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RESUMO

ESTEVEZ GARCIA, A. |. Anélise filogenética de amostras de virus da raiva procedentes
de herbivoros da regido fronteirica entre o nordeste do Estado de S&o Paulo e o Sul
de Minas Gerais, Brasil no periodo 2000 — 2009. [Phylogenetic analysis of rabies virus
isolates from herbivores from border region between northeast of Sao Paulo State and South
of Minas Gerais, Brazil, from 2000 to 2009] 2013. 98 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2013.

No Brasil a raiva dissemina-se de maneira insidiosa nos herbivoros domésticos, produzindo
perdas a industria pecuaria. No estado de S&o Paulo, a Ultima epizootia registrada ocorreu
entre os anos 1997 — 2002, acometendo bovinos e equinos. Este estudo examinou a
possivel relagdo de alguns casos detectados no sul de Minas Gerais no periodo 2000 a
2009 com o foco paulista citado, mediante andlise filogenética de segmentos do gene da
glicoproteina (540 nucleotideos) e nucleoproteina (416 nt) viral, usando o algoritmo de
Neighbor-joining, modelo evolutivo Kimura 2- parédmetros com 1000 replicagbes,
considerando sequéncias de isolados procedentes de diferentes regides do interior paulista
e do Brasil, tomadas do GenBank. Foi proposta uma analise geografica mediante o
programa ArcGis, localizando as coordenadas geograficas dos municipios de origem dos
casos sobre mapas de relevo, bacias hidrograficas e distribuicdo de biomas. A analise
filogenética dos dois genes estudados sugeriu que os focos mineiros podem ter a mesma
origem genética da Ultima epizootia paulista de raiva em herbivoros ocorrida entre 1997 e
2002. A analise filogenética baseada na nucleoproteina mostrou um maior nivel de
detalhamento sugerindo a ocorréncia de diferentes eventos e/ou centros de dispersédo de
raiva em herbivoros na area de estudo. A andlise geografica insinuou que 0s casos
aconteceram nas por¢des menos elevadas da Serra da Mantiqueira, na area de Mata
Atlantica e em proximidades das bacias dos rios Piracicaba/Jaguari, Paranaiba do Sul,

Grande, Pardo e Mogi-Guagu.

Palavras chave: raiva bovina, glicoproteina, nucleoproteina, anélise filogenética, bovinos.



ABSTRACT

ESTEVEZ GARCIA A.l. Phylogenetic analysis of rabies virus isolates from herbivores
from border region between northeast of S&o Paulo State and South of Minas Gerais,
Brazil, from 2000 to 2009. [Analise filogenética de amostras de virus da raiva procedentes
de herbivoros da regido fronteirica entre o nordeste do estado de S&o Paulo e o Sul de
Minas Gerais, Brasil no periodo 2000 — 2009] 2013. 98f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2013.

Bovine rabies is still spreading insidiously in Brazil, producing economic losses to livestock
industry. A remarkable epizootics took place in Sdo Paulo state between 1997 and 2002,
affecting bovine and equines. This research was intended to examine genetic relations
among some rabies outbreaks in Minas Gerais (MG), during 2000 and 2009 with S&o Paulo
epizootics by phylogenetic analysis based on glycoprotein (540 nucleotides) and
nucleoprotein (416 nt) genes partial sequences using Neighbor- joining algorithm, Kimura 2-
parameters model, with 1000 bootstrap replications, considering sequences from different
regions of S&o Paulo State (SP) and Brazil from GenBank. A geographic analysis was
proposed, plotting geographic coordinates of municipalities with rabies cases on topographic,
hydrographic and biome maps using ArcGis software. Phylogenetic analysis for both genes
suggested that cases from MG can have the same genetic origin of SP epizootics.
Phylogenetic analysis based on nucleoprotein gene showed a richer level of detailing than
glycoprotein gene, suggesting different events and/or dispersion centers of livestock rabies in
the studied area. Geographic analysis proposed that MG cases occurred at less elevated
portions of Serra da Mantiqueira mountains in the area of Atlantic forest, near

Piracicaba/Jaguari, Paranaiba do Sul, Grande, Pardo and Mogi-Guagcu rivers.

Keywords: bovine rabies, glycoprotein, nucleoprotein, phylogenetic analysis, Desmodus
rotundus
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1 INTRODUCAO

Na atualidade a Raiva continua sendo um problema tanto em saude publica
como em saude animal produzindo grandes perdas econdmicas para as atividades
pecuarias nos paises em desenvolvimento (RUPPRECHT; HANLON;
HEMACHUDHA, 2002).

No Brasil a raiva ainda dissemina-se de maneira insidiosa e preocupante em
bovinos, sendo o morcego hematéfago da espécie Desmodus rotundus o vetor desta
doenca (BRASIL, 2009). Os prejuizos que a raiva produz no rebanho brasileiro
ainda nao foram dimensionados com exatidao. A sub-notificacdo causada pela falta
de conscientizacdo dos produtores, e por vezes a falta de recursos financeiros para
0s servicos oficiais de saude animal, dificultam as tarefas de vigilancia e controle. O
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento realizou um célculo aproximado
das perdas econd6micas durante o periodo 1983 — 1993, tendo em conta a taxa de
subnotificacdo (de cada dez casos que acontecem, somente um € notificado),
estimando que anualmente morrem 40 mil bovinos, representando aproximadamente
US$ 15 milhSes de ddlares, sem considerar os prejuizos indiretos ocasionados pela
acao espoliadora dos morcegos vetores. Entre os as perdas indiretas podem ser
enumeradas: a diminuicdo na qualidade do couro, enfraquecimento, perda de peso
dos animais, infecbes bacterianas e virais, assim como miiases nos ferimentos
ocasionados durante a alimentacao do D. rotundus sobre o gado (BREDT, 1996).

A seguir serdo apresentadas algumas informagdes sobre ocorréncia de raiva
em herbivoros nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo com objetivo de
contextualizar o presente trabalho.

No estado de Minas Gerais durante o periodo 1976 a 1997 foram registrados
3.802 casos de raiva bovina. Analises de regressdo e de distribuicdo geografica
mostraram uma tendéncia crescente anual dos diagndsticos positivos, além do
incremento no numero de municipios atingidos, caracterizando assim a intensa
expanséo da doenca neste estado. Ha registros de ocorréncia esporadica, endémica
e epidémica em todo o estado durante esse periodo, principalmente nos municipios
das regides Metalurgica, Rio Doce, Mucuri e Jequitinhonha entre os meses de abril e
agosto (SILVA et al., 2001a).
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Os focos se movimentaram a partir de 1976 desde alguns municipios das
mesorregides do triangulo mineiro, centro, sul/sudoeste e zona da mata,
espalhando-se em direcdo ao norte até atingir aproximadamente o 75% dos
municipios no ano 1997 (SILVA et al., 2001a).

No periodo 1998 a 2006, Menezes et al. (2008), realizaram um estudo
semelhante das 3.053 ocorréncias de raiva bovina no mesmo estado. Embora
houvesse flutuacdo no nimero de municipios positivos ao longo do tempo o nimero
de casos apresentou tendéncia ao declinio com expansao geografica da doenca aos
municipios do triangulo mineiro.

Em referéncia a situacdo do estado de Sao Paulo, um estudo retrospectivo
mostrou um aumento expressivo no nimero de casos entre 0s anos de 1997 e 2000,
sendo registrados 2.243 diagnosticos confirmados pela Rede de Laboratorios
Estaduais. A casuistica teve tendéncia ao declinio até o ano 2002, tendéncia que se
manteve até 2004 (PERES, 2008; GOMES; MONTEIRO 2011)

O comportamento da casuistica de raiva nos estados de S&o Paulo e Minas

Gerais durante o periodo 1996 a 2012 é ilustrado na figura 1. Tomando como fonte:

1. Mapas de ocorréncia de Raiva Bovina no Brasil segundo Unidades
Federativas 2002 a 2008, Secretaria de Saude, Governo do Estado de
Parana, Brasil [acesso em 06/02/2013]

http://www.saude.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=1435

2. Mapas da Raiva no Brasil segundo Unidades Federativas, 2009 até
outubro de 2012, Grupo Técnico de Raiva, Secretaria de Vigilancia em
Saude, Ministério da Saude, Brasilia, D.F. [acesso em 06/02/2013]

http://portal.saude.qov.br/portal/saude/area.cfim?id area=124



http://www.saude.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=1435
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=124
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Figura 1 - Casos de raiva bovina nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais 1996 — 2012 — Brasil
(ESTEVEZ, 2013)
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Fonte: http://www.saude.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=1435 [acessado em
06/02/2013]
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=124 [acessado em 06/02/2013]

Legenda: A figura mostra aumento do nimero de casos em bovinos durante o periodo 1997 a 2002
no estado de Sao Paulo, sendo considerado de fato um periodo de epizootia segundo
dados oficiais da Rede Estadual de Diagnéstico

Segundo informacdes do Instituto Pasteur de S&o Paulo, no ano 1997 houve
incremento no numero de casos em herbivoros de importancia pecuaria na regiao de
Mogi das Cruzes (82 casos), observou-se deslocamento dos casos em direcédo a
Grande Sao Paulo. Em 1998 foram registrados 188 casos em herbivoros, constatou-
se um avango da doenca na Grande S&o Paulo, S&o José dos Campos, Taubaté e
Botucatu (incremento de 3 para 21 casos). Na regido administrativa de Campinas, 0s
casos estiveram concentrados nos municipios de Socorro, Joandpolis e Piracaia,
que fazem divisa com o Estado de Minas Gerais (KOTAIT et al., 1998)

A frequéncia da raiva em bovinos também mostrou tendéncia crescente na
regido oeste paulista durante o periodo de 1996 a 2003, sendo que de 4.950
amostras encaminhadas para o laboratério do Polo de Alta Sorocabana em
Presidente Prudente, entre 6 -16%, foram positivas, exibindo o pico de apresentacao
nos anos 1997 e 2002 (ALBAS et al., 2005)

As regides sudeste e nordeste (na divisa com Minas Gerais) do estado de

Sao Paulo historicamente tém sido atingidas pela doenca, sendo que entre 1996 a


http://www.saude.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=1435
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=124
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1999 foram registrados 837 casos em bovinos e 80 diagndsticos positivos em
morcegos hematéfagos (HEINEMANN et al., 2002)

Devido a esses acontecimentos e ao fato de que uma importante area
endémica de raiva estar situada em regido fronteirica, comprometendo os estados
de Sao Paulo, Minas de Gerais e Rio de Janeiro, a partir de 2002, foi declarada a
vacinagdo compulséria de bovinos contra raiva pelos érgaos de controle (CARNIELI,
et al, 2009).

A apresentacdo sazonal de epidemias de raiva em bovinos e equinos em
Minas Gerais em concomitancia com uma epizootia que aconteceu nos municipios
de S&o Paulo préoximos a macrorregido Sul e Zona da Mata do estado de Minas
Gerais entre os anos 1997 — 2002 fornece a oportunidade para abordar a
filogeografia da raiva bovina em ambos o0s estados através da analise das linhagens
genéticas circulantes na area fronteirica.

O presente trabalho pretendeu investigar a existéncia de um possivel vinculo
epidemioldgico entre a epizootia paulista (1997 — 2002) e varios casos em bovinos e
equinos que aconteceram em municipios mineiros na regido fronteirica com Sao
Paulo no periodo subsequente (2002 a 2009), empregando analise filogenética de

sequéncias parciais dos genes da glicoproteina e nucleoproteina do virus da raiva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para a melhor compreenséo dos estudos moleculares que serdo abordados
mais adiante € necessario mencionar algumas generalidades sobre: a organizagéo
do genoma do virus rabico e estrutura, antecedentes de estudos moleculares nos

estados de sdo Paulo e Minas Gerais.

2.1 Organizagdo do genoma do virus da raiva e estrutura viral

O genoma do virus da raiva (RABV) na amostra fixa Virus Pasteur (VP),
contém 11932 nucleotideos (nt), consiste em RNA gendmico, linear e policistrénico
com sentido negativo, codificando do extremo 3’(regido aminoterminal) para
5’ (carboxiterminal) (WUNNER, 2007). Possui cinco genes dispostos nesta ordem:
gene da nucleoproteina (N), com 1350 nt de comprimento, gene da fosfoproteina
(P), também designado por gene M1 ou NS (891 nt), gene da proteina matriz (M),
também designado por gene M2 (606 nt), gene da glicoproteina (G) (1572 nt) e
gene da RNA polimerase RNA dependente (L) (6426 nt). Possui cinco ORF’s (Open
Reading Frames), transcrevendo as proteinas estruturais com as mesmas
designagdes dos seus respectivos genes como mostrado na figura 2 (TORDO et al.,
1986).
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Figura 2 - Organizacéo do genoma do virus da raiva

1424 991 805 1675 6475

12 kilobases aprox.

Fonte: Adaptada de http://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html (Centers for Disease Control
and Prevention (2013). [acessado em 06/02/2013]

Legenda: O genoma do virus da raiva é de fita simples, senso negativo, ndo segmentado, com
comprimento de aproximadamente 12 kilobases. Ha uma sequéncia lider de
aproximadamente 50 nucleotideos, seguida pelos genes N,P,M,G e L.

O virus da raiva (RABV) tem formato baciliforme, com 100 a 250 nanémetros
(nm) de comprimento e 75 nm de didmetro em média, o envoltoério externo
(envelope) é formado por lipideos da célula hospedeira, com espiculas de 5 a 10 nm
de comprimento. Abaixo do envelope encontra-se uma camada matriz formada pela
proteina M que une o envelope do virus a Ribonucleoproteina (RNP) interna. A RNP
estd composta pelo RNA genbmico de fita simples, sentido negativo, nao

segmentado, associado as proteinas L, P, e N além da proteina M, conforme a figura 3.


http://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html
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Figura 3 - Representagdo esquematica do virus da raiva

-{RNP

Fonte: (WUNNER, 2007)

Legenda: A figura mostra RNP (ribonucleoproteina) interna encapsulada pelas proteinas N,
Polimerase L e P. A RNP também esté associada a proteina M que facilita a condensacéo
do material genético e confere o formato tipico baciliforme dos rhabdovirus. Uma
bicamada lipidica forma o envelope. A Proteina G com estrutura trimérica se projeta ao
exterior da membrana e se ancora ao redor do complexo formado pela associacdo RNP-
M.

A glicoproteina € a Unica estrutura viral imunogénica, ou seja, capaz de
produzir anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva. A glicoproteina esta
dividida em trés regibes (dominios). O ecto-dominio (ED), externo ao virus e com
439 aminoécidos (1 a 439) da regido N-terminal o dominio trans-membrana (TM),
com 22 aminoé&cidos (440 a 461) e o endo-dominio (EDO) com 44 aminoacidos (462
a 505) da regiao C-terminal e situado no interior do virus (WUNNER, 2007).

O gene da glicoproteina € de grande interesse para os estudos filogenéticos
do RABV. Os principais motivos desses estudos sao: importancia na resposta
imunoldgica; relagdo entre hospedeiros suscetiveis e patogénese da raiva
(BADRANE; BAHLOUL; PERRIN, 2001). Foram detectadas regides de elevada
diversidade no gene G. As regibes com elevada diversidade relacionam-se com o
reconhecimento de receptores neuronais e estimulacdo do sistema imune. Essas
caracteristicas podem facilitar a disseminacdo do virus dentro de uma mesma
espécie ou entre espécies diferentes, o que pode alterar a epidemiologia da infeccao
(BENMANSOUR et al., 1992; MORIMOTO et al., 1998; BADRANE; TORDO, 2001).
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Na literatura ja foram descritos varios sitios com atividade bioldgica: I, Ill, VI e
“a” compostos pelos aminoacidos nas posi¢des 231, 330 — 338, 264 e 342 — 343
respectivamente. O sitio Il é descontinuo, localizado nas posi¢cdes 34 — 42 e 198 —
200 ligadas por pontes de dissulfeto. O dominio de fusdo dependente de pH baixo
esta localizado entre as posicfes 102 a 179, sendo de crucial importancia para a
adesao do virus a célula, permitindo o estabelecimento da infec¢cdo (TORDO, 1996;

WUNNER, 2007).

A proteina N, principal proteina do nucleocapsideo, € constituida por 1.424 nt
(450 aminoacidos) e tem um peso molecular de, aproximadamente, 57.000 daltons,
sendo o principal componente viral. Apesar de apresentar algumas pequenas
regides com alto grau de diversidade genética, essa proteina é, ainda, a mais
conservada, apresentado alta similaridade na sequéncia de aminoacidos (WUNNER,
2007).

Na nucleoproteina foram descritos trés sitios com atividade biol6gica: |
compreende a posi¢cdo 358 — 367, e o sitio antigénico Ill, dividido em duas regides
independentes entre as posi¢coes 359 — 366 e 375 — 386. Estudos com anticorpos
monoclonais permitiram identificar o epitope Il, (353 — 373) o qual superpbe-se ao
sitio IV (TORDO, 1996; WUNNER, 2007).

Como outros virus RNA, o RABV apresenta pouca fidelidade durante a
replicacédo pela falta de reparo e correcao dos erros, facilitando a apresentacéo de
mutacOes e, portanto, a aparicdo de distintos genomas de mesma origem que 0
ambiente selecionara posteriormente (KISSI et al.,, 1999). As mutacdes no RABV
ocorrem com frequéncia média de 10 - 10®/nt por ciclo de replicacdo, gerando
novas linhagens do virus que vao incorporando mutagdes no processo de adaptacéo
a novos hospedeiros e nichos ecoldgicos, originando sub-populacdes designadas
também como "quase-espécies” ou linhagens (TSIMRING; LEVINE; KESSLER,
1996).

Sabe-se que a diversidade de linhagens €& produto de mutacbes que
acontecem aleatoriamente em decorréncia a relacdo virus/hospedeiro ao longo do

tempo, tendo também influencia fatores ecoldgicos e geogréaficos (KOBAYASHI et
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al., 2008). A analise de aminoacidos ou nucleotideos de linhagens virais isoladas em
diversas regifes geograficas fornece um 6timo indicativo da variagdo genética do
virus da raiva, permitindo a compreensdo da dindmica de transmissdo e
reconstrucao da historia biogeografica da doenca (NADIN-DAVIS, 2007; CARNIELI
et al., 2009).

2.2 Antecedentes de estudos moleculares de casos de raiva bovina nos

estados de Sao Paulo e Minas Gerais

Um dos trabalhos pioneiros em abordar aspectos moleculares dos casos de
raiva no estado de Sao Paulo, analisou 22 amostras de bovinos e Desmodus
rotundus, do periodo 1986 — 1999, procedentes de varios municipios: da regido do
Vale do Paraiba (Guaratingueta, Pindamonhangaba, Taubaté e Jacarei, Santo
Anténio do Pinhal, Sdo Roque, Pariquera Acu) e Vale do Ribeira (Cajati, Bernardino
de Campos, Piraju, Apiai), Sdo Joaquim da Barra (ver figura 4). Nesta oportunidade
foram analisadas as relacdes evolutivas usando fragmentos da nucleoproteina de
600 nucleotideos de extensdo, que codifica para a regido amino terminal. Como
conclusédo geral foi observada uma baixa variabilidade genética que provavelmente
seja consequéncia da deriva genética. Embora fosse observada segregacdo de
isolados em trés grupos principais na arvore filogenética, esta diferenciagcdo néo
obedeceu a fatores como a localizacdo geografica, tempo e espécie de origem
(HEINEMANN et al., 2002).
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Figura 4 - Situacdo geografica dos municipios de origem das amostras do estudo de diversidade
molecular do virus da raiva baseado no gene da nucleoproteina, realizado por Heineman
et. al., (2002)
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Fonte: (HEINEMANN et al., 2002).

Legenda: O mapa mostra a procedéncia das 22 amostras isoladas a partir de bovinos e Desmodus
rotundus, no periodo 1986 — 1999

Posteriormente em 2008, Kobayashi et al., publicaram um trabalho bem mais
abrangente em termos de numero de sequéncias (ao todo 593), areas geogréficas
(regibes norte, centro-oeste e sudeste do Brasil) e marco temporal considerados
(periodo 1987 — 2006). Foi realizada uma analise filogenética de um segmento de

203 nt da nucleoproteina, entre as posi¢cdes 109 a 311.

Neste estudo foram descritas 24 linhagens genéticas em todo o Brasil (com
valores de bootstrap superiores a 70%), sendo delimitadas por cadeias
montanhosas, sendo que a maioria de amostras analisadas foi isolada de éareas
adjacentes a rios. O padrdo de distribuicdo geografica dessas estirpes virais
aparentemente foi influenciado pela topografia e bacias hidrograficas (KOBAYASHI
et al., 2008). No tangente a regido sudeste, foram descritas seis linhagens
circulantes no estado de Sao Paulo designadas como C15 a C19 e C23, sendo
possivel perceber diferencas genéticas entre isolados de diferentes regides do

estado de S&o Paulo (norte, nordeste, Vale do Ribeira e fronteira com o sul de Minas
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Gerais), assim como do estado de Rio de Janeiro, como pode ser apreciado na

figura 5.

Figura 5 - Distribuic@o geogréfica das linhagens genéticas do virus da raiva de bovinos, periodo 1987 — 2006 na
regido sudeste do Brasil

Fonte: Adaptada de Kobayashi et al., (2008).

Legenda: Cada figura e as cores representam as linhagens genéticas descritas nesse trabalho no estado de Sao

paulo @ A c15, W c16, Yec17, % c1s, Kcio, V.Clr_'IQAO c23

A distribuicdo de estas linhagens genéticas regionais esteve delimitada por
cadeias montanhosas que agem com fatores de isolamento, assim sendo descritos
linhagens que se distribuiram entre os 100, 300 e 700 metros de altitude. Algumas
linhagens estavam distribuidas de forma restrita a determinados tipos de biomas

outros apresentaram uma distribuicdo mais ampla.

O primeiro trabalho que estudou aspectos moleculares da epizootia paulista
de raiva dos herbivoros entre 1997 — 2002 foi conduzido por Carnieli et al. (2009).
Neste estudo foram analisadas 144 amostras (130 bovinos, 14 equinos) para o gene
da nucleoproteina, obtendo um segmento de 1320 nt de comprimento
correspondentes aos aminoacidos entre as posi¢cdes 10 — 450. Sequéncias parciais
do gene da glicoproteina foram analisadas em 62 amostras (57 bovinos, 7 equinos).
O segmento da glicoproteina obtido foi de 800 nt de comprimento correspondente as

posicdes de aminoacidos 19 a 269, abrangendo as regides do peptideo sinal até a
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porcdo aminoterminal do endodomino. As arvores filogenéticas obtidas foram
concordantes. A area geografica analisada no estudo foi dividida em trés regibes
designadas como RD1, RD2 e RD3 sendo representado na figura 6.

Figura 6 - Distribui¢cdo geogréfica das linhagens virais RD1, RD2 e RD3 descritas no trabalho de Carnieli et.

al., (2009)
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Fonte: Carnieli et al. (2009)

Legenda: A figura mostra a regido geogréafica de procedéncia das amostras isoladas durante o periodo de
epizootia entre 1997 — 2002. Foram analisadas as sequéncias dos genes da nucleoproteina e
glicoproteina viral

Os dois genes analisados mostraram-se altamente conservados em termos
temporais e espaciais quando comparados com outros isolados do litoral Atlantico e
América do Sul (CARNIELI et al., 2009).

Uma analise mais detalhada sugere as seguintes relacdes espaciais e

temporais na epizootia paulista (1997 — 2002), segundo o trabalho supracitado:

o A circulacdo de uma linhagem viral denominada Antiga (“Old Strain”)

gue compreende isolados anteriores ao ano 1998 e procedentes das areas
RD1 e RD2

o A linhagem RD1 permaneceu circunscrita a area que leva seu nome
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o A linhagem RD2/RD3 pode ser subdividida em dois
o RD2: agrupa linhagens exclusivas dessa area
o RD2/RD3: linhagens virais que circularam nas areas RD2
e RD3 apos do ano 1999

Os resultados sugerem que os casos das areas RD1 e RD2 tém origens
diferentes, e que os focos da linhagem RD3 sdo consequéncia da expansdo da
linhagem RD2 (CARNIELI et al., 2009).

E importante salientar que nesta pesquisa foram considerados também
fatores geogréficos das areas atingidas pela epizootia. As areas RD1, RD2 e RD3
apresentam altitudes médias entre 800 a 1600 metros, temperaturas anuais de
18°C, pluviosidade média anual superior a 1300 mm e por tanto possuem condicdes
ecologicas propicias para a manutencdo de colonias de D. rotundus. A intensa
atividade na producéo cafeeira nessa area durante os séculos XIX e XX introduziu

drasticas modificagfes da vegetacéo original (CARNIELI et al., 2009).

Outra pesquisa que analisou 50 sequéncias parciais do gene da
nucleoproteina de casos de raiva em herbivoros nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais sendo comparados com outros do resto do Brasil, revelou a circulacdo de
duas linhagens principais (MACEDO et. al., 2010):

o Linhagem I: Isolados paulistas e mineiros coletados entre 1999
- 2001 e 2007 — 2008, que apresentaram sub-divisées segundo 0s municipios

de origem, sendo designados como sub-linhagens la até If

o Linhagem 1I: Isolados procedentes de Sdo Paulo, Rio de

Janeiro, Mato Grosso, Goias e Tocantins coletados entre 1989 a 2000.

Foi observada variacdo genética entre as linhagens de diversas regioes
geograficas, sendo que os isolados pertencentes a Sdo Paulo e Minas Gerais
mostraram ser mais proximas geneticamente quando comparadas com outros
estados (MACEDO et al., 2010).
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2.3 Generalidades dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais com relevancia
na epidemiologia da Raiva dos herbivoros

As regibes montanhosas do estado de Sdo Paulo sédo as areas mais propicias
para o desenvolvimento de abrigos de D. rotundus pelo fato delas também estarem
situadas, de modo geral nas regides com maiores indices pluviométricos e
temperaturas mais amenas (GOMES, 2011). Considerando estas areas, a
Secretaria de Agricultura do estado de S&o Paulo propés um mapa de éareas
geograficas diferenciadas segundo o risco de apresentacao de raiva em herbivoros
(Figura 7). As quarenta regionais foram agrupadas em quatro regibes maiores:
epidémica, endémica, esporadica e de alerta (KOTAIT et al., 1998a). E assim, para
cada regido classificada, foram determinadas medidas especificas de controle. Na
pratica, nos ultimos anos a classificacdo das areas sofreu algumas mudancas,
entretanto, de um modo geral, as regides que merecem atencdo e vigilancia da

enfermidade continuam sendo as mesmas.
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Figura 7- Classificacao das areas epidemiolédgicas de raiva em bovinos no estado de Sao Paulo

+ Avea Esporadica

Area de Alerta

Area Epidémica

Area Endémica

Fonte: adaptada de Kotait et al. (1998a)

Legenda: A figura mostra a diferenciagdo de areas no estado de Sao Paulo segundo o risco de
apresentacdo de Raiva em herbivoros, proposta pela Secretaria de Agricultura do estado.
S&o descritas quatro regies maiores: epidémica, endémica, esporadica e de alerta.

Além dos fatores geograficos que influenciam para a apresentacao de risco
diferenciado de raiva entre a regido leste (epidémica) e o oeste paulista (esporadica)
a distribuicdo dos tipos de criacdo bovina existente no estado de Séo Paulo, pode
ser outro fator a considerar. No planalto ocidental as criacdes sédo extensivas e
dedicadas a producdo de gado de corte. Na regido leste, a criagdo consiste em sua
maioria, de subsisténcia ou leiteira em pequenas propriedades. Entre as duas
regides, ha propriedades, predominantemente de areas extensas de cana de acUcar,

laranja e culturas de modo geral (GOMES, 2008).

Em referéncia ao estado de Minas Gerais, nas ultimas trés décadas houve
importantes transformacdes ambientais, facilitando assim a dispersdo da raiva em
diversos ambientes (urbanos e rurais) e por tanto contribuindo na dinamica das
areas de risco. Um exemplo concreto desta situagéo ocorreu durante o periodo 1976
a 1997, quando houve uma progressiva substituicdo de matas naturais por
pastagens, especialmente nas areas de bioma do cerrado, sendo a regido

sul/sudeste do estado, uma das regides atingidas. Esta situacdo propiciou a
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alimentacdo das colbnias de morcegos hematofagos, favorecendo a transmissdo da
raiva entre as diversas espécies de quirdpteros, possivelmente por coabitacdo nos
abrigos (SILVA et al., 2001).

Neste ponto é evidente a caréncia de estudos sobre questdes sociais,
econdmicas, geogréficas e ecoldgicas como fatores ligados a ocorréncia da raiva em

herbivoros.

Diante destes fatos, o presente estudo pretende examinar a possivel relacéao
entre a 0s casos procedentes da area epidémica no nordeste do estado de Sé&o
Paulo e alguns casos de raiva em herbivoros nos municipios vizinhos a area no
estado de Minas Gerias no periodo 2000 — 2009, caracterizando geneticamente
isolamentos com base aos genes da glicoproteina e nucleoproteina viral,
comparando a identidade das sequéncias aqui obtidas com a epizootia do estado de
Sao Paulo (1997 — 200) assim como com linhagens de outras regides geograficas do

Brasil.
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OBJETIVOS

e Caracterizar geneticamente 33 isolamentos de virus da raiva de herbivoros do
sul de Minas Gerais que formam parte de um banco de conveniéncia, com
base aos genes da glicoproteina e nucleoproteina viral, comparando a
identidade genética das sequéncias aqui obtidas com a epizootia do estado
de Sao Paulo (1997 — 2002) assim como com linhagens descritas em focos
de raiva anteriores e posteriores a este acontecimento, cujas sequencias

foram obtidas a partir do GenBank.

e Explorar se ha relacdo entre a distribuicdo espacial dos casos e fatores

geograficos como: relevo, bacias hidrograficas e biomas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem das Amostras

As amostras foram gentilmente fornecidas pela Dra. Elenice Cunha, Instituto
Bioldgico de Sdo Paulo (Laboratorio de Raiva e Encefalites Virais), procedentes de
12 municipios de Minas Gerais, da mesorregido Sul e Sudoeste do estado. No

quadro 1 é especificado o lugar e espécie de origem.
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Quadro 1 - Amostras de casos de raiva em herbivoros analisadas no presente trabalho, procedentes
de municipios das mesorregides sul/sudeste do estado de Minas Gerais, durante o

periodo 2000 — 2009

No Espécie Viabilidade
Data Isolamento Tgbifgtig:irg Municipio Animal passzz(;; em
camundongo
1 26/01/2000 71 Extrema Equino Nao
2 28/01/2000 90 Extrema Equino N&o
3 12/03/2000 194 Extrema Bovino Sim
4 30/03/2001 154 Extrema Equino Sim
5 28/01/2000 91 Pocos de Caldas Bovino Sim
6 03/05/2000 273 Andradas Bovino Sim
7 19/05/2000 315 Andradas Bovino Sim
8 28/05/2000 401 Andradas Bovino Sim
9 20/07/2000 445 Andradas Bovino Sim
10 20/03/2001 123 Andradas Bovino Sim
11 12/01/2004 261 Andradas Bovino Sim
12 17/07/2009 144 Andradas Bovino Sim
13 18/06/2001 395 Carmo de Minas Bovino Sim
14 13/07/2001 457 Carmo de Minas Bovino N&o
15 26/07/2001 490 Carmo de Minas Bovino Sim
16 14/08/2001 533 Carmo de Minas Bovino Sim
17 29/10/2001 798 Carmo de Minas Bovino N&o
18 27/11/2001 909 Carmo de Minas Bovino N&o
19 08/03/2002 269 Carmo de Minas Bovino Sim
20 26/05/2004 525 Cordislandia Equino Sim
21 15/03/2002 292 Soledade de Minas Bovino Sim
22 06/03/2003 325 Soledade de Minas Bovino Sim
23 23/07/2002 716 Sta Rita do Sapucai Bovino Sim
24 17/07/2003 753 Sta Rita do Sapucai Bovino Sim
25 26/02/2004 196 Belmiro Braga Equino Sim
26 01/04/2008 66 Monte Sido Bovino Sim
27 28/07/2009 147 Caldas Bovino Sim
28 21/10/2009 210 Caldas Bovino N&o
29 20/09/2002 1172 Dom Vigoso Bovino Sim
30 31/03/2004 365 Carmo de Minas Bovino N&o
31 18/12/2002 2864 Sao Lourengo Bovino Sim
32 03/06/2003 621 Dom Vigoso Bovino Sim
33 2003 605 Arceburgo Bovino Sim
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Na figura 8 é representada a localizacdo dos municipios de origem das

amostras analisadas no presente trabalho.

Figura 8 - Origem geografica das amostras analisadas no presente estudo, 12 municipios da mesorregiao sul e

sudeste de Minas Gerais, Brasil (ESTEVEZ, 2013)
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4.2  Triagem das Amostras

A triagem foi realizada mediante o teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD) e
Prova Bioldgica de Inoculacdo Intracerebral em camundongo. Todas as amostras

aqui contempladas foram positivas previamente para ambos os testes.

421 TestedelFD

A técnica foi executada conforme descrito por Goldwasser e Kissling (1958),
com modificacdo descrita por Dean, Abelseth e Atanasiu (1996). Foram obtidas
improntas por pressao de fragmentos de cérebro em laminas de microscopia, sendo
fixadas posteriormente por imersdo em acetona a -20°C por duas horas, secadas e
incubadas com conjugado antirrabico por 30 minutos a 37°C. Apoés trés lavagens
sucessivas com solucdo salina tamponada com fosfatos (pH 7.4) e secadas a
temperatura ambiente. Com a impronta fixa e seca, foi colocada um gota de glicerina
tamponada (pH 8.4) e posteriormente montada uma laminula cobre objeto. As
laminas prontas foram observadas sob microscopio de fluorescéncia, dotado de
lampada de Halogénio.

As laminas foram consideradas positivas quando observada presenca de
corpusculos de inclusdo intracitoplasméticos com coloracdo caracteristica, de

diferentes tamanhos e algumas vezes lembrando a presenca de “poeira antigénica”

4.2.2 Prova Biologica (Teste de Infeccdo Intracerebral em camundongos) e

reativacao de amostras por passagem em camundongo

Foi empregada a técnica descrita por Koprowski, (1996), utilizando seringa de
1,0 mL do tipo tuberculina, dotada de agulha 27G, aplicando um volume de 0,03 ml.
Os animais foram observados por um periodo de 30 dias, a procura de sinais

caracteristicos da raiva.
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4.3 Extracédo de RNA

A extracdo de RNA total foi realizada com o método do TRIZOL (Invitrogen®)
descrito pelo fabricante, brevemente: foram usados 100 pL de amostra para 1000 pL
de TRIZOL, sendo agitada a suspenséo por 15 segundos, submetida a incubacéo a
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente foram acrescentados 200 pL
de Cloroférmio absoluto, novamente agitacdo e incubacdo como no primeiro passo.
Centrifugagao (12.000 G, 15 min, 4°C); observou-se a separacéo da fase aquosa
superior (que contém o RNA total) a qual foi retirada e misturada em proporcéo 1:1
(v/v) com propanol absoluto, sendo a mistura agitada e incubada como no passo
anterior. Centrifugacao (12.000 G, 15 min, 4°C), o sobrenadante foi descartado por
inversdo, o pellet de RNA total foi lavado com 950 pL de etanol (75% em Agua-
DEPC), centrifugado novamente. O etanol foi descartado por inversdo, para
evaporar o resquicio dos reagentes, a amostra foi colocada no termobloco a 55°C
por 3 minutos ou até verificar a completa evaporagédo do etanol. O RNA extraido foi
ressuspendido em 20 pL de Agua-DEPC para proceder a reacdo de transcrigéo

reversa.

4.4 Transcricdo reversa (RT), Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
Sequenciamento de DNA

Tanto na RT, PCR quanto na reagcdo de sequenciamento do gene da
glicoproteina foram empregados os primers [(senso-GA(5" CGCTGCATTTTR
TCARAGTZ3)eantissenso-GB(5" GAGGGCACCATTTGGTMTC
37)], sendo obtido um produto de 917 nucleotideos segundo o descrito por Sato, et
al., (2004). Para o gene da nucleoproteina foram empregados os primers [sense-
2IGG"ATGTAACACCTCTACAATG3) eantissenso-304(5 TTGAC
GAAGATCTTGCTCAT 3], sendo obtido um produto de 1393 nucleotideos
segundo o descrito por Carnieli et al. (2009). E importante esclarecer que as

reacoes citadas foram executadas de maneira separada para cada gene.
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As regides dos genes da glicoproteina e nucleoproteina, reconhecidas por
cada par de primers, estdo descritas na figura 9

Figura 9 - Regibes dos genes da glicoproteina e nucleoproteina do virus da raiva, reconhecidas por
cada par de primers empregados no presente trabalho

1424 991 805 1675 6475

y 1303nt i 917 nt
- 89-1482nt 3222 — 4139 nt
PRIMERS 21G/304 PRIMERS GA/GB
12 kilobases

Fonte: Adaptada de http://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html (Centers for Disease Control
and Prevention (2013). [acessado em 06/02/2013]

Legenda: A figura ilustra a regides dos genes da nucleoproteina e glicoproteina do virus da raiva e
tamanho do produto esperado na PCR.

4.4.1 Transcricao Reversa (RT)

Para a transcricdo reversa 3.5 pL de RNA extraido de cada amostra foram
acrescentados ao mix contendo 2 pL de 5X First Strand Buffer (Invitrogen®), 1 pL do
pool de dNTPs na concentragdo 10mM, 1 pL de DTT a 100mM, 1 pyL de cada primer
na concentracdo de 10mM (senso e antissenso); 0.5 pyL de enzima Reverse
Transcriptase MMLV Invitrogen® (200U/uL), para um volume final de 10 pL

realizando-se a transcricdo reversa a 42°C por 60 minutos.


http://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html
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4.4.2 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

Apébs a obtencdo do cDNA, foi realizada a reacdo de PCR pela adicao para
cada amostra, de 5 pL do cDNA respectivo ao mix de PCR contendo 5 pL de 10X
PCR Buffer (Invitrogen®), 8 uL do pool de dNTPs a 1.25 mM, 1.5 pL 50mM MgCl,,
25.25 uL de Agua-DEPC e 0.25 pL de Platinum Tag DNA polimerase (5U / pL
Invitrogen®) para um volume final de 50 pL e levados ao termociclador e submetidos

ao ciclo descrito no quadro 2.

Quadro 2 - Ciclo da reagéo de PCR para amplificacdo do gene da glicoproteina e nucleoproteina do virus da
raiva isolados de Bovinos utilizados no presente estudo

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 Extenséo 2 minutos

1 ciclo 72°C Extenséo 10 minutos

4.4.3 Visualizacdo dos produtos da PCR mediante eletroforese

A presenca dos produtos de PCR foi verificada mediante eletroforese em gel
de agarose a 1.5% em tampado TBE 0.5X (0.1M de Tris, 0.09M de &cido bdrico e
0.001M de EDTA). Foram usados 5 pL de produto da PCR em cada poc¢o do gel
dissolvidos em 2 uL de Tampédo de Carga [glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol
0.25% (w/v), xileno cianol 0.25% (w/v)]. Como marcador de peso molecular foi usado

1kb plus DNA ladder (Invitrogen®), aplicando 0,1 ug no poco.

A eletroforese foi executada a 100mVolts até a migracdo completa das
bandas no gel. Para revelar a presenca dos produtos desejados o gel foi corado por
imersdo numa solucdo de brometo de etideo na concentracao de 0.005% em TBE
0.5X (25 pL brometo de etideo/500 mL TBE 0.5X ) durante 20 minutos, protegendo
da luz e a temperatura ambiente. Para a visualizacdo foi usado um transiluminador

com lampada U.V.
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Foram visualizadas as bandas dos tamanhos correspondentes a 917
nucleotideos e 1393 nucleotideos para os genes da glicoproteina e nucleoproteina,

respectivamente.

4.4.4 Purificagcédo dos Produtos da PCR

Foi usado o método de purificacdo enzimatica com exonuclease | + fosfatase
alcalina de camardo (ExoSAP-IT®), seguindo as instrucbes do fabricante,
brevemente, para cada 5 pL de DNA foram usados 2 pL de ExoSAP-IT®, a mistura
foi incubada a 37°C por 15 minutos, a enzima foi posteriormente inativada a 80°C

durante 15 minutos e posteriormente foi realizada a reacédo de sequenciamento.

4.4.5 Reagédo de Sequenciamento

Para executar a reagdo de sequenciamento de DNA, foram empregados 4 pL
de BigDye 3.1 (Applied Byosistems®), 4 uL de 5X Sequencing Buffer (Applied
Byosistems®), 2 pmol de cada primer (senso e antissenso) referente a cada gene
em reacoes separadas e 6 pL de DNA alvo (contendo aprox. 30 a 50 ng), para um
volume final de reacéo de 10 pL. O programa de sequenciamento compreendeu 0s
seguintes passos: 35 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos, 60°C

por 4 minutos.

4.4.6 Precipitacdo de DNA

Para cada 10 pL de reacdo de sequenciamento foram empregados 5 pL de
EDTA 125 mM e 60 pL de etanol absoluto. A amostra agitada gentiimente e
incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos, protegida da luz.
Posteriormente foi submetida a centrifugacdo a 16500g por 45 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado por inversao. Foi realizada uma lavagem com 60 pL de
etanol 70% (em &gua milliQ) a 16500g por 15 min a 4°C., uma vez descartado o
sobrenadante por inversao o resquicio de etanol foi evaporado colocando o tubo no

termobloco a 95°C por no maximo 5 minutos.
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4.4.7 Obtencao das sequéncias

O DNA precipitado foi ressuspenso em 10 pL de formamida HI-DI, transferido
para uma placa de 96 pocos para sequenciamento, e levado ao termociclador para
submeter a denaturacdo a 95°C por 2 minutos. Finalmente a placa de 96 pocos foi

levada ao sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems®).
4.4.8 Andlise filogenética
A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada usando o programa FINCH

TV. (verséo 140) e a aplicacio PHRED (disponivel no site

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Somente os nucleotideos com mais de

90% de probabilidade e indice de qualidade superior a 21, respectivamente, foram

considerados na sequéncia final.

Os segmentos pouco confiaveis das sequéncias foram removidos usando o
programa BioEdit (HALL, 1999).

A identidade e polaridade foi conferida usando a aplicacdo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), posterior a&

execucdo do capping/contig com a ferramenta Clustal W (versédo 1.83) incorporada

no programa BioEdit (versao 5.0.6).

As sequéncias tanto do gene da glicoproteina como da nucleoproteina foram

avaliadas e editadas da mesma maneira.

Com a informacdo fornecida pelos resultados do BLAST, foi feito um
levantamento das sequéncias pertencentes a casos de raiva em herbivoros e
quirdpteros de diferentes habitos alimentares. As sequéncias selecionadas para o
alinhamento foram em sua maioria procedentes dos estados de Minas Gerais e S&ao
Paulo, acontecendo entre 1986 e 2009. Com o numero de acesso do GenBank
foram achadas as publicacbes associadas as sequéncias para conferir a

procedéncia e a espécie hospedeira.


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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As sequéncias ja editadas conforme o descrito foram alinhadas junto com
sequéncias procedentes do GenBank wusando o programa CLUSTAL W
(THOMPSON et al., 1994).

A analise filogenética foi realizada empregando o algoritmo Neighbor-joining (NJ),
usando o programa MEGA (versdo 4.1) aplicando o modelo evolutivo Kimura -2-
parametros e bootstrap com 1000 replicacdes como descrito por Kobayashi et al. (2008)

Diversas versbes das arvores filogenéticas foram confeccionadas
incorporando sequéncias de cada estirpe genética descrita principalmente nos
trabalhos de Heinemann et al. (2002); Kobayashi et al. (2008); Carnieli et al. (2009)
e Macedo et al. (2010) e outros. Procurou-se que no possivel houvesse
representatividade da cada area de risco para raiva no estado de S&o Paulo:
epidémica, endémica, esporadica e de alerta. Também foram incorporadas
sequéncias de outros estados como: Maranhdo, Tocantins, Goias, Mato Grosso e

Rio do Janeiro.

Como o numero de sequéncias era grande as arvores obtidas ficavam com
ramos muito densos e de tamanhos que comprometiam a clareza da representacao
grafica das mesmas. A partir de estas observagdes e depois de varias tentativas
optou-se por fazer uma amostragem aleatoria incluindo no maximo cinco sequéncias
de cada sub linhagem viral descrita nos trabalhos supracitados. Foram elaboradas
fichas de papel com os niumeros de acesso de GenBank de todas as sequéncias
encontradas no levantamento de bibliografico. Cada grupo de sequencias que
conformavam uma linhagem foi colocado numa sacola sendo retiradas de cada

grupo cinco sequéncias de maneira aleatéria.

As sequéncias consideradas na confeccdo da arvore aparecem no quadro 3,
mostrando o codigo de acesso do GenBank, a origem geografica, data de

isolamento, gene estudado e referéncia bibliogréafica correspondente.
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Quadro 3 - Sequéncias do gene da glicoproteina e nucleoproteina tomadas do GenBank para realizar a analise filogenética das
sequéncias obtidas no presente trabalho

Codigo Acesso Gene Municipio Estado Ano Hospedeiro Referéncia
GenBank Isolamento
FJ649023 G Socorro SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649040 G Monte Sido SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649012 G Monte Sido SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649017 G Bueno Branddo SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649031 G Itapira SP 2001 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649025 G Pedra Bela SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649036 G Espirito Santo do Pinhal SP 2001 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649034 G Amparo SP 2001 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649008 G Atibaia SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649042 G Itatiba SP 2001 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649021 G Nazaré Paulista SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649024 G Vargem SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649004 G Joandpolis SP 1999 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649030 G Caconde SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649009 G Braganca Paulista SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649020 G Pinhalzinho SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649018 G Bom Jesus dos Perddes SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648998 G Piracaia SP 1999 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649033 G Morungaba SP 2001 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649037 G Mococa SP 2001 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649029 G Caconde SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649032 G Campinas SP 2001 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648999 G Socorro SP 1999 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648987 G Taquaritinga SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648988 G Aracatuba SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649019 G Braganca Paulista SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649980 G Morungaba SP 1997 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648990 G Socorro SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648995 G Séo Jodo de Boa Vista SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648989 G Socorro SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648984 G Suzano SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649002 G Aruja SP 1999 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648985 G Mogi das Cruzes SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648993 G Salesépolis SP 1998 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ648981 G Salesépolis SP 1997 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
FJ649041 G Vargem SP 2000 Bovino Carnieli, et. al. (2009)
AB110666 G Colinas TO 1999 Bovino Sato, et. al. (2004)
AB247407 G Araguaia TO 2001 Bovino Sato, et. al. (2004)
AB110668 G -- - Bovino Sato, et. al. (2004)
AB110663 G Sé&o Roque SP 1994 Bovino Sato, et. al. (2004)
AB110665 G Apiai SP 1992 Bovino Sato, et. al. (2004)
AB110664 G Taubaté SP 1995 D. rotundus Sato, et. al. (2004)
AB110659 G - - Céao Sato, et. al. (2004)
AB110660 G Bela Vista GO 1999 Cavalo Sato, et. al. (2004)
AB247393 G - TO 1999 Bovino Sato et al., (2006)
AB247382 G Presidente Dutra MA 2004 Bovino Sato et al., (2006)
AB247386 G Patos PB 2003 Bovino Sato et al., (2006)
AB247387 G Patos PB 2003 Bovino Sato et al., (2006)
AB247442 G - - D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247397 G Presidente Dutra MA 2004 Bovino Sato et al., (2006)
AB247422 G Linddia SP 2000 D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247421 G Linddia SP 2000 D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247428 G Tambau SP 2003 D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247391 G Itapecuru MA 2004 Bovino Sato et al., (2006)
AB496682 G - --- A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB247400 G Pocos de Caldas MG 2004 Bovino Sato et al., (2006)
AB247426 G Laje de Muriaé RJ 1998 D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247427 G Itaperuna RJ 1997 D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247415 G Santa Inés MA 2003 Cao Sato et al., (2006)
AB247412 G Rio de Janeiro RJ 1985 Cao Sato et al., (2006)
AB247410 G Anapolis GO 1999 Céao Sato et al., (2006)
AB247429 G Guarulhos SP 2000 D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247443 G Pindamonhangaba SP D. rotundus Sato et al., (2006)
AB247423 G Sé&o José do Barreiro SP 2001 D. rotundus Sato et al., (2006)
AB276311 G - - Humano Sato (2006)
AB276307 G - - Humano Sato (2006)
AB276308 G - --- Humano Sato (2006)
AB276309 G Gato Sato (2006)
AB276310 G Gato Sato (2006)
AB496683 G Presidente Prudente SP A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB496693 G - - A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB496691 G - - A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB496692 G Alvares Machado SP 2003 A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB496686 G Vargem Grande Paulista SP 2004 A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB496680 G Dracena SP 2002 A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB496681 G Vargem Grande Paulista SP 2004 A lituratus Kobayashi et. al., (2009)
AB110661 G 1998 Suino Sato et al., (2004)
AB110657 G - - 1999 Humano Sato et al., (2004)
FJ649104 N Braganca Paulista SP 1999 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649137 N Braganca Paulista SP 2000 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649102 N Vargem SP 1999 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649109 N Braganca Paulista SP 2000 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649143 N Pinhalzinho SP 2000 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649087 N Piracaia SP 1999 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649116 N Vargem SP 2000 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649186 N Itatiba SP 2001 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649106 N Braganca Paulista SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649120 N Nazaré Paulista SP 2000 Bovino Carnieli et. al., (2009)
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Codigo Acesso Gene Municipio Estado Ano Hospedeiro Referéncia

GenBank Isolamento

FJ649073 N Braganca Paulista SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649156 N Caconde SP 2000 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649159 N Caconde SP 2000 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649172 N Mococa SP 2001 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649100 N Vargem SP 1999 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649166 N Jarinu SP 2001 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649157 N Itapira SP 2001 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649165 N Monte Sido MG 2001 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649186 N S&o Sebastido da Grama SP 2001 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649186 N Itatiba SP 2001 Equino Carnieli et. al., (2009)
FJ649144 N Pedra Bela SP 2000 Equino Carnieli et. al., (2009)
FJ649171 N Atibaia SP 2001 Equino Carnieli et. al., (2009)
FJ649047 N Salesépolis SP 1997 Equino Carnieli et. al., (2009)
FJ649055 N Salesépolis SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649086 N Aruja SP 1999 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649174 N Cacapava SP 1997 Equino Carnieli et. al., (2009)
FJ649056 N Guararema SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649173 N Biritiba Mirim SP 1997 Equino Carnieli et. al., (2009)
FJ649053 N Mogi das Cruzes SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649045 N Salesépolis SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649048 N Salesépolis SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649052 N Santa Branca SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649057 N Suzano SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649043 N Morungaba SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649044 N Morungaba SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649065 N Socorro SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649079 N Socorro SP 1999 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649059 N Caconde SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649075 N Cajuru SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649074 N Pontal SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649046 N Jaboticabal SP 1997 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649066 N Socorro SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
FJ649072 N Sé&o Jodo de Boavista SP 1998 Bovino Carnieli et. al., (2009)
AB201803 N Linddia SP 2000 D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB201804 N Linddia SP 2000 D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083804 N Ipora GO 2000 Equino Kobayashi et al., (2005)
AB083803 N Morrinhos GO 1999 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AB083806 N Taubaté SP D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083807 N Pindamonhangaba SP 1998 D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB297633 N Laje de Muriaé RJ 1998 D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB297634 N Itaperuna RJ 1997 D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083808 N Apiai SP 1992 Ovino Kobayashi et al., (2005)
AB083810 N Araguaina TO 1998 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AB083811 N Colinas TO 1999 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AB201820 N Goiana GO D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083812 N - - D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083816 N - - D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083815 N == === D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB201805 N Séo José do Barreiro SP 2001 D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083817 N Piraju SP 1989 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AB117970 N S&o José do Rio Preto SP 1998 A lituratus Kobayashi et al., (2005)
AB117972 N S&o José do Rio Preto SP 1998 A planirostris Kobayashi et al., (2005)
AB201819 N Timburi SP 2000 D rotundus Kobayashi et al., (2005)
AB083805 N Sé&o Roque SP 1994 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AB117969 N Itapira SP 1998 A lituratus Kobayashi et al., (2005)
AB201810 N Presidente Venceslau SP E auripendulus Kobayashi et al., (2005)
AB201817 N Presidente Venceslau SP 2002 M rufus Kobayashi et al., (2005)
AB083818 N Corumbaiba GO 1999 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AB083813 N Alto do Taquari MT 1999 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AB083814 N Céceres MT 1999 Bovino Kobayashi et al., (2005)
AF357316 N Cajati SP 1986 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357296 N - --- 1986 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357300 N Bernardino Campos SP 1989 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357301 N Piraju SP 1988 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357302 N Pindamonhangaba SP 1989 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357287 N Sé&o Joaquim da Barra SP 1991 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357288 N Apiai SP 1991 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357309 N Taubaté SP 1992 D rotundus Heinemann et al., (2002)
AF357289 N Sé&o Roque SP 1994 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357310 N Guaratingueta SP 1994 D rotundus Heinemann et al., (2002)
AF357314 N Taubaté SP 1994 D rotundus Heinemann et al., (2002)
AF357290 N Taubaté SP 1998 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357291 N Jacarel SP 1998 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357292 N Santo Anténio do Pinhal SP 1998 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357293 N Taubaté SP 1998 Bovino Heinemann et al., (2002)
AF357298 N Pariquera Agu SP 1999 Bovino Heinemann et al., (2002)
GQ160917 N Pocos de Caldas MG 2007 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160946 N Sé&o Sebastido da Grama SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160949 N Sé&o Sebastido da Grama SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160951 N Séo Sebastido da Grama SP 2008 Equino Macedo, et. al., (2010)
GQ160920 N Andradas MG 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160910 N Andradas MG 2007 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160911 N Andradas MG 2007 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160922 N Braganca Paulista SP 2008 Equino Macedo, et. al., (2010)
GQ160928 N Extrema MG 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160941 N Piracaia SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160952 N Serra Negra SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
FJ649138 N Socorro SP 2000 Bovino Macedo, et. al., (2010)
FJ649170 N Espirito Santo do Pinhal SP 2001 Bovino Macedo, et. al., (2010)
FJ649085 N Joanopolis SP 1999 Bovino Macedo, et. al., (2010)
FJ649154 N Braganca Paulista SP 2000 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160921 N Belo Horizonte MG 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
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Codigo Acesso Gene Municipio Estado Ano Hospedeiro Referéncia

GenBank Isolamento

GQ160956 N Trés Coragdes MG 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160938 N Marilia SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160933 N lacri SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160934 N lacri SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160940 N Pedregulho SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160943 N Salesopolis SP 2008 Bovino Macedo, et. al., (2010)
GQ160913 N Itirapué SP 2007 Bovino Macedo, et. al., (2010)

M13215 G,N - - - - Tordo et al., (1986)

DVU22848 G,N --- -—- Humano Bourhy et. al., (1993)

Abreviaturas: G: Sequéncia do gene da glicoproteina, N: Sequéncia do gene da Nucleoproteina. SP: Sdo Paulo, MG: Minas Gerais, TO: Tocantins, GO: Goias, MT: Mato Grosso, MA:
Maranh&o. D. rotundus: Desmodus rotundus, A lituratus: Artibeus lituratus, A planirostris: Artibeus planirostris, E auripendulus: Eumops auripendulus. M rufus: Molossus rufus

--: sem informagéo
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4.4.9 Analise de polimorfismo

As sequéncias de aminoacidos da nucleoproteina e glicoproteina foram

deduzidas usando BioEdit.

As sequéncias de aminoacidos correspondentes as mesmas sequéncias de
nucleotideos que aparecem no quadro 1, foram procuradas no GenBank e partir
delas mediante o BioEdit foram obtidas as sequéncias consenso respectivas para a

glicoproteina e nucleoproteina.

A sequéncia consenso pode ser definida como a sequéncia ideal que
representa a base ou aminoacido predominante em cada posicédo, mostrando quais

residuos sdo conservados e quais sao variaveis (BALDI; BRUNAK, 2001).

Para avaliar a presenca de polimorfismo foi usada como referéncia a

sequéncia consenso para cada gene analisado.

As substituicbes de aminoacidos encontradas foram analisadas desde trés
pontos de vista:
e Presenca de mutacfes ndo sinbnimas
e Se houve troca por aminoacido de cadeia lateral diferente
e Se as mutacbBes estavam localizadas em sitios de atividade biol6gica ou

importancia antigénica da glicoproteina e nucleoproteina.

e Sendo explicado cada caso de forma detalhada a continuacéo:

Presenca de Mutacdes ndo sinbnimas

Em primeira instancia foi conferida a presenca de mutacdes nao sinbnimas,

isto é aquelas que implicassem a troca de aminoacidos (BRINKMAN; LEIPE, 2001).
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Mudanca nas cadeias laterais dos aminoacidos

Os aminoéacidos sdo os constituintes das proteinas e tém em comum 0s
grupos amino, carboxilo e a cadeia lateral. Estas cadeias laterais possuem grupos
funcionais que conferem ao aminoacido diferentes propriedades fisicas que
influenciam o dobramento, a estrutura tridimensional, estabilidade e funcionalidade
das proteinas (STRYER, 1996).

Em consideracdo a estas generalidades verificou-se se houve mudanca nas

cadeias laterais do aminoéacido, seguindo a classificagdo bioquimica:

Alifaticos, ndo polares: Glicina (G), Alanina (A), Prolina (P), Valina (V), Leucina (L),
Isoleucina (1), Metionina (M)

Aromaticos: Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W)

Polares néo carregados: Serina (S), Treonina (T), Cisteina (C), Asparagina (N),
Glutamina (Q)

Carregados positivamente: Lisina (K), Arginina (R), Histidina (H)

Carregados negativamente: Aspartato (D), Glutamato (E)

Mutacdes em reqides antigénicas ou com atividade biol6gica

Por ultimo foi verificado se as mutacdes ndo sinbnimas observadas estavam
localizadas em sitios antigénicos ou dominios proteicos com relevancia na
patogenicidade viral para ambas as proteinas, segundo o descrito na segéo “ 2.1

Organizacao do genoma do virus raiva e estrutura viral”

4.5 Anaélise geografica

Foram elaborados mapas mediante o programa ArcGis verséo 9.3 (ESRI
INC. Arc View GIS REDLANDS, 1996). As estirpes virais descritas no presente

trabalho foram localizadas em mapas segundo o municipio de origem para
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analisar sua distribuicdo em relacdo a fatores como: acidentes topograficos,

altitude, presenca das bacias hidrogréaficas e diferentes biomas.

As coordenadas geograficas dos municipios onde se originaram 0S casos

foram localizadas nas bases cartograficas digitalizadas do IBGE.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE FILOGENETICA

A andlise filogenética foi baseada em dois componentes do genoma do virus
da raiva: do gene da glicoproteina e nucleoproteina (sequéncias parciais). As

analises foram realizadas separadamente.

5.1.1 Analise filogenética baseada na sequencia nuc leotidica parcial do gene

da glicoproteina

Foi possivel obter 32 sequéncias viaveis, a qualidade das mesmas foi
verificada, como descrito na secdo 4.4.8. No alinhamento somente foram
considerados 0s segmentos das sequencias que atingissem o0s critérios de
qualidade previamente descritos, sendo obtido um segmento final 540 nucleotideos
de comprimento. Este segmento do gene da glicoproteina esta posicionado entre os
nucleotideos 3374 a 3914, sendo esta regido a responsavel de codificar para o
dominio externo da glicoproteina do virus da raiva (ecto-dominio). Para verificar as
posicdes e as regides funcionais do gene da glicoproteina foi usado como “régua” o
genoma completo da amostra fixa de laboratorio Virus Pasteur (niUmero de acesso
GenBank M13215).

Aérvore filogenética obtida é mostrada na figuralO.



FJ649023 00SOCORRO04553B
AB247422 BRDR2 Lindoia SP 2000
FJ649040 OOMONTESIAO210E
FJ649012 OOMONTESIAO756B
M315 00 Andradas
M401 00 Andradas
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AB247421 BRDR1 Lindoia SP 2000
FJ649031 01ITAPIRA40B
FJ649025 OOPEDRABELA5285B
~ FJ649036 01ESPSTOPINHAL7518B
FJ649034 01AMPARO1064B
FJ649008 00 ATIBAIA81B
FJ649021 OONAZAREPTA3299B
FJ649042 01ITATIBA4693E
FJ649008 O0ATIBAIA81B
M154 01 Extrema
M194 00 Extrema
[ F1649024 00VARGEM4631B
FJ649004 99JOANOPOLIS3960B
74 { M798 01 Carmo de Minas
M71 00 Extrema
57 { M395 01 Carmo de minas
M533 01 Carmo de Minas
M2864 02 SaolLourenco
M325 03 Soledade
M292 00 Soledade
M1172 02 DomVicoso
M490 01 Carmo de Minas
23 M269 02 Soledade
L 16 M909 01 Carmo de Minas
FJ649030 0O0CACONDE7018B
r FJ649009 00BRAGANCAPTA153B
FJ649020 OOPINHALZINHO3141B
FJ649019 00BRAGANCAPTA2685B
FJ649018 00BJPERDOES1947B
 FJ648998 99PIRACAIA1929B
FJ649033 01IMORUNGABA272B
— M273 00 Andradas
M445 00 Andradas
58 |- M261 04 Andradas
M123 01 Andradas
M66 08 MonteSiao
AB247428 BRDR8 Tambau SP 2003
M753 03 Sta Rita Sapucai
65 V M196 04 Belmiro
M365 04 Carmo de Minas
M91 00 PocosdeCaldas
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Figura 10 — Arvore filogenética
baseada na sequéncia parcial do
gene da glicoproteina (540 nt), 32
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Area fronteirica Minas Gerais/S&o
Paulo

Fonte: Estevez (2013)
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5.1.2 Analise de polimorfismos das sequéncias parciais da glicoproteina

A partir de cada uma das 32 sequéncias de nucleotideos foram inferidas as
correspondentes sequéncias de aminoacidos mediante o programa BioEDIT, sendo
obtidas 32 sequéncias de aminoacidos compostas por 180 residuos, abrangendo as
posicdes 20 a 200 (usando para o alinhamento o virus fixo Pasteur, nUmero de

acesso GenBank M13215), correspondendo ao ectodominio da glicoproteina viral.

As sequencias obtidas no presente trabalho foram alinhadas com a sequéncia

consenso, como pode ser apreciado na figura 11.
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Figura 11 - Alinhamento da sequéncia consenso e as sequéncias de aminoacidos inferidas a partir das sequencia parcial do
gene da glicoproteina, 32 amostras procedentes do Sul de Minas Gerais (area fronteirica com S&o Paulo), 2000 - 2009

20 30 40 50 60 70 80
(. - R 0 | FE T [ I |- S |- .
M13215_VirusPasteur F PIYTIPDKLG PWSPIDIHHL SCPNNLVVED EGCTNLSGFS YMELKVGYIS AIKMNGFTCT
Consensus e P
M273_00_Andradas . . e e e e Voo
M365_04 Carmo de Minas . . . . .. ... L e VLo
M395_01_Carmo de Minas . . . . . . ..t e e e Voo
M490_01 Carmo de Minas . . . . . . .. e e e e Voo
M533_01Carmode Minas . . . ... ... L e VL
M716_02 StaRitado Sapucai . . . . . . . ... e e e e Voo
1_M91_00_PocosdeCaldas . . . . . . . . ... e e e e Voo
7_M194 00_EXIr@MA . oo VL
5_M315_00_Andradas . ... e e e e Voo
4_MA0L_00_ANAradas . . .o o VL
21 MI44_02_CarMO . oo Vo
23_M269_02_Soledade . ..o VL
22_M292_00_Soledade . . ... VLo
30_M525_04_Cordislandia . . . . .. e e Voo
35_M147_09_NovaCaldas . . . . . . . . .. e e e e Voo
36_M66_08_MonteSia0 . ... ... e Voo
15 MI54_01_EXIT@MA . oottt e e Vo
27_M621_03_DomViCOSO . . . . ... e e Voo
28_M325_03_Soledade . ... e e e Voo
34_M210_09_Caldas . .o VL
19_M1172_02_DomVIiCOSO . . . . . . ..o e e VLo
25 M2864_02_Sa0LOUTENCO . . . . o ot e ot o e V.
17_M123_01_Andradas e e s Voo
16_M909_01_Carmo de MiNas . . . . . . . . . .. ... Voo
06_M445_00_Andradas . . ... e e e e e e Voo
13_M457_01Carmode Minas . . . . . . . . . .. ... e e Voo
12M79801 Carmode Minas . . . . . . ... .. L o R.. ... . ... VLo
29_M753_03_StaRitaSapucai . . . . . . ... e e e e Voo
M71_00_Extrema__ . ... e e Voo
M196_04_Belmiro . e e s e e Voo
M261_04_Andradas ... e e e e Voo
MB605_03_Arceburgo . Lo Voo
120 130 140 150 160 170 180
| A A . T T L o Lo
M13215_VirusPasteur M AGDPRYEESL HNPYPDYHWL RTVKTTKESL VIISPSVADL DPYDRSLHSR VFPGGNCSGV
Consensus e N. oo L. L Koo K.L.1
M273_00_Andradas . . ... ...... Q. i | KL K.L.I
M365_04 Carmo de Minas . . .. .. .. ... Q. . o Lo Koo K.L. 1
M395_01_Carmode minas . . ... ...... Q. . o L oo KL K.L.1
M490_01 Carmo de Minas . . ... ... ... Q. o Lo LKoo K.L.1
M533_01 Carmo de Minas . . ... ...... Q. . . .. Lo LKoo K.L.1
M716_02 Sta Ritado Sapucai . . ... ...... Q. o oo Lo LKL K.L.1
1_M91_00_PocosdeCaldas . ... .. .. ... Q. . o b LKoo K.L.1
7_M194_00_Extrema . .......... Q. i [ KL K.L.I
5 M315 00_Andradas . . ......... Q. i | KL K.L.I
4_M401_00_Andradas . .. .. ... ... Q. . o Lo LKoo K.L. 1
21_M144_02_Carmo . . ... .. Q. v [, KL K.L.I
23 M269_02_Soledade . . ......... Q. o [ KL K.L.I
22_M292_00_Soledade . . ......... Q. o [, KL K.L.I
30_M525_04_Cordislandia . . . ... .. ... Q. . oo Lo LKoo K.L. 1
35_M147_09_NovaCaldas . ... .. .. ... Q. . o b LKoo K.L.1
36_M66_08_MonteSiao . ... ... .... Q. v [, KL K.L.I
15 M154_01_Extrema . . . ... ..... Q. i | KL K.L.I
27_M621_03_DomVicoso . . ... ... ... Q. E.... ... . Lo LKoo K.L. I
28_M325_03_Soledade . . ......... Q. v [, KL K.L.I
34_M210_09_Caldas . .......... Q. o [ KL K.L.I
19_M1172_02_DomVicoso . . .. . ... ... Q. o [, KL K.L.I
25 M2864_02_SaolLourenco . . . ........ Q. i [, KL K.L.I
17_M123_01_Andradas e Q. . o b LKoo K.L.1
16_M909_01_Carmode Minas . . ... ...... Q. . . . Lo LKL K.L.1
06_M445_00_Andradas . . ......... Q. | KL K.L.I
13_M457_01 Carmo de Minas . . . . .. .. ... Q. . o Lo Koo K.L. 1
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Fonte: Estevez (2013)
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Legenda: A figura mostra as substituicbes ndo sinGnimas encontradas nas sequéncias de
aminoacidos de um segmento da glicoproteina viral das 32 amostras analisadas no
presente projeto. As sequéncias de aminoacidos foram inferidas a partir do alinhamento
das sequéncias nucleotidicas mediante o programa BioEDIT. Residuos 20-200



No quadro 4 sdo mostradas as substituicbes de aminoacidos achadas no

alinhamento das sequéncias de aminoacidos da glicoproteina, a posicao das

mutacdes e se houve troca de cadeia lateral.

Quadro 4 - Substituigdes de aminoacidos nas sequéncias da glicoproteina de amostras do virus da raiva procedentes de
herbivoros da regiéo fronteirica entre Sdo Paulo e Minas Gerais, 2000 — 2009

Amostra Posi¢do Mudanca Classificacdo
Todas as sequéncias 151 L (Leucina) — | (Isoleucina) Alifatico nao pg';;? Alifatico nao
. . Polar néo carregado — Polar ndo
131 N (Asparagina) — Q (Glutamina) carregado
M273_00 Andradas 195 I (Isoleucina) — M (Metionina) Alifatico ndo pgl;;r Alifatico ndo
196 W (Triptofano) — R (Arginina) Aromauc_o_—» Carregado
positivamente
58 G (Glicina) — R (Arginina) Alifatico ndo polar — Carga positiva
M798_01 Carmo de
Minas 159 D (Ac Aspartico) — H (Histidina) Carga negativa — Carga positiva

5.1.3 Andlise filogenética das sequéncias parciais

do gene da nucleoproteina
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Foi possivel obter 25 sequéncias viaveis, a qualidade das mesmas foi

verificada, como descrito na secdo 4.4.8. No alinhamento somente foram

considerados 0s segmentos das sequencias que atingissem o0s critérios de

qualidade previamente descritos, sendo obtido um segmento final 416 nucleotideos

de comprimento. Este segmento do gene da nucleoproteina esta posicionado entre

0s nucleotideos 296 a 712. Para verificar as posicfes e as regides funcionais do

gene da nucleoproteina foi usado como “régua” o genoma completo da amostra fixa

de laboratério Virus Pasteur (nUmero de acesso GenBank M13215).

A arvore filogenética da figura 12 sugere a presenca de nove sub-linhagens virais

circulando no estado de Sdo Paulo designadas como la até li.
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l{ AF357287 SJoaquimdaBarra sp 91

{ABOB3805 BRbv32 SRoque 94
AF357289 SRoque sp 94

GQ160943 08SalesopolisSP10166B
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5.1.4 Analise de polimorfismo da sequéncia parcial da nucleoproteina

A partir de cada uma das 25 sequéncias de nucleotideos foram inferidas as
correspondentes sequéncias de aminoacidos mediante o programa BioEDIT, sendo
obtidas 25 sequéncias de aminoacidos compostas por 137 residuos, abrangendo as

posicées 77 a 214 (usando para o alinhamento o virus fixo Pasteur, nimero de
acesso GenBank M13215)

As sequéncias obtidas no presente trabalho foram alinhadas com a sequéncia
consenso, como pode ser apreciado na figura 13.
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Figura 13 - Alinhamento da sequéncia consenso e as sequéncias de aminoacidos inferidas a partir da sequéncia parcial do
gene da nucleoproteina, 25 amostras procedentes do Sul de Minas Gerais (area fronteirica com S&o Paulo), 2000 - 2009
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Fonte: Estevez (2013)

Legenda: A figura mostra as substituicdes ndo sindnimas encontradas nas sequéncias de
aminoacidos de um segmento da nucleoproteina viral de 25 amostras analisadas no
presente projeto. As sequéncias de aminoacidos foram inferidas a partir do alinhamento
das sequéncias nucleotidicas mediante o programa BioEDIT. Residuos 77-214

No quadro 5 sdo mostradas as substituicbes de aminoacidos achadas no
alinhamento das sequéncias de aminoacidos da nucleoproteina, a posicao das

mutagGes e se houve troca de cadeia lateral.



53

Quadro 5 — Substituigées de aminoacidos nas sequéncias da nucleoproteina de amostras do virus da raiva procedentes de
herbivoros da regido fronteirica entre Sdo Paulo e Minas Gerais, 2000 — 2009

Amostra Posigcéo Mudanca Classificagdo do Aminoacido
Todas as sequéncias1 78 Alanina (A) — Metionina (M) Alifatico ndo polar — Alifatico nao polar
79 Metionina (M) — Glutamina (Q ) Alifatico ndo polar — Polar néo carregado
80 Glutamina (Q ) — Fenilalanina (F) Polar néo carregado — Aromatico
195 Asparagina (N) — Alanina (A) Polar ndo carregado — Alifatico ndo polar
M605_03_Arceburgo 106 Acido Aspartico ( D) — Asparagina ( N) Polar acido — Polar Neutro
M798 01 _Carmo de Minas 176 Alanina (A) — Treonina (T) Alifatico ndo polar — Polar néo carregado
M196_04_Belmiro Braga 151 Serina ( S) — isoleucina () Polar Neutro — Apolar
152 Lisina (K) — Leucina (L) Positivo — Alifatico ndo polar
M365_04Carmo de Minas 178 Fenilalanina (F) — Leucina (L) Aromatico — Alifatico nao polar
M269 02 Carmo de Minas 178 Fenilalanina (F) — Leucina (L) Aromatico — Alifatico nao polar
M445 00 Andradas 206 Leucina (L) — Prolina (P) Alifatico nao polar — Alifatico nao polar

'As substituigdes foram encontradas nas 25 sequéncias obtidas no presente estudo e em todas as sequéncias do GenBank
usadas no alinhamento

5.2 Analise geografica

A andlise geografica foi realizada de maneira separada para os dois genes
estudados.

5.2.1 Analise geografica baseada no gene da glicoproteina

Para realizar a andlise geografica baseada no gene da glicoproteina, foi
tomada como base o mapa da figura 8 que descreve a posigdo dos municipios de
origem das amostras. A este mapa base foram sobrepostos mapas de relevo (Figura
14), bacias hidrografica (Figura 15) e biomas (Figura 16) mediante o programa
ArcGis versao 9.3 (ESRI INC. Arc View GIS Redlands, 1996), gerando um mapa
para cada fator geografico analisado.



Figura 14 — Mapa de cota de altitude dos municipios de estudo no presente trabalho. Em destaque a Serra da Mantiqueira
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Figura 15 - Mapa das principais bacias hidrograficas da area de estudo. Area fronteirica entre Minas Gerais e Sao Paulo.
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Figura 16 - Distribuicio geografica dos casos de raiva em herbivoros menci
existem na area de interesse, estado de Minas Gerais e So P
bioma de mata atlantica
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5.2.2 Analise geografica baseada no gene da nucleoproteina

Esta analise foi feita de maneira diferente ao anterior devido a que na
confecgado dos mapas foram consideradas as diferentes sub-linhagens descritas na

reconstrucéo filogenética sugerida no dendrograma baseado na sequéncia parcial
do gene da nucleoproteina.

De esta maneira foram representados nos mapas os municipios de origem
das sequéncias aqui obtidas e também aquelas que foram tomadas do GenBank
para construir a arvore filogenética baseada na nucleoproteina (Figura 12). Isto foi
feito com o intuito de apreciar se existe alguma relagdo entre fatores geograficos
como relevo, bacias hidrograficas e biomas na distribuicdo das sub-linhagens virais
circulantes em herbivoros e quirépteros no estado de Sao Paulo e na area fronteirica
com o sul/sudeste de Minas Gerais.

O mapa da figura 17 propde uma distribuicdo por municipio das sub-linhagens
do virus da raiva (RABV) de herbivoros e quirépteros segundo a filogenia sugerida
no presente trabalho, baseando-se na analise da sequéncia parcial do gene da
nucleoproteina. O mapa da figura 18 mostra esta mesma distribuicdo considerando o
relevo da regido, o mapa 19 considerando bacias hidrograficas e 20 considerando a

distribuicdo de biomas.



Figura 17- Proposta de distribuicao geografica das sub-linhagens sugeridas pela analise filogenética do presente estudo, baseado na sequencia parcial do gene da nucleoproteina

do RABYV procedentes de casos bovinos e equinos de diversos municipios do Estado de Sao Paulo e regido Sul/Sudeste de Minas Gerais (1986-2009)
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Figura 18 - Proposta de distribuicdo geogréafica das sub-linhagens sugeridas pela anélise filogenética do presente estudo, baseada na sequéncia parcial do gene da
nucleoproteina do RABV procedentes de casos em bovinos e equinos de diversos municipios do Estado de Sdo Paulo e regido Sul/Sudeste de Minas Gerais
(1986 — 2009) considerando relevo da regido.
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O mapa da figura 18 propde a seguinte distribuicdo geogréfica das
sub-linhagens sugeridas a partir da analise filogenética realizada:

Estirpe la, Esta sub-linhagem circula predominantemente na regido nordeste
do estado de Sao Paulo, regido de apresentacédo epidémica de raiva, abrangendo
também todos os municipios do sul/sudeste do estado de Minas Gerais aqui

estudados. A area apresenta altitudes entre 1000 e 1200.

Estirpe Id, Circula na zona oeste do estado de Sdo Paulo, nesta vasta area a
raiva tem apresentacdo esporadica. Incluindo ainda alguns municipios da regido
norte/nordeste. As altitudes do terreno oscilam entre 200 e 800 metros.

Estirpe le, circula em trés areas diferentes: sul, sudoeste, leste.

Sul do estado, corresponde a area endémica, com altitudes entre 200 e 400 metros.

Sudoeste (depressdo periférica, area endémica, 600 m). Leste, principalmente no

Vale do Paraiba (planalto atlantico, area epidémica 1000 - 1200).

Estirpe If, Circula na area sul do estado (provincia costeira, area endémica,

200 — 400 metros de altitude), atingindo alguns municipios da area norte/nordeste

Estirpe lg, distribuida também na regido leste do estado, no Vale do Paraiba.

Nos municipios de Socorro, Caconde, Itapira (regido nordeste) e Taubaté
(regido do Vale do Ribeira) observam-se a circulacdo de varias sub-linhagens de
maneira simultdnea. No municipio de Socorro, circulam as sub-linhagens la, Id e If e

nos municipios de Caconde, Itapira, Taubaté as sub-linhagens la e Id.

As estirpes Ib (Goias), Ic (Mato Grosso), |h (Tocantins) e li (Goias e do municipio de
Pedregulho, S&o Paulo) ndo foram consideradas nas figuras, devido a que sua
procedéncia geografica dificultou representacdo das mesmas no mapa.

No mapa 19 é mostrada a distribuicdo das bacias hidrograficas no estado de

Sao Paulo e sul/sudeste de Minas Gerais.



Figura 19 - Proposta de distribuicdo geografica das sub-linhagens sugeridas pela analise filogenética do presente estudo, baseada na sequéncia parcial do gene da
nucleoproteina do RABV procedentes de casos em bovinos e equinos de diversos municipios do Estado de Sdo Paulo e regido Sul/Sudeste de Minas

Gerais ( 1986 — 2009), considerando as bacias hidrograficas da regido.
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No mapa da figura 19 sugere-se que algumas sub-linhagens virais circulam

nas areas de influéncia de bacias hidrogréaficas na regiao de estudo assim:

Sub-linhagem la, Rios: Pardo, Piracicaba, Mogi Guacu, Verde

Sub-linhagem Id, Rios: Peixe, Pardo, Piracicaba

Sub-linhagem le Rios: Sorocaba, Pardo, larare, Paraiba do Sul, Iguape

Sub-linhagem |Ig Rios:Paraiba do Sul

No mapa da figura 20 € mostrada a distribuicdo dos biomas na regido de

estudo



Figura 20 - Proposta de distribuicdo geogréafica das sub-linhagens sugeridas pela analise filogenética do presente estudo, baseada na sequéncia parcial do gene da
nucleoproteina do RABV procedentes de casos em bovinos e equinos de diversos municipios do Estado de S&o Paulo e regido Sul/Sudeste de Minas
Gerais (1986 — 2009) , considerando a distribui¢éo dos biomas.
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A maioria das sub-linhagens esta distribuida no bioma de Mata Atlantica o
qual é predominante na area de estudo, porém, algumas linhagens se
distribuiram em municipios localizados tanto na regido de Mata Atlantica

guanto na regiao do bioma de Cerrado:

Sub-linhagem Id: Presente no municipio de S&o José do Rio Preto o qual
esta localizado na divisa de ambos os biomas. Esta linhagem também foi observada
na regido de cerrado nos municipios de Pontal, Jaboticabal, e Cajuru e em
Presidente Venceslau na regido de Mata Atlantica.

Sub-linhagem le: Presente no municipio Sdo Joaquim da Barra na regido do
Cerrado. O restante dos municipios onde esta estirpe viral foi observada, estao
localizados no Vale do Paraiba, na regido de Mata Atlantica.

Sub-linhagem |If: Circulando no municipio de S&o Jodo de Boa Vista no
Bioma de Cerrado. Também nos municipios de Apiai e Cajati na regido de Mata
Atlantica.
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6 DISCUSSAO

A andlise filogenética mostrou diferentes niveis de detalhamento segundo o
gene considerado. Os resultados foram discutidos seguindo a ordem dos tdpicos
analisados: Analise filogenética, analise de polimorfismo e por dltimo analise

geogréfica.

A caracterizac@o genética de isolamentos de virus da raiva de herbivoros do
sul de Minas Gerais (2000 — 2009) com base as sequéncias parciais da glicoproteina
viral realizada no presente trabalho sugere uma estreita relagcdo entre todas as
sequéncias analisadas, sendo possivel ainda observar graus diferenciados de
identidade genética com as sub-linhagens virais envolvidas na epizootia do estado
de S&o Paulo (1997 — 2002) descritas por Carnieli et al. (2009).

As sequéncias mineiras aqui obtidas mostraram maior proximidade
filogenética com a sub-linhagem paulista RD2/RD3 sugerindo que esses casos

podem ter a mesma origem.

O que tém em comum essas sequéncias em termos epidemioldgicos € que
sdo originarias de casos de raiva em herbivoros acontecidos em municipios
pertencentes a uma area epidémica. Houve alguns isolados dentro desta sub-
linhagem originarios de morcegos frugivoros (Artibeus lituratus), procedentes dos
municipios de Dracena e Emiliandpolis, a 700 km da area onde se apresentou a
epizootia no periodo 1997 - 2002. Ditas sequéncias correspondem aos numeros de
acesso do GenBank AB496693, AB496691 e AB496680 do trabalho de Kobayashi
et. al. (2009). Estes municipios fazem parte da area de apresentacédo esporadica de

raiva do estado de Sao Paulo, segundo Kotait et al.(1998).

As sequéncias mineiras obtidas no presente trabalho apresentaram menor
identidade em relacdo as sequéncias nomeadas por Carnieli et al. (2009) como
“Antiga” e RD1. Este achado sugere que 0s casos mineiros poderiam ter uma
origem genética diferente dessas linhagens, embora exista proximidade geografica

entre 0os municipios de procedéncia.
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Na sub-linhagem “Antiga” junto com os casos da &rea epidémica paulista
ficaram agrupadas sequéncias de A. lituratus, dos municipios Alvares Machado,
Osvaldo Cruz e Presidente Prudente, pertencentes a éarea de apresentacdo
esporédica de raiva, existindo uma distancia média de 560 km, entre elas, sendo
que estes casos aconteceram dois anos apos o fim da epizootia paulista.

Um comportamento similar foi encontrado na sub linhagem RD1 onde é
observada proximidade filogenética entre alguns casos cronologicamente e
geograficamente dispares: Os casos de Apiai (1992) e Taubaté (1995), ambos
municipios do estado de S&o Paulo, localizados em area endémica a 480 km de
distancia um do outro. Dentro deste grupo ficaram inclusos isolados procedentes
dos municipios Laje de Muriaé e Itaperuna do estado de Rio de Janeiro, que

aconteceram durante a epizootia paulista.

A arvore filogenética baseada na sequéncia parcial do gene da
nucleoproteina mostrou um comportamento semelhante ao do gene da
glicoproteina, sugerindo proximidade genética em todos os isolados procedentes do
interior de S&o Paulo e do Sudeste de Minas Gerais. Observando com mais atencao,
o dendrograma do gene N, sugere a diferenciacdo em dois grupos maiores
designados com | e II. Dentro do grupo | propde-se a divisdo em nove sub-linhagens
nomeadas consecutivamente desde la até li. O cluster Il corresponde as
sequéncias usadas como grupo externo para enraizar a arvore filogenética: Virus
Pasteur (M132151) e Virus Duvenhage (DVU22848). Como pode ser apreciado no
alinhamento das sequéncias, no apéndice A, cada sub-linhagem possui uma
combinagdo de mutagdes pontuais, na sua maioria sindbnimas que marcam ligeiras

diferencias genéticas.

Na sub-linhagem la, todas as sequéncias mineiras obtidas no presente
trabalho segregaram conjuntamente com a maioria dos isolados classificados dentro
das estirpes virais RD2, RD2/RD3 assim como uma das sequéncias pertencentes a
estirpe “Antiga” (FJ649065, Socorro, SP) e outra do Vale do Paraiba (AF357292
Santo Antbnio do Pinhal, SP); a maior parte dos isolados desta sub-linhagem
correspondem a casos de raiva bovina acontecidos no periodo 1998 — 2009.
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O sub cluster Ib composto por isolados do ano 1998 e 1999 dos municipios

Morrinhos e Ipora (Goias) e um de Marilia (Sao Paulo, do ano 2008).

O sub cluster Ic integrado por sequéncias do estado de Mato Grosso.

Sub cluster Id compreende isolados de morcegos ndo hematéfagos dos
municipios paulistas: Presidente Venceslau (Eumops auripendulus e Molossus
rufus), localizado na &rea de apresentacdo esporadica de raiva, Itapira (Artibeus
lituratus) e Sdo Jose do Rio Preto (Artibeus planirostris) ambos procedentes da area

epidémica, incluindo adicionalmente, sequéncias da estirpe “Antiga” (1997 — 1998).

O sub cluster le abrange amostras da regido do Vale do Paraiba e Vale do
Ribeira, dos anos 1986 a 2001.

O sub cluster If Composto por sequéncias dos Vales dos Rios Ribeira e
Paraiba, do periodo 1986 — 1991, estdo também presentes algumas sequéncias da
estirpe “Antiga” do ano 1998.

O sub cluster Ig: Vale do Paraiba periodo 1992 a 1994 e da epizootia

paulista durante o ano 1997.

Sub cluster Ih: Isolado do Estado de Tocantins,

Sub cluster li: Sequéncia de Pedregulho, Sdo Paulo, 2008.

A arvore filogenética obtida a partir das sequéncias parciais do gene da
nucleoproteina insinua alta identidade genética entre as sequéncias mineiras aqui
obtidas e a estirpe viral RD2/RD3 descrita por Carnieli et al. (2009), condizendo com
a hipétese da possivel origem comum previamente sugerida pela andlise filogenética

do gene da glicoproteina.

A disponibilidade de um maior nimero de sequéncias do gene da
nucleoproteina no GenBank, facilitou uma analise filogenética mais detalhada dos

casos de raiva em herbivoros em Sao Paulo pela possibilidade de incorporar
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sequéncias de diferentes regides geograficas do estado e em diferentes pontos do

tempo, abrangendo um periodo compreendido entre 1986 a 2009.

Nas arvores filogenéticas baseadas no gene da glicoproteina e
nucleoproteina foram observadas politomias ou multi furcacbes (um ancestral da
origem a mais de dois descendentes) que segundo Heinemann et al. (2002) indicam
a ocorréncia de diferentes eventos e/ou centros de dispersdo. Esta observacdo é
condizente com a situacdo a campo, 0s registros de ocorréncia de raiva feitos pelos
orgdos estaduais sugerem que historicamente acontecem focos simultdneos da

doenca em diversas regifes de Séo Paulo.

Chama atencao a ocorréncia de trés situagdes na dindmica filogeogréafica dos
isolados analisados: 1. circulacdo de uma mesma estirpe viral em lugares
geograficos distantes, 2. circulacdo de diversas estirpes geneticamente relacionadas
em areas proximas, 3. Circulacdo de duas ou trés sub-linhagens simultaneamente

num mesmo municipio.

A primeira situagéo foi observada com as sub-linhagens Id distribuindo-se nas
regides Oeste, Norte e Nordeste de S&o Paulo, le: municipios do leste de Sdo Paulo

(Vale do Paraiba) e sul (Vale do Ribeira), If: sul (Vale do Ribeira) e Norte/Nordeste.

A segunda situacao observada na regiao leste, onde municipios com estreita
proximidade geografica formam trés “ilhas” ao interior das quais circulam as sub-

linhagens la, le Ig de maneira independente em cada area.

O terceiro caso, de ocorréncia de duas ou mais sub linhagens nos municipios
de Socorro (la, Id, If) e Taubaté, Caconde, Itapira (la, Id), esta situacdo poderia estar
indicando o acontecimento de focos da doenga que se sobrepdem geogréfica e

cronologicamente.

Isto condiz com a observacdo amplamente documentada na literatura de
diferenciagcdo de estirpes do virus da raiva segundo o hospedeiro e regifes
geograficas (REAL et al., 2005), mas esta observacdo ndo pode ser assumida com
uma regra (HEINEMANN et al., 2002).



69

Os resultados aqui apresentados refletem a influéncia simultdnea da deriva
genética e fatores geograficos, sendo estes dois fatores promotores da diversidade
molecular do virus da raiva (BOURHY et al., 2008). De modo que, o surgimento,
circulagdo e manutencdo de uma linhagem viral na natureza é consequéncia da
interacdo de diversos componentes: as propriedades antigénicas e genéticas do
patdogeno, a patobiologia da infeccdo em nivel individual e as caracteristicas
ecolégicas do hospedeiro em nivel populacional (RUPPRECHT; TURMELLE;
KUZMIN, 2011).

Na andlise de polimorfismo da glicoproteina foram detectadas sete
substituicdes de aminoacidos entre os residuos 20 a 200 do ectodominio, sendo
esta a regido mais conservada da glicoproteina, devido principalmente a restricbes
estruturais (BENMANSOUR et al., 1992).

Estas substituicdes poderiam ter impacto na patogenia devido que esta regiao
compromete o dominio de fusdo dependente de baixo pH, a qual € fundamental para
0 processo de adesdo celular (TORDO, 1996). Nao houve comprometimento de
outras regides descritas na literatura: Sitio Antigénico All (posices 34 — 42 e 198 —
200) o qual é responsavel pelo reconhecimento de receptores virais nas terminacdes
nervosas (PREHAUD et al., 1988), nem nas posi¢cdes, 242, 255 e 268 as quais tém
influéncia na patogenicidade (TAKAYAMA-ITO et al., 2006).

A regido analisada da nucleoproteina no presente trabalho estd fora dos
dominios descritos por Tordo (1996) como determinantes antigénicos: Sitio Alll (311
—337), Al (359 — 365), AIV (359 — 364) e Sitio 31 (414 — 419).

Analisar 0 impacto das mutacfes nas proteinas do virus da raiva implica
realizar estudos de patogenicidade em modelos animais, com titulos virais
conhecidos (MORIMOTO et al., 1998), ndo sendo este o escopo do presente

trabalho.

No tangente a analise geografica € interessante observar que as por¢des

mais elevadas da Serra da Mantiqueira (1800 metros de altitude) sédo descontinuas,
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sendo interrompidas por areas de menor altitude (1200 a 1000 metros de altitude).
Esta condicdo geografica possivelmente facilita a circulacdo de col6nias de

morcegos entre os dois estados.

A analise geogréfica baseada na sequéncia parcial do gene da nucleoproteina
sugere a circulacdo de estirpes virais geneticamente proximas entre areas de
diferentes altitudes o qual foi observado também por Pereira et al. (2013). Este
resultado € controverso em relacdo as observacbes de Sato et al. (2004, 2006),
onde é sugerido que cadeias montanhosas podem agir como fatores de isolamento
que promovem a diversificacdo genética. Outros estudos apoiam a teoria de que a
circulacdo de algumas sub-linhagens do RABV de herbivoros na area sudeste e
centro-oeste do Brasil esta circunscrita entre altitudes de 100, 300 e 700 metros
(KOBAYASHI et al., 2008).

Nos mapas de analise geografica baseados nos genes da glicoproteina e
nucleoproteina foi evidente a presenca de focos de raiva e circulacdo de diversas
estirpes virais principalmente em municipios préximos as bacias hidrograficas dos
rios: Pardo, Piracicaba, Mogi Guacu, Verde, Peixe, Pardo, Sorocaba, Pardo, larare,
Paraiba do Sul e Iguape, condizendo com as observacfes de Tadei et al. (1991),
cujo trabalho mostrou que desde 1984, os municipios banhados pelos leitos do Rio

Pardo, Mogi Guacu Piracicaba e Tieté s&o os mais atingidos pela raiva.

Porém estes resultados devem ser examinados com cautela, devido a
diferencas na escala de tamanho dos mapas. Assim, mapas elaborados em escala
numeérica pequena, dado a impressdo de proximidade dos focos de raiva as bacias
hidrogréaficas, sendo que o mesmo mapa elaborado em uma escala maior permite
verificar que nado existe tal cercania (GOMES et al., 2007). No caso dos mapas do
presente trabalho a escala numérica correspondente foi 1:4’000.000 (1 cm = 40km),
escalas 1:100.000 (1 cm = 1km) fornecem um nivel de detalhamento superior,

reduzindo vieses na interpretacéo dos resultados.

Em referéncia a distribuicdo das sub-linhagens virais segundo biomas, o
mapa baseado no gene da nucleoproteina sugere que ocorre circulacao entre os

biomas de mata atlantica de cerrado, sem haver uma delimitacdo de estirpes virais
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especificas a determinados biomas como descrito em alguns casos por Kobayashi et
al., (2008)

Uma explicacdo para a dindmica geogréfica observada é a alta mobilidade do
D. rotundus. Esta espécie frequentemente circula entre abrigos e cavernas
abrangendo um espectro de mobilidade de 2 a 3 km de raio mostrando pouca
fidelidade aos abrigos (TRAJANO, 1996), existindo registros de distancias de voo
méximas de 20 km (PEREIRA et al., 2013). Esta particularidade do comportamento
da espécie facilita a disseminacdo de virus entre populacbes itinerantes de
quirdpteros e concomitantemente entre outras espécies animais como 0s bovinos
gue compartilham as mesmas areas ecoldgicas. Tanto em S&do Paulo quanto em
Minas Gerais acontecem surtos de raiva com diferentes intensidades ao longo do
tempo, sendo possivel o deslocamento para regides geograficas proximas, podendo
acontecer sobreposicdo de novos focos envolvendo diversas sub-linhagens
genéticas do virus apenas (ou escassamente) diferenciaveis por algumas mutacées

pontuais que na maioria das ocasides sao sindbnimas.

A frequéncia de apresentacdo de casos pode comportar-se de maneira
insidiosa ou as vezes mais intensa ao longo do tempo. De fato, no ano 1999 o
Programa Estadual de controle de raiva de Sao Paulo, declarou uma ampliacdo da
area considerada epidémica, sendo instituida a vacinagdo obrigatria nas areas
epidémica e endémica junto com acfes para o controle populacional de D. rotundus
(PERES, 2008).

Por tras da dindmica geogréafica dos surtos de raiva bovina existem varios
fatores ligados a transformacédo do meio ambiente: destruicdo de florestas para o
estabelecimento de pastagens e introducdo de gado. Esta situacdo oferece
condi¢des favoraveis para a alimentacdo e adaptacdo dos morcegos hematéfagos,
estimulando o crescimento demogréafico e migracdo de coldnias (DELPIETRO;
MARCHEVSKY; SIMONETTI, 1992; TADEI et al., 1991).

De fato modelos de regressao espacial mostraram que o deslocamento de
epidemias de raiva em herbivoros no estado de S&o Paulo pode ser explicado pela

interacdo dos seguintes fatores: 1. Relevo, 2. Caracteristicas relacionadas ao efetivo
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bovino no contexto do sistema agropecuario, 3. As caracteristicas dinamicas do
mosaico da paisagem considerando usos e classes de cobertura da terra, 4.
Hidrografia (GOMES, 2008).

Este trabalho tentou associar os dados moleculares ao seu contexto
geografico atendendo a opinido de outros pesquisadores como Real et al. (2005)
guem expressou que a dindmica de uma epizootia reflete-se nas linhagens e
sub-linhagens virais circulantes na &rea. Caracterizando estas subpopulacdes
podem se verificar vinculos espaciais e temporais entre elas. O que € valido nédo
somente para o caso de raiva se ndo também para doencas infecciosas em geral
(GRENFELL et al., 2004).

Os dados usados na elaboracdo deste trabalho ndo permitem fazer uma
analise precisa da difusdo espacial da raiva em virtude do escasso numero de
sequéncias disponiveis no GenBank, procedentes de outras areas diferentes a
epidémica do estado de Sao Paulo, gerando um viés amostral. A mesma
consideracao aplica para os periodos de tempo, havendo pouca representacdo de
amostras de focos anteriores a epizootia paulista acontecida entre 1997 — 2002
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7 CONCLUSOES

A analise filogenética baseada nos genes da glicoproteina e da
nucleoproteina no presente trabalho sugerem que o virus da raiva que circula em
herbivoros e quir6pteros no estado de S&o Paulo e na regido sul/sudeste de Minas
Gerais é altamente conservado e se diferencia dos isolados procedentes de outras
regibes geograficas do Brasil.

A andlise filogenética sugere que os casos da regido sul/sudeste de Minas
Gerais aqui estudados podem ter uma origem comum com 0S casos paulistas
acontecidos ap6s o ano 1999 durante a Ultima epizootia paulista de raiva em

bovinos.

Com base no conjunto de dados composto pela analise geografica, analise
filogenética e os dados disponiveis da situacdo da doengca a campo sugere-se a
ocorréncia de diferentes eventos e/ou centros de dispersédo de raiva em herbivoros

na area de estudo.

A andlise geografica mostrou que a totalidade dos casos mineiros aqui
estudados aconteceu em proximidades da Serra da Mantiqueira, nas regiées menos
elevadas facilitando possivelmente a circulacdo de colénias de morcegos entre o
nordeste de Sao Paulo e sul/sudeste de Minas Gerais, sendo a de Mata Atlantica o
bioma predominante nesta regido. Os municipios de origem dos casos aqui
analisados encontram-se nas proximidades das bacias dos rios: Pardo e Piracicaba,

Mogi Guagu.
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FJ649171_01ATIBAIA7590B
AB201803_BRDR1

FJ649144 00PEDRABELAS5285B
AB201804_BRDR2
M365_04CarmoMinas
M269_02CarmoMinas
M91_00PocosCaldas

M147_09Caldas
GQ160941_08PiracaiaSP8163B
GQ160920_08AndradasMG3355B
M753_03StaRitaSapucai
GQ160928_08ExtremaMG367B
M621_03DomVicoso

M210_09Caldas
FJ649161_01SSEBASTIAODAGRAMA91
M261_04_Andradas
GQ160952_08SerraNegraSP2161B
M123_01Andradas
M445_00Andradas
457_01_CarmodeMinas
M66_08MonteSiao
M196_04_BelmiroBraga
M716_02_StaritaSapucai
GQ160917_07PocosdeCaldasMG1995
GQ160951_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160946_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160949_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160922 08BragancaPaulistaSP1
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FJ649157_01ITAPIRA40B
FJ649165_01MONTESIAO1433B
M605_03_Arceburgo
FJ649159_01CACONDE159B
FJ649166_01JARINU1500B
FJ649100_99VARGEM4750B
FJ649156_00CACONDE7018B
FJ649172_01MOCOCA7792B
FJ649047_97SALESOPOLIS719B
FJ649055_97SALESOPOLIS3044B
GQ160921_08BeloHorizonteMG162B
GQ160956_08TresCoracoesMG1049B

B083803_BRbv30
GQ160938_08MariliaSP1700B
AB083804_BRhr31
AB083813_BRbv43

B083814_BRbv45

(FJ649079_99SOCORRO1989B
FJ649059_98CACONDE272B
AB117969_BRAL1
AB201810_BREA2
AB201817_BRMR1
FJ649075_98CAJURUS5331B
AB083818_BRbv50
FJ649043_97MORUNGABA214B
FJ649044_97MORUNGABA248B
FJ649074_98PONTAL5300B
AB083812_BRvmbt41
FJ649046_97JABOTICABAL633B

\ABll7970_B RAL2

B117972_BRAP1
AF357287_SJoaquimdaBarra_sp_91
AF357289_SRoque_sp_94
AB083805_BRbv32
GQ160943_08SalesopolisSP10166B
AF357301_Piraju_sp_89
AF357302_Pindamonhangaba_sp_89
AB083817_BRbv49
AF357298_PariqueraAcu_sp_99
AB201819_BRBAT1
AF357296_sp_86
AB083815_BRvmbt46
AB201805_BRDR3
AF357300_BernardinodeCampos_sp
AB083816_BRvmbt47

F357310_Guaratingueta_sp_94
AF357316_Cajati_sp_86
AF357288_Apiai_sp_91
AB083808_BRsp35
FJ649066_98SOCORR02478B

J649072_98SIBOAVISTA4992B
AB297633_BRDR6
AB297634_BRDR7
FJ649174_97CACAPAVAST70E
AF357291_Jacarei_sp_98
AF357314_Taubate_sp_94
FJ649048_97SALESOPOL1S988B
FJ649045_97SALESOPOLIS426B
AB083807_BRvmbt34
FJ649052_97STABRANCA2166B
AF357293_Taubate_sp_98
FJ649057_97SUZANO4030B
FJ649053_97MOGIDASCRUZES2439B
FJ649056_97GUARAREMA3919B
FJ649086_99ARUJA2690B
FJ649173_97BIRITIBAMIRIM455E

F357309_Taubate_sp_92
AB083810_BRbv38
AB083811 BRbv39

88



e

la

AB201820_BRBAT2
GQ160940_08PedregulhoSP180B
M132151_nucleo_nt

FJ649137_00BRAGANCAPTA4545B
FJ649143 00PINHALZINHO5151B
FJ649073_98BRAGANCAPTA5114B
AF357290_Taubate_sp_98
M1172_02DomVicoso
FJ649087_99PIRACAIA3602B
FJ649102_99VARGEM5369B
M154_01Extrema
AF357292_StoAntoniodopinhal_98
FJ649104_99BRAGANCAPTA5708B
FJ649116_00VARGEM788B
FJ649120_00ONAZAREPTA1292B
M798_01_CarmodeMinas
M325_03Soledade
FJ649186_01ITATIBA4693E
FJ649106_00BRAGANCAPTA150B
M292_02Soledade

M194_00Extrema
M533_01_carmominas
FJ649109_00BRAGANCAPTA196B
M315_00Andradas
FJ649065_98SOCORRO2119B
FJ649171_O01ATIBAIA7590B
AB201803_BRDR1
FJ649144_00PEDRABELA5285B
AB201804_BRDR2
M365_04CarmoMinas
M269_02CarmoMinas
M91_0OPocosCaldas
M147_09Caldas
GQ160941_08PiracaiaSP8163B
GQ160920_08AndradasMG3355B
M753_03StaRitaSapucai
GQ160928_08ExtremaMG367B
M621_03DomVicoso

M210_09Caldas
FJ649161_01SSEBASTIAODAGRAMA91
M261_04_Andradas
GQ160952_08SerraNegraSP2161B
M123_01Andradas
M445_00Andradas
457_01_CarmodeMinas
M66_08MonteSiao
M196_04_BelmiroBraga
M716_02_StaritaSapucai
GQ160917_07PocosdeCaldasMG1995
GQ160951_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160946_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160949_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160922_08BragancaPaulistaSP1
FJ649157_01ITAPIRA40B
FJ649165_01MONTESIAO1433B
M605_03_Arceburgo
FJ649159_01CACONDE159B
FJ649166_01JARINU1500B
FJ649100_99VARGEM4750B
FJ649156_00CACONDE7018B
FJ649172_01MOCOCA7792B
FJ649047_97SALESOPOLIS719B
FJ649055_97SALESOPOL1S3044B
GQ160921_08BeloHorizonteMG162B
GQ160956_08TresCoracoesMG1049B
AB083803 BRbv30
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Q{ﬁoleogansMari|ia5P17oos
—LAB083804_BRhr31
. B083813_BRbv43
— AB083814_BRbv45
-J649079_99SOCORRO1989B
FJ649059_98CACONDE272B
AB117969_BRAL1
AB201810_BREA2
AB201817_BRMR1
FJ649075_98CAJURU5331B
AB083818_BRbv50
FJ649043_97MORUNGABA214B
FJ649044_97MORUNGABA248B
FJ649074_98PONTAL5300B
AB083812_BRvmbt41l
FJ649046_97JABOTICABAL633B
AB117970_BRAL2
AB117972_BRAP1
AF357287_SJoaquimdaBarra_sp_91
AF357289_SRoque_sp_9%4
AB083805_BRbv32
GQ160943_08SalesopolisSP10166B
AF357301_Piraju_sp_89
AF357302_Pindamonhangaba_sp_89
AB083817_BRbv49
AF357298_PariqueraAcu_sp_99
AB201819_BRBAT1
AF357296_sp_86
AB083815_BRvmbt46
AB201805_BRDR3
AF357300_BernardinodeCampos_sp
AB083816_BRvmbt47
F357310_Guaratingueta_sp_94
AF357316_Cajati_sp_86
AF357288_Apiai_sp_91
= | AB083808_BRsp35
FJ649066_98SOCORRO2478B
-J649072_98SJIBOAVISTA4992B
AB297633_BRDR6
AB297634_BRDR7
FJ649174_97CACAPAVAS870E
AF357291_Jacarei_sp_98
AF357314_Taubate_sp_94
FJ649048 97SALESOPOLIS988B
FJ649045_97SALESOPOLIS426B
AB083807_BRvmbt34
FJ649052_97STABRANCA2166B
AF357293_Taubate_sp_98
FJ649057_97SUZANO4030B
FJ649053_97MOGIDASCRUZES2439B
FJ649056_97GUARAREMA3919B
FJ649086_99ARUJA2690B
FJ649173_97BIRITIBAMIRIMA455E
F357309_Taubate_sp_92
AB083810_BRbv38
AB083811_BRbv39
B201820_BRBAT2
—-<GQ160940_08PedregulhoSP180B
132151_nucleo_nt

FJ649137_00BRAGANCAPTA45458
FJ649143_00PINHALZINHO5151B
FJ649073_98BRAGANCAPTA5114B
AF357290_Taubate_sp_98

| M1172_02DomVicoso
FJ649087_99PIRACAIA3602B
FJ649102 99VARGEMS3698
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M154_01Extrema
AF357292_StoAntoniodopinhal_98
FJ649104_99BRAGANCAPTA5708B
FJ649116_00VARGEM788B
FJ649120_00NAZAREPTA1292B
M798_01_CarmodeMinas
M325_03Soledade
FJ649186_01ITATIBA4693E
FJ649106_00BRAGANCAPTA150B
M292_02Soledade

M194_OOExtrema
M533_01_carmominas
FJ649109_00BRAGANCAPTA196B
M315_00Andradas
FJ649065_98SOCORRO2119B
FJ649171_01ATIBAIA7590B
AB201803_BRDR1
FJ649144_00PEDRABELA5285B
AB201804_BRDR2
M365_04CarmoMinas
M269_02CarmoMinas
M91_00PocosCaldas
M147_09Caldas
GQ160941_08PiracaiaSP8163B
GQ160920_08AndradasMG3355B
M753_03StaRitaSapucai
GQ160928_08ExtremaMG367B
M621_03DomVicoso

M210_09Caldas
FJ649161_01SSEBASTIAODAGRAMA91
M261_04_Andradas
GQ160952_08SerraNegraSP2161B
M123_0lAndradas
M445_00Andradas
457_01_CarmodeMinas
M66_08MonteSiao
M196_04_BelmiroBraga
M716_02_StaritaSapucai
GQ160917_07PocosdeCaldasMG1995
GQ160951_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160946_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160949_08SaoSebastiaodaGrama
GQ160922_08BragancaPaulistaSP1
FJ649157_01ITAPIRA40B
FJ649165_01MONTESIAO1433B
M605_03_Arceburgo
FJ649159_01CACONDE159B
FJ649166_01JARINU1500B
FJ649100_99VARGEM4750B
FJ649156_00CACONDE7018B
FJ649172_01MOCOCAT7792B
FJ649047_97SALESOPOLIS719B
FJ649055_97SALESOPOLIS3044B
GQ160921_08BeloHorizonteMG162B
Q160956_08TresCoracoesMG1049B
AB083803_BRbv30
GQ160938_08MariliaSP1700B
B083804_BRhr31
AB083813_BRbv43
AB083814_BRbv45
FJ649079_99SOCORRO1989B
FJ649059_98CACONDE272B
AB117969_BRAL1

AB201810_BREA2
AB201817_BRMR1
FJ649075_98CAJURUS5331B
AB083818_BRbv50
FJ649043_97MORUNGABA214B
-J649044 97MORUNGABA248B
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FJ649074_98PONTALS5300B
AB083812_BRvmbtd1
— | FJ649046_97JABOTICABALG33B
AB117970_BRAL2
‘AB117972_BRAP1
AF357287_SJoaquimdaBarra_sp_91
AF357289 SRoque_sp 94
AB083805_BRbv32
GQ160943_08SalesopolisSP101668
AF357301_Piraju_sp_89
AF357302_Pindamonhangaba_sp_89
Q/ 4B083817_BRbv49
=\ AF357298_PariqueraAcu_sp_99
AB201819_BRBAT1
AF357296_sp_86
AB083815_BRvmbtd6
AB201805_BRDR3
AF357300_BernardinodeCampos_sp
AB083816_BRvmbtd7
F357310_Guaratingueta_sp_94
AF357316_Cajati_sp_86
AF357288_Apiai_sp_91
AB083808_BRsp35
F.J643066_98 SOCORRO2478B
-J649072_98SJBOAVISTA4992B
AB297633_BRDRE
AB297634_BRDRT
FJ649174_97CACAPAVASTOE
AF357291_Jacarei_sp_98
AF357314_Taubate_sp_94
FJ649048_97SALESOPOLIS988B
F.J649045_97SALESOPOLIS426B
AB083807_BRvmbt34
F.J649052_97STABRANCA2166B
AF357293_Taubate_sp_98
FJ649057_97SUZANO4030B
F.J649053_97MOGIDASCRUZE 524398
F.J643056_97GUARAREMA2919B
FJ649086_99ARUJA2690B
FJ649173_97BIRITIBAMIRIM455E
F357309_Taubate_sp_92
AB083810_BRbv33
AB083811_BRbv39
B201820_BRBAT2
= GQ160940_08PedregulhoSP180B
M132151_nucleo_nt

If

9.

FE
U
....... A
I
LT
TT. c

92



93

Alinhamento das sequéncias parciais do gene da glicoproteina posi¢Ges 3374 — 3914

| 33|80 | 33|90 | 34|00 | 34|10 | 34‘20 |

M273_00_Andradas TTCCCCA TCTACACAAT ACCAGACAAG CTTGGTCCTT GGAGCCCCAT CGATATA
M365_04 Carmo de Minas . .. L. e s C.
M395_01_Carmo de MiNas . . ... e e e e e e
M490_01 Carmo de Minas . .. Lo e e e
M533_01 Carmo de MiNas . L e e e e e e e e
M716_02 Sta Rita do Sapucai . . . . ... L e e e e
1 M91_00_PocosdeCaldas . ... e s e s e e
7_M194_00_Extrema L e e e s e
5_M315_00_Andradas L Lo e e e
4 _M401_00_Andradas e e s e e
21_M144 _02_Carmo ..o G . . e s
23 M269_02_Soledade Lo
22_M292_00_Soledade L L e e e
30_M525_04_Cordislandia . L L L Lo e
35 _M147_09_NovaCaldas . . L e e s e e
36_M66_08_MonteSiao L L L e s
15_M154_01_EXtrema L e e e s s e e e
27_M621_03_DOMVICOSO e e s
28_M325_03_Soledade L L e e
34 M210 09 Caldas s
19_M1172_02_DOmViICOSO . ..o e e s e s
25 M2864_02_Saolourenco . L. L L e e e e s s e e
17_M123_01_Andradas L L e e e e s e e
16_M909_01_Carmo de Minas . . . . . .. e e e e
06_M445 00_Andradas L e e
13_M457_01 Carmo de Minas . . . . . L. L e e e e
12 M798 01 Carmo de Minas . . . . . L. L e e e e e e e e
29_M753_03_Sta Rita Sapucai . . ..o e e e e
M71_00_Extrema__ Lo e e e e
M196_04_Belmiro e e s e e C.
M261_04_Andradas L e e
M605_03_Arceburgo L L e e e e e s e e
FJ649023_00SOCORRO4553B . . . . . .t e e e s s e e
AB247422 BRDR2_Lindoia_SP_2000 . . . . . . . ..o
FJ649040_00MONTESIAO210E . . . . . . L o e e e e e e e
FJ649012_00MONTESIAOT756B . . . L o o o o e e e e s e e e
FJ649017_00BUENOBRANDAOILATIB . . . . . . . . ittt e o e e e e s s e e e
AB247421 BRDR1_Lindoia_SP_2000 . . . . . . . .o
FJ649031_OLITAPIRA4OB L L Lo e e e e e e e
FJ649025_00PEDRABELAS285B . . . . . . . L e e e e e
FJ649036_01ESPSTOPINHALT7518B . . . . . . . o vt e e e e e e e e e e e e
FJ649034_01AMPAROIL064B . . . L Lo e e s s e e e
FJ649008_00ATIBAIABLIB L L Lo e e e e e e e e
FJ649021_00NAZAREPTA3B299B . . . . . . . o e e e e e e
FJ649042_OLITATIBA4GI3E . . . L o L L e e e s e e e
FJ649024_00VARGEM4631B . . . L L e e e e e e e
FJ649004_99JOANOPOLIS3960B . . . . . . . e e e e s e e e
FJ649030_00CACONDET7018B . . . . . . . i e e e e e e e e
FJ649009_00BRAGANCAPTAILS53B . . . . . . .« . o vt v e ..CLoo C ..
FJ649020_00PINHALZINHO3141B . . . . . . . o o e e e e s e e
FJ649019_00BRAGANCAPTA2685B . . . . . . . e e e s e e e
FJ649018_00BJPERDOESIO47B . . . . . . . ot e e e e e e
FJ648998_99PIRACAIAL1929B . . . . L L e e L C e
FJ649033_0IMORUNGABA272B . . . . . . . o it e e e e e e
AB247428 BRDR8_SP_2003 . . . L L L s e e
FJ649037_01IMOCOCAT792B . . . . . L e
FJ649029_00CACONDET7O016B . . . . . . L o e e e e e e e
FJ649032_01CAMPINASILIA2B . . . L L e e e s e e e e
AB247400_BRbv654_PocosdeCaldas . . . . . . . . L e e
AB496693_BRAL19_Emilianopolis_ . . . . . . e e
AB496691_BRAL17 Dracena_SP_200 . . . . . . . . .. Lo s
AB496680_BRAL4_Dracena_SP_2002 . . . . . . . .o
AB247391_BRbv324 ltapecuru_MA_ . . . . . .. .. ... .. G . e s e e
AB496682_BRALS8_Dracena_SP2004 . . . . . . . N
AB110668 BRbv49 PIRAJU SP 89 . . . . ... LT T oo
FJ648999_99SOCORRO1989B . . . . . .. o T T oo
AB247429 BR-DR9 Guarulhos SP 2 . . . . . .. LT T o



AB247443 BRvmbt47

AB247423 BRDR3_SJoseBarreiro_S
AB496692_BRAL18_ AlvaresMachado
AB110663_BRbv32_SaoRoque_SP_19
AB496686_BRAL12_OsvaldoCruz_SP
FJ648987_98TAQUARITINGA1192B
FJ648988_98ARACATUBA1411B
FJ648980_97MORUNGABA?248B
AB496683_BRAL9_PresidentePrude
AB110665_BRsp35_Apiai_SP_1992
FJ648990_98SOCORR02478B
FJ648995_98SJIBOAVISTA4992B
FJ648989_98SOCORR0O2119B
AB247426_BRDR6_LajeMuriae_RJ_1
AB247427_BRDRY7_ltaperuna_RJ_19
AB496681_BRAL7_VargGrandePta_S
FJ648984_98SUZANO144B
AB110664_BRvmbt33_Taubate_SP_1
FJ649002_99ARUJA2690B
FJ648985_98MOGIDASCRUZES366B
FJ648993_98SALESOPOLIS4375B
FJ648981_97SALESOPOLIS719B
AB110666_BRbv39_Colinas_TO_199
AB247407_BRbv76_Araguaia_TO_20
AB247393_BRbv38_TO_1999
AB247382_BRbv136_Araguaina_TO_
AB247390_BRbv323_PresidenteDut
AB247386_BRbv252_Patos_PB_2003
AB247387_BRbv259 Patos_PB_2003
AB247442_BRvmbt41l
M13215_VirusPasteur
AB247397_2004_PresidenteDutra_
AB276311_BRhm528
AB247415_BRdg325_Stalnes_MA_20
AB247412_BRdg317_1985_RJ
AB110659_BRdg12
AB276308_BRdg101
AB276307_BRhm16
AB247410_BRdg15_Anapolis_GO
AB276309_BRct112
AB110661_BRpg28_NovaAurora
AB110657_BRhm6_1999 GO
AB276310_BRct116

AB110660_BRhr18 BelaVista_GO_1
EU293119_Duvenhage

M273_00_Andradas
M365_04 Carmo de Minas
M395_01_Carmo de minas
M490_01 Carmo de Minas
M533_01 Carmo de Minas
M716_02 Sta Rita do Sapucai
1_M91_00_PocosdeCaldas
7_M194_00_Extrema
5_M315_00_Andradas
4_M401_00_Andradas
21_M144_02_Carmo

23 _M269_02_Soledade
22_M292_00_Soledade
30_M525_04_Cordislandia
35_M147_09_NovaCaldas
36_M66_08_MonteSiao
15_M154_01_Extrema
27_M621_03_DomVicoso
28_M325_03_Soledade
34_M210_09_Caldas

19 M1172 02 DomVicoso
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25_M2864_02_Saolourenco
17_M123_01_Andradas
16_M909_01_Carmo de Minas
06_M445_00_Andradas

13_M457_01 Carmo de Minas

12 M798 01 Carmo de Minas
29_M753_03_Sta Rita Sapucai
M71_00_Extrema___
M196_04_Belmiro
M261_04_Andradas
M605_03_Arceburgo
FJ649023_00SOCORR0O4553B
AB247422_BRDR2_Lindoia_SP_2000
FJ649040_00MONTESIAO210E
FJ649012_00MONTESIAO756B
FJ649017_00BUENOBRANDAO1471B
AB247421_BRDR1_Lindoia_SP_2000
FJ649031_O1ITAPIRA40B
FJ649025_00PEDRABELA5285B
FJ649036_01ESPSTOPINHAL7518B
FJ649034_01AMPARO1064B
FJ649008_00ATIBAIA81B
FJ649021_O00ONAZAREPTA3299B
FJ649042_O1ITATIBA4693E
FJ649024_00VARGEM4631B
FJ649004_99JOANOPOLIS3960B
FJ649030_00CACONDE7018B
FJ649009_00BRAGANCAPTA153B
FJ649020_00PINHALZINHO3141B
FJ649019_00BRAGANCAPTA2685B
FJ649018_00BJPERDOES1947B
FJ648998_99PIRACAIA1929B
FJ649033_01MORUNGABA272B
AB247428 BRDR8_SP_2003
FJ649037_01MOCOCAT7792B
FJ649029_00CACONDE7016B
FJ649032_01CAMPINAS142B
AB247400_BRbv654 PocosdeCaldas
AB496693_BRAL19_Emilianopolis_
AB496691_BRAL17_Dracena_SP_200
AB496680_BRAL4_Dracena_SP_2002
AB247391_BRbv324_ltapecuru_MA_
AB496682_BRALS8_Dracena_SP2004
AB110668_BRbv49_PIRAJU_SP_89
FJ648999_99SOCORR0O1989B
AB247429 BR-DR9_Guarulhos_SP_2
AB247443 BRvmbt47

AB247423 BRDR3_SJoseBarreiro_S
AB496692_BRAL18_AlvaresMachado
AB110663_BRbv32_SaoRoque_SP_19
AB496686_BRAL12_OsvaldoCruz_SP
FJ648987_98TAQUARITINGA1192B
FJ648988_98ARACATUBA1411B
FJ648980_97MORUNGABA?248B
AB496683_BRAL9_PresidentePrude
AB110665_BRsp35_Apiai_SP_1992
FJ648990_98SOCORR02478B
FJ648995_98SJIBOAVISTA4992B
FJ648989_98SOCORR02119B
AB247426_BRDR6_LajeMuriae_RJ_1
AB247427 BRDR7_ltaperuna_RJ_19
AB496681_BRAL7_VargGrandePta_S
FJ648984_98SUZANO144B

AB110664 BRvmbt33 Taubate SP_1
FJ649002_99ARUJA2690B
FJ648985_98MOGIDASCRUZES366B
FJ648993_98SALESOPOLIS4375B
FJ648981_97SALESOPOLIS719B
AB110666 BRbv39 Colinas TO 199
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AB247407_BRbv76_Araguaia_TO_20
AB247393 BRbv38_TO_1999

AB247382_BRbv136_Araguaina_TO_

AB247390_BRbv323_PresidenteDut
AB247386_BRbv252_Patos_PB_2003
AB247387_BRbv259_Patos_PB_2003
AB247442_BRvmbt41
M13215_VirusPasteur
AB247397_2004_PresidenteDutra_
AB276311_BRhm528

AB247415 BRdg325_Stalnes MA_20
AB247412_BRdg317_1985_RJ
AB110659_BRdg12
AB276308_BRdg101
AB276307_BRhm16
AB247410_BRdg15_Anapolis_GO
AB276309_BRct112
AB110661_BRpg28_NovaAurora
AB110657_BRhm6_1999 GO
AB276310_BRct116

AB110660_BRhr18 BelaVista_GO_1
EU293119_Duvenhage

M273_00_Andradas

M365_04 Carmo de Minas
M395_01_Carmo de minas
M490_01 Carmo de Minas
M533_01 Carmo de Minas
M716_02 Sta Rita do Sapucai
1_M91_00_PocosdeCaldas
7_M194_00_Extrema
5_M315_00_Andradas
4_M401_00_Andradas

21 _M144 _02_Carmo
23_M269_02_Soledade
22_M292_00_Soledade
30_M525_04_Cordislandia
35_M147_09_NovaCaldas
36_M66_08_MonteSiao
15_M154_01_Extrema
27_M621_03_DomVicoso

28 _M325_03_Soledade
34_M210_09_Caldas
19_M1172_02_DomVicoso
25_M2864_02_SaolLourenco
17_M123_01_Andradas
16_M909_01_Carmo de Minas
06_M445_00_Andradas
13_M457_01 Carmo de Minas
12 M798 01 Carmo de Minas
29_M753_03_Sta Rita Sapucai
M71_00_Extrema__
M196_04_Belmiro
M261_04_Andradas
M605_03_Arceburgo
FJ649023_00SOCORR0O4553B
AB247422_BRDR2_Lindoia_SP_2000
FJ649040_00MONTESIAO210E
FJ649012_00MONTESIAO756B
FJ649017_00BUENOBRANDAO1471B
AB247421_BRDR1_Lindoia_SP_2000
FJ649031_O1ITAPIRA40B
FJ649025_00PEDRABELA5285B
FJ649036_01ESPSTOPINHAL7518B
FJ649034_01AMPARO1064B
FJ649008_00ATIBAIA81B
FJ649021 OONAZAREPTA3299B
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FJ649042_O01ITATIBA4693E . . . . . . . . .. ... ..
FJ649024_00VARGEM4631B . . . . . . . . ... ... ..
FJ649004_99JOANOPOLIS3960B . . . . . . . . ... ... ..
FJ649030_00CACONDE7018B . . . . . . . . .. .. ....
FJ649009_00BRAGANCAPTA153B . . . . . . . . . . . .. ...
FJ649020_O0OPINHALZINHO3141B . . . . . . . . . . . ... ..
FJ649019_00BRAGANCAPTA2685B . . . . . . . . ... ... ..
FJ649018_00BJPERDOES1947B . . . . . . . . . . . ... ..
FJ648998 99PIRACAIAL929B . . . . . .. L.
FJ649033_01MORUNGABA272B . . . . . . . .« . o ..
AB247428_BRDR8_SP_2003 . . . . ... oo
FJ649037_01IMOCOCA7792B . . . . . . . .« .o
FJ649029_00CACONDE7016B . . . . . . . . ... .. ...
FJ649032_01CAMPINAS142B . . . . . . . ...
AB247400_BRbv654_PocosdeCaldas . . . . . . . . .. ... ...
AB496693 BRAL19_Emilianopolis_ . . . . . . . ... ... ...
AB496691_BRAL17 Dracena_SP_200 . . . . . . . . . . ... ...
AB496680_BRAL4 _Dracena_SP_2002 . . . . . . . . . . .. ....
AB247391_BRbv324_Itapecuru_MA_ . . . . . . . . ... ...
AB496682_BRAL8_Dracena_SP2004 . . . . . . . ... ... ...
AB110668 BRbv49_PIRAJU_SP_89 . . . . . . . . .. .. ....
FJ648999_99SOCORRO1989B . . . . . . . . ... ... ..
AB247429 BR-DR9_Guarulhos SP_2 . . . . . .. . ... .....
AB247443 BRvmbt47 L.
AB247423 BRDR3_SJoseBarreiro_.S . . . . . . . ... ... ...
AB496692_BRAL18_AlvaresMachado . . . . . . . .. ... . ...
AB110663 BRbv32_SaoRoque_SP_19 . . . . . . . . . . ... ...
AB496686_BRAL12_OsvaldoCruz_SP . . . . . . . . . ... . ...
FJ648987_98TAQUARITINGA1192B . . . . . . . . . . . ... ..
FJ648988_98ARACATUBA1411B . . . . . . . . . . . .. ...
FJ648980_97MORUNGABA248B . . . . . . . . . . . ... ..
AB496683_BRAL9_PresidentePrude . . . . . . . .. ... .. ..
AB110665 BRsp35_Apiai_SP_1992 . . . . . .. ... .. ....

FJ648990_98SOCORRO2478B . . . . . .. .. .....
FJ648995_98SJBOAVISTA4992B . . . . . .. . .. ....
FJ648989_98SOCORRO2119B . . . . . .. ... ....
AB247426_BRDR6_LajeMuriae_RJ_1

.C... .
AB247427_BRDR7 Itaperuna_RJ_19 . . C. . .. . ... .....
c

AB496681_BRAL7_VargGrandePta_S

FJ648984 98SUZANO144B . . . . . .. ...
AB110664 BRvmbt33 Taubate_SP_1 . . . . . . . . .. ... ...
FJ649002_99ARUJA2690B . . . . . .. oL
FJ648985_98MOGIDASCRUZES366B . . . . . . . . ... ... ..
FJ648993_98SALESOPOLIS4375B . . . . . . . . ... ... ..
FJ648981_97SALESOPOLIS719B . . . . . . . . . .. ... ..
AB110666_BRbv39_Colinas TO_199 . . . . . . . . . . ... ...
AB247407_BRbv76_Araguaia_TO_20 . . . . . . . . . .. . .. ..
AB247393 BRbv38_TO_1999 . . . . . .. ... ... ..
AB247382_BRbv136_Araguaina_TO_ . . . . . .. . .. ......
AB247390_BRbv323_PresidenteDut . . . . . . . ... ... ...
AB247386_BRbv252_Patos PB_2003 . . . . . . . . . . ... ...
AB247387_BRbv259_Patos PB_2003 . . . . . . . . . . .. ....
AB247442 BRvmbt4l . ... Lo
M13215_VirusPasteur LCLo
AB247397_2004_PresidenteDutra_ .C. .G
AB276311_BRhm528 LCLoo o
AB247415 BRdg325_Stalnes MA_20 CL
AB247412_BRdg317_1985_RJ CL
AB110659_BRdg12 .Cooo
AB276308_BRdg101 LCL
AB276307_BRhm16 LCoo o
AB247410_BRdg15_Anapolis_GO LCL
AB276309_BRct112 LCLoo o
AB110661_BRpg28_ NovaAurora .Coo o
AB110657_BRhm6_1999_GO CL
AB276310_BRct116 LCLoo o
AB110660_BRhr18 BelaVista_GO_1 CL
EU293119_Duvenhage DAL .GT
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M273_00_Andradas

M365_04 Carmo de Minas
M395_01_Carmo de minas

M490_01 Carmo de Minas

M533_01 Carmo de Minas

M716_02 Sta Rita do Sapucai
1_M91_00_PocosdeCaldas
7_M194_00_Extrema
5_M315_00_Andradas
4_M401_00_Andradas
21_M144_02_Carmo
23_M269_02_Soledade
22_M292_00_Soledade
30_M525_04_Cordislandia
35_M147_09_NovaCaldas
36_M66_08_MonteSiao

15 M154 01 Extrema
27_M621_03_DomVicoso
28_M325_03_Soledade
34_M210_09_Caldas
19_M1172_02_DomVicoso
25_M2864_02_SaolLourenco
17_M123_01_Andradas
16_M909_01_Carmo de Minas
06_M445_00_Andradas

13_M457_01 Carmo de Minas

12 M798 01 Carmo de Minas
29_M753_03_Sta Rita Sapucai
M71_00_Extrema__
M196_04_Belmiro
M261_04_Andradas
M605_03_Arceburgo
FJ649023_00SOCORR0O4553B
AB247422_BRDR2_Lindoia_SP_2000
FJ649040_00MONTESIAO210E
FJ649012_00MONTESIAO756B
FJ649017_00BUENOBRANDAO1471B
AB247421_BRDR1_Lindoia_SP_2000
FJ649031_01ITAPIRA40B
FJ649025_00PEDRABELA5285B
FJ649036_01ESPSTOPINHAL7518B
FJ649034_01AMPARO1064B
FJ649008_00ATIBAIA81B
FJ649021_00NAZAREPTA3299B
FJ649042_01ITATIBA4693E
FJ649024_00VARGEM4631B
FJ649004_99JOANOPOLIS3960B
FJ649030_00CACONDE7018B
FJ649009_00BRAGANCAPTA153B
FJ649020_00PINHALZINHO3141B
FJ649019_00BRAGANCAPTA2685B
FJ649018_00BJPERDOES1947B
FJ648998_99PIRACAIA1929B
FJ649033_01MORUNGABA272B
AB247428_BRDR8_SP_2003
FJ649037_01MOCOCA7792B
FJ649029_00CACONDE7016B
FJ649032_01CAMPINAS142B
AB247400_BRbv654_PocosdeCaldas
AB496693_BRAL19_Emilianopolis_
AB496691_BRAL17_Dracena_SP_200
AB496680_BRAL4 Dracena_SP_2002
AB247391_BRbv324_ltapecuru_MA_
AB496682_BRAL8_Dracena_SP2004
AB110668_BRbv49_PIRAJU_SP_89
FJ648999_99SOCORRO1989B
AB247429 BR-DR9 Guarulhos SP 2
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