca a
eficiéncia dos programas de controle da raiva.

De posse dessas informacdes, torna-se fundamental a utilizacdo das
ferramentas da epidemiologia molecular para um melhor esclarecimento da relagéao
filogenética entre diferentes linhagens de RABV.

Assim, pela real importancia do controle da raiva junto a saude publica, a
relacdo de transmissao de linhagens de RABV entre os diversos morcegos, como 0s

aqui analisados, devem ser continuamente estudados.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos na presente pesquisa e embasados pela literatura

consultada permitiram chegar as conclusdes que se seguem:

e Para os isolados de virus da raiva relacionados a morcegos frugivoros do género
Artibeus e morcegos hematéfagos Desmodus rotundus, a filogenia com base em
sequéncias do gene/proteina N e do gene/proteina G demonstra a segregacao
em padrdes género-especificos concordantes no caso de linhagens fixas em

cada um destes quirdpteros.

e Com base em sequéncias parciais de aminoacidos para a nucleoproteina, é
possivel realizar distingdo acurada entre linhagens de RABV de Artibeus e
morcegos hematéfagos Desmodus rotundus com fins de definicdo de fontes de

infeccdo em epidemiologia molecular.
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