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RESUMO

BARONE, G. T. Um estudo sobre a filogenia de Chiroptera e sua coevolugao
com virus da raiva. 2022. 133 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo, 2022.

A raiva € uma encefalite viral aguda e quase sempre fatal, tem distribuicdo global e
causa cerca de 59 mil mortes/ano, principalmente em criangas de paises em
desenvolvimento. Provocada pelo Lyssavirus rabies (RABV) - virus de genoma RNA,
formado por cinco genes (N, P, M, G e L), € um dos mais antigos patdégenos ja
descritos pela humanidade, capaz de acometer todos os mamiferos, mas mantém os
morcegos (Chiroptera) como hospedeiro reservatério. Os quiropteros sao os unicos
mamiferos com capacidade para voar, o que os possibilita percorrer grandes
distancias e facilita a disseminacgao de virus, como o RABV. Com o intuito de comparar
a taxonomia morfologica e molecular de quirépteros, foi realizado o sequenciamento
parcial do gene COIl de 384 individuos, utilizando o SNC de diversas espécies do
Estado de Sao Paulo. Todas as sequéncias foram depositadas e se encontram
disponiveis no banco de dados GenBank (NCBI). A identificagdo genética das
espécies pelo gene COI (DNA barcoding) foi resultado do sistema BOLD de
identificacdo, as relagbes filogenéticas entre os individuos foram avaliadas com a
elaboracao de arvores de Maxima Verossimilhanga e com analise dos parametros de
diversidade genética (numero de haplotipos, numero de sitios variaveis, diversidade
haplotipica e nucleotidica), além da construgdo das redes de haplétipos, incluindo
sequéncias do gene COI disponiveis em banco de dados. Durante o estudo, foram
encontrados individuos com sequéncias do gene COI idénticas, separados por mais
de 3mil km de distancia geografica. Diferencas significativas entre a taxonomia
morfolégica e molecular do género Myotis foram destacadas, evidenciando a
necessidade do uso de marcadores moleculares na identificacdo de espécies,
principalmente as mais complexas. Em paralelo, o viés de uso de codons foi avaliado
no genoma completo de RABV, utilizando 51 sequéncias de isolados ja disponiveis
em banco de dados. O mRNA da B-actina foi eleito para gerar 43 sequéncias parciais
de quirdpteros e utiliza-las como conjunto de referéncia de genes altamente
expressos, empregados na analise dos indicadores de uso de codons, além de gerar
a filogenia baseada em B-actina. indices como contetido GC, RSCU, Enc, CAl e RCDI

foram calculados, a fim de avaliar o viés de uso e inferir a forgca evolutiva que o



influencia, apesar de RABV apresentar baixo viés de utilizagdo. Valores de RSCU
foram convertidos em dados binarios e possibilitaram gerar cinco arvores de Neighbor-
Joining. Um ensaio in vivo foi realizado em camundongos inoculados com amostra de
quirdptero positivo para raiva, com finalidade de comparar a carga viral na mudancga
de hospedeiros e verificar suas implicagdes no uso de cédons. De maneira geral,
RABV mostrou-se um virus de baixo viés de uso de cédons, preferindo utilizar os
terminados em A/T, além de indicar que o viés € influenciado pela selegéo natural. Os
padroes de uso de cédons sao diretamente influenciados pela coevolugao entre virus

e hospedeiros.

Palavras-chave: Raiva. Chiroptera. Coevolugdo. Filogenia. Codons.



ABSTRACT

BARONE, G. T. A study on the phylogeny of Chiroptera and its coevolution with
rabies virus. 2022. 133 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Rabies is an acute and almost always fatal viral encephalitis, has a global distribution
and causes about 59,000 deaths/year, mainly in children in developing countries.
Caused by Lyssavirus rabies (RABV) - an RNA genome virus, formed by five genes
(N, P, M, G and L), it is one of the oldest pathogens ever described by humanity,
capable of affecting all mammals, but maintaining the bats (Chiroptera) as a reservoir
host. Chiropterans are the only mammals capable of flying, which allows them to travel
great distances and facilitates the spread of viruses such as RABV. In order to compare
the morphological and molecular taxonomy of bats, a partial sequencing of the COI
gene of 384 individuals was performed, using the CNS of several species from the
State of Sao Paulo. All sequences have been deposited and are available in the
GenBank database (NCBI). The genetic identification of species by the COI gene (DNA
barcoding) was the result of the BOLD identification system, the phylogenetic
relationships between individuals were evaluated with the elaboration of Maximum
Likelihood trees and with the analysis of genetic diversity parameters (number of
haplotypes, number of variable sites, haplotypic and nucleotide diversity), in addition
to the construction of haplotype networks, including sequences of the COIl gene
available in the database. During the study, individuals with identical COIl gene
sequences were found, separated by more than 3,000 km of geographic distance.
Significant differences between the morphological and molecular taxonomy of the
genus Myotis were highlighted, pointing to the need to use molecular markers to
identify species, especially the more complex ones. In parallel, the codon usage bias
was evaluated in the complete genome of RABV, using 51 sequences of isolates
already available in the database. The (-actin mMRNA was chosen to generate 43
partial sequences of chiropterans and use them as a reference set of highly expressed
genes, used in the analysis of indicators of codon usage, in addition to generating the
B-actin-based phylogeny. Indices such as GC, RSCU, Enc, CAl and RCDI content
were calculated in order to assess the usage bias and infer the evolutionary force that
influences it, despite the fact that RABV has a low usage bias. RSCU values were

converted into binary data and made it possible to generate five Neighbor-Joining



trees. An in vivo assay was carried out in mice inoculated with a sample of chiroptera
positive for rabies, in order to compare the viral load in the change of hosts and to
verify its implications in the use of codons. In general, RABV was shown to be a virus
with low codon use bias, preferring to usage codons ending in A/T, in addition to
indicating that the bias is influenced by natural selection. Codon usage patterns are

directly influenced by coevolution between viruses and hosts.

Keywords: Rabies. Chiroptera. Coevolution. Phylogeny. Codons.
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1 REVISAO DE LITERATURA

A ordem Chiroptera comporta toda a diversidade de morcegos e representa em
torno de 25% da multiplicidade de todos os mamiferos, sendo constituida por
aproximadamente 20 familias e mais de 1400 espécies descritas e distribuidas em
todos os continentes, exceto na Antartida (KUZMIN et al., 2012; RODHAIN, 2015;
YOON; PARK, 2015; AFELT et al., 2018; FUMAGALLI; ZAPPER; LA PORTA, 2021).
E considerada a segunda ordem de mamiferos em termos de distribuicdo de
individuos, superada apenas pelos primatas, devido a disseminagao global dos
humanos (MORATELLI; CALISHER, 2015). No Brasil, a ordem esta representada por
9 familias, compostas por 65 géneros e 182 espécies de morcegos (MOTA et al.,
2022).

Os quirépteros podem viver em grandes col6nias ou relativamente solitarios,
alojados em abrigos naturais, como cavernas, fendas, cupinzeiros, ocos de arvores e
folhagens, ou em abrigos artificiais criados pelo homem, como véos de dilatagdo de
construgdes, tuneis, bueiros, sotdos e forros de residéncias (KUZMIN et al., 2011;
MORATELLI; CALISHER, 2015; RODHAIN, 2015). Possuem habito alimentar variado:
a maioria dos morcegos sao insetivoros ou frugivoros, mas existem nectarivoros,
carnivoros e hematéfagos (RODHAIN, 2015).

As espécies de morcegos apresentam grande diversidade de habitat, ciclo de
vida, tamanho da populagao, dispersdo e massa corporal (WYNNE; WANG, 2013;
MORATELLI; CALISHER, 2015). Na espécie Pteropus spp, conhecida popularmente
como raposa-voadora, alguns individuos podem ter 1 kg de peso corporeo e até 2
metros de envergadura, enquanto o morcego-abelha (Craseonycteris thonglongyai)
possui somente 2,0 gramas quando adulto (RODHAIN, 2015). Com base apenas na
massa corporal desses animais, podemos considerar que os quirdpteros sdo a ordem
com o tempo de vida mais longo entre os mamiferos (KUZMIN et al., 2011), vivendo
por um periodo médio entre 10 e 30 anos (RODHAIN, 2015). Segundo Wilkinson e
South (2002), existem registros de 5 individuos de espécies insetivoras (Plecotus
auritus, Myotis lucifugus, Myotis brandtii, Myotis blythii e Rhinolophus ferrumequinum)
que ultrapassaram a idade de 30 anos sobrevivendo na natureza e 1 individuo
frugivoro (Pteropus giganteus) que sobreviveu em cativeiro por igual periodo. Em
2005, Podlutsky et al. divulgaram a recaptura de um morcego insetivoro da espécie

Myotis brandtii, originalmente capturado e anilhado em 1964, sendo considerado o
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pequeno mamifero mais antigo ja documentado na natureza, um recorde de
longevidade com 41 anos de idade.

Alguns pequenos mamiferos arboricolas, como o esquilo voador e o gamba
planador, possuem habilidade em planar de uma arvore a outra, mas os morcegos
sdo0 0s unicos mamiferos com capacidade de sustentar voo, atividade que exige um
mecanismo altamente complexo, considerando as perspectivas morfologica,
fisiologica e aerodinamica (SHEN et al., 2010; KUZMIN et al., 2011; MEGANATHAN
et al., 2012; RODHAIN, 2015). A aptidao para voar auxilia no desempenho das
funcdes de polinizadores, dispersores de sementes e controle de insetos, além de
permitir sua migragao por longas distancias, proporcionando a ampla distribuicao
geografica dessa ordem. Em contrapartida, o voo pode facilitar a transmissao global
de doengas emergentes inter e intra espécies (KUZMIN et al., 2011; WYNNE; WANG,
2013; GUPTA et al, 2021).

O voo é a atividade que demanda maior consumo energético quando
comparado ao correr ou caminhar e exige adaptagdes metabdlicas para que possa
ser executado (SHEN et al., 2010; WANG; WALKER; POON, 2011), por esse motivo,
€ provavel que os genes envolvidos no metabolismo dos morcegos tenham sofrido
adaptacgdes evolutivas levando esses mamiferos a alcancgar a incrivel capacidade de
locomogao (SHEN et al., 2010; MEGANATHAN et al., 2012). Durante o voo, os
morcegos tém a necessidade de aumentar suas taxas metabolicas entre 15 e 16
vezes, enquanto as aves elevam o metabolismo em apenas duas vezes para executar
esta acdo, ao mesmo tempo que pequenos roedores exigem um aumento de sete
vezes em seu metabolismo para efetuar uma corrida, até o ponto de exaustao
(O'SHEA et al., 2014; AFELT et al., 2018).

Altas taxas metabdlicas, como a dos morcegos, resultam na geragcéo de
subprodutos metabdlicos, capazes de promover dano oxidativo ao DNA mitocondrial
(mtDNA) e outras estruturas celulares (WANG; WALKER; POON, 2011; GUPTA et al.,
2021). Animais com alto dano oxidativo apresentam tempo de vida curto,
contrariamente aos morcegos, que possuem vida longa (GUPTA et al., 2021). Além
disso, o dano oxidativo ao mtDNA é conhecido como importante mecanismo de
tumorigénese e, surpreendentemente, os morcegos possuem menor prevaléncia de
tumores que outros animais (WANG; WALKER; POON, 2011; WYNNE; WANG, 2013;
BROOK; DOBSON, 2015). Estudos mostram que os quirOpteros sao capazes de

resistir aos danos oxidativos com mais eficiéncia que mamiferos terrestres de
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tamanho comparavel, minimizando, assim, os impactos da longevidade (WANG;
WALKER; POON, 2011; BROOK; DOBSON, 2015).

As mitocdndrias dos morcegos, além de controlarem o metabolismo celular,
podem ser responsaveis por algumas caracteristicas bioldgicas desses animais, como
alteracdes da temperatura corporal durante o voo e resposta imunoldgica frente as
infeccbes virais e bacterianas (WANG; WALKER; POON, 2011). Algumas espécies
podem permanecer em estado de torpor diario, diminuindo drasticamente seu
metabolismo e temperatura corporal, com a finalidade de poupar energia (WANG,;
WALKER; POON, 2011; RODHAIN, 2015; FUMAGALLI; ZAPPER; LA PORTA, 2021).
A temperatura corporal dos morcegos, quando em repouso, se aproxima da
temperatura do ar ambiente, mas, durante o voo, pode facilmente ultrapassar os 40
°C, razao pela qual a evolugdo do voo dos morcegos ja foi sugerida como possivel
mecanismo de controle viral desses animais (BROOK; DOBSON, 2015; AFELT et al.,
2018; FUMAGALLI; ZAPPER; LA PORTA, 2021). O aumento da temperatura corporal
dos morcegos durante o voo €& semelhante a febre produzida como resposta
imunologica nos demais mamiferos (temperatura entre 38 °C e 41 °C), em que o calor
gerado é capaz de reduzir a replicagao do patégeno e aumentar a eficiéncia da
resposta imune do organismo, resultando em menor tempo de duragdo da doencga e
maior chance de sobrevivéncia ao hospedeiro (O’'SHEA et al., 2014). Essa interagao
virus-hospedeiro na condi¢cdo de voo em estado febril pode ser a responsavel pela
alta patogenicidade dos virus quando ocorrem eventos de spillover para outros
mamiferos, considerando que esses patdgenos estariam adaptados para sobreviver
em condi¢coes febris e sob variagdo de temperatura (BROOK; DOBSON, 2015;
MORATELLI; CALISHER, 2015; AFELT et al., 2018).

Alguns virus com caracteristica letal para humanos e outros animais parecem
nao apresentar patogenicidade para os morcegos, provavelmente devido ao longo
processo coevolutivo entre eles (AFELT et al., 2018). Quando um virus esta bem
adaptado ao hospedeiro reservatério, pouco ou nenhum sinal clinico da doencga se
torna aparente, mas, a partir do momento que o virus salta a barreira das espécies,
troca de hospedeiro e atinge a espécie humana, os resultados podem ser
devastadores (SMITH; WANG, 2013; DING et al., 2017). Eventos bem sucedidos em
que o patogeno troca de hospedeiro para infectar uma nova espécie sdo chamados
de host shift e, frequentemente, sdo os responsaveis por surtos de doencas virais

emergentes, com respostas imprevisiveis, apresentando variagcbes no
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desenvolvimento da doencga, desde infecgdes assintomaticas até a morte prematura
da nova espécie hospedeira (LONGDON et al., 2014 e 2015; ALCALA et al., 2017).

Estudos mostram que, além dos morcegos serem reservatorios de importantes
virus zoonéticos, como o virus da Raiva, Nipah, Hendra, Ebola e muitos coronavirus,
incluindo o SARS-CoV-2 (FUMAGALLI; ZAPPER; LA PORTA, 2021), esses animais
possuem um sistema imunoldgico particularmente eficaz, e sdo capazes de abrigar
um maior numero de virus que os roedores ou qualquer outra ordem de mamiferos
(LUIS et al., 2013; DING et al., 2017; O’'SHEA et al., 2014). Em torno de 130 virus ja
foram identificados em morcegos, sendo 60 deles zoondticos e extremamente
patogénicos ao homem (GUPTA et al., 2021). Apesar do risco que 0s virus
emergentes de morcegos representam para a saude humana, € essencial reconhecer
que a maioria dos surtos de doengas zoondticas transmitidas por morcegos s&o
consequéncias das agdes humanas (WYNNE; WANG, 2013).

A raiva é uma encefalite viral aguda, progressiva, praticamente incuravel e
quase sempre fatal em humanos (TROUPIN et al., 2016; VELASCO-VILLA et al.,
2017; ZHANG et al., 2018), considerada a zoonose viral com maior taxa de letalidade
conhecida pela humanidade (>99,9%), sem tratamento eficaz comprovado apdés o
aparecimento dos sinais clinicos da doenca (KUZMIN et al., 2011; RUPPRECHT;
KUZMIN; MESLIN, 2017; FISHER et al., 2020). Esta presente em quase todos os
continentes, com excegao da Antartida (RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDHA,
2002; KUZMIN et al., 2012; HE et al., 2017; FISHER et al., 2020).

Apesar da existéncia e disponibilidade de uma vacina eficaz, ainda ocorrem
cerca de 59 mil mortes humanas ao ano, segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(WHO, 2018), principalmente em criangas menores de 15 anos (WOBESSI et al.,
2021) nos paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América Latina, onde est&o
concentrados 95% dos casos de raiva em humanos (TAO et al., 2013; VELASCO-
VILLA et al., 2017). O continente Asiatico é responsavel por 80% desses casos, com
China e india centralizando o maior indice de pessoas acometidas (HE et al., 2017;
ZHANG et al., 2017). A raiva é um problema de saude publica ignorado, considerada
uma doenga negligenciada, sobretudo nos paises com infraestrutura de saude
deficiente, onde acredita-se que o numero de mortes humanas é subestimado
(ZHANG et al., 2018; FISHER et al., 2020; WOBESSI et al., 2021).

A raiva pode ser a doencga infecciosa humana mais antiga ja descrita, com

registros datados de 2300 a.C., sendo mencionada no Cdédigo de Eshnunna, que
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ditava as leis dessa cidade babilénica da antiga Mesopotamia, onde as autoridades
aplicavam severas multas aos donos de caes raivosos que mordiam e causavam a
morte de pessoas (MORATELLI; CALISHER, 2015; PANTHA et al, 2020).
Aproximadamente em 400 a.C., o fildsofo grego Aristoteles referenciou a raiva como
a ‘loucura do cao’, descrevendo que os caes sofriam de loucura e que todos os
animais que eram mordidos por eles também se tornavam loucos (RUPPRECHT;
HANLON; HEMACHUDHA, 2002; MORATELLI; CALISHER, 2015; PANTHA et al.,
2020). No século |, o escritor romano Cardanus descreveu a saliva de um cao raivoso
como ‘virus’ (do latim: veneno), mas somente em 1804 o cientista alemao Georg
Gottfried Zinke provou que a raiva podia ser transmitida pela saliva de caes raivosos,
ao injetar a saliva de um c&o doente em um c&o saudavel (WANG; GUO, 2012;
MORATELLI; CALISHER, 2015).

A infeccdo geralmente tem inicio com o contato da saliva de um animal
infectado, seja por mordida, arranhadura ou lambedura do tecido muscular lesionado,
em que o virus da raiva (Lyssavirus rabies, RABV) é depositado na les&o e, por forga
centripeta, consegue atingir os nervos periféricos, alcangando o sistema nervoso
central (SNC) do individuo, local em que ocorre a replicagao viral e, por forga
centrifuga, o RABV é disseminado para as glandulas salivares (RUPPRECHT;
HANLON; HEMACHUDHA, 2002; FISHER; STREICKER; SCHNELL, 2018). Por ser
um virus de natureza neurotropica, 0 RABV é capaz de alterar o comportamento do
individuo infectado, promovendo o contato com outros animais, podendo aumentar a
agressividade, salivagcédo e tendéncia para morder, garantindo sua transmisséo a um
novo individuo (MARSTON et al., 2018).

Durante a maior parte do ciclo de vida do RABV, a infeccdo permanece
assintomatica, os sinais clinicos neuroldgicos aparecem somente nos estagios finais
da doencga, que geralmente mata o individuo em poucos dias, por parada cardiaca ou
insuficiéncia respiratéria (DAVIS; RALL; SCHNELL, 2015; MORLA; MAKHIJA;
KUMAR, 2016). O periodo médio de incubacao varia entre 1 e 3 meses, mas existem
registros do desenvolvimento da raiva em apenas alguns dias ou mesmo anos apds a
exposicdo ao virus (RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDHA, 2002). Devido a
vacinagao dos animais domésticos, a doenca tem sido controlada nos paises
desenvolvidos, mas, apesar dessa e de outras agdes de controle, surtos esporadicos
de raiva em animais silvestres ainda podem ser considerados imprevisiveis (FISHER;
STREICKER; SCHNELL, 2018; MARSTON et al., 2018; FISHER et al., 2020).
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O RABV é um dos mais antigos agentes patogénicos ja descritos, pertence ao
género Lyssavirus (deusa grega Lyssa: espirito da furia, loucura ou raiva) (GREEN;
CARPENTER; DUNN, 2011; DAVIS; RALL; SCHNELL, 2015; PANTHA et al., 2020),
que inclui outras 16 espécies de virus, segundo o International Committee on

Taxonomy of Viruses <https://talk.ictvonline.org/taxonomy/>. Esta inserido na ordem

Mononegavirales e na familia Rhabdoviridae, sendo mantido por mutagdes entre os
hospedeiros das ordens Carnivora e Chiroptera, apesar de possuir capacidade para
acometer todos os mamiferos (RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDHA, 2002;
TROUPIN et al., 2016; MARSTON et al., 2018).

Badrane e Tordo (2001) e Rodhain (2015) acreditam na possibilidade de que o
género Lyssavirus teve origem em um Rhabdovirus presente em insetos e que
morcegos insetivoros possam ter contraido o virus ao se alimentarem de insetos
contaminados. Além disso, sugerem que algum virus dos morcegos possa ser O
ancestral do género Lyssavirus e que trocas bem-sucedidas de hospedeiros (host
shift), entre as diversas espécies de morcegos, tenham determinado a historia
evolutiva de ambos. Moratelli e Calisher (2015) apontam que os fésseis mais antigos
de morcegos datam de 65 a 55 milhdes de anos, entre os periodos Paleoceno e
Eoceno, onde surgiram os primeiros virus do género Lyssavirus, relatando um
provavel e longo processo coevolutivo entre eles (RODHAIN, 2015; AFELT et al.,
2018). As ordens Carnivora e Chiroptera possuem individuos ecologicamente
distintos, mas, devido aos eventos host shift, € possivel supor que o RABV que circula
entre os morcegos tenha adquirido a informagao genética necessaria para romper a
barreira filogenética das espécies, induzindo assim sua transmissao permanente nos
carnivoros e definindo o género viral como o conhecemos atualmente (BADRANE;
TORDO, 2001; DING et al., 2017; MARSTON et al., 2018).

Apesar da raiva ser a patologia mais pesquisada entre as infecgdes virais dos
quirépteros (KUZMIN et al., 2011), apenas em 1911 o RABV foi associado aos
morcegos, durante um surto de raiva que devastou criagdes com 4 mil bovinos e 1 mil
equinos no estado de Santa Catarina, Sul do Brasil, em que o médico italiano Antonio
Carini observou os herbivoros com sintomas da doenga apds terem contato prévio
com morcegos hematéfagos e confirmou o diagndéstico em laboratério (CARINI, 1911;
MORATELLI; CALISHER, 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho pretende contribuir com dados

filogenéticos e coevolutivos entre RABV e a ordem Chiroptera, comparando padroes



25

de evolugao do virus associados a adaptacdao desses hospedeiros. Para tanto, o
estudo foi dividido em dois capitulos, o primeiro aborda a filogenia da ordem
Chiroptera com base no gene citocromo oxidase subunidade | (gene COIl) e o
segundo, analisa a adaptagado do RABV aos individuos dessa ordem, sob o ponto de

vista do uso de codons.
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CAPITULO I: Estudo filogenético dos quirépteros baseado no gene citocromo
oxidase subunidade | (COI)

2 INTRODUGCAO

A filogenia é capaz de estimar a historia evolutiva de uma espécie ou de
diferentes grupos, inferindo a hipotese de relacionamento evolutivo entre os
individuos. A analise filogenética permite descrever o provavel caminho evolutivo
percorrido por um patégeno e seus hospedeiros, possibilitando representar
graficamente essa hipotese evolutiva em uma arvore filogenética (CALDART et al.,
2016).

Andlises filogenéticas baseadas em genes mitocondriais s&o uteis para
entender a relacdo entre grupos distintos, calcular distancias genéticas entre as
espécies, inferir parentesco e estimar padrées de migragdo. Essas caracteristicas
tornam o DNA mitocondrial (mtDNA) uma ferramenta confiavel e amplamente utilizada
para estudos filogenéticos e evolutivos (AVISE et al., 1987; ROSA; PAIVA, 2009;
DORIC; BILELA, 2014; RAHMAN et al., 2016).

O mtDNA possui um cdédigo genético unico, com heranga uniparental e
exclusivamente materna, apresenta baixas taxas de recombinacao e altas taxas de
mutacao, em torno de 4 vezes mais em comparacgao as taxas mutacionais do DNA
nuclear (ROSA; PAIVA, 2009; RAHMAN et al., 2016). Mamiferos possuem mtDNA
extranuclear, em formato circular e de fita dupla, com tamanho aproximado de 16 kb,
formado por 37 genes, sendo: 13 codificadores de proteinas, 22 de RNA transportador
e 2 de RNA ribossémico, além da regido D-loop nao codificante (figuras 1A e 1B), com
diferencas entre as espécies (MEGANATHAN et al., 2012; DORIC; BILELA, 2014;
YOON; PARK, 2015; WAGNER et al., 2022).

Segundo Rosa e Paiva (2009) e Carnieli Jr et al. (2016), os genes mitocondriais
mais utilizados para a identificacdo de espécies e em estudos evolutivos, s&o o gene
citocromo oxidase subunidade | (COIl) e o gene do citocromo B (cytB). Entre os 13
genes mitocondriais codificadores de proteinas, o gene COIl esta localizado entre as
posicoes 5349 e 6893 do genoma, com tamanho de 1545 pb (JIANG et al., 2016;
RAHMAN et al., 2016) e se destaca pela elevada incidéncia de substituicdo de
nucleotideos na 32 posicdo do codon, aumentando sua taxa de evolugdo molecular

em até 3 vezes em comparagado com os demais genes mitocondriais (HEBERT et al.,
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2003). Essa caracteristica evolutiva do gene COI possibilita seu uso para distinguir
filogeneticamente espécies préoximas e diferenciar grupos filogeograficos dentro da
mesma espécie, tornando-o um eficiente método de identificacdo (RATNASINGHAM,;
HEBERT, 2007; ROSA; PAIVA, 2009; CLARE et al., 2011; SCHLOTTAU et al., 2020).

Figura 1 - célula animal e DNA mitocondrial
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Fonte: (A) modificada de <https:/emoss-illustration.com/scientific-illustration>, acesso em agosto/2022;
(B) modificada de WAGNER et al. (2022).

Nota: Figura 1A esquematiza uma célula animal e algumas de suas estruturas, destacando o DNA
nuclear e o DNA mitocondrial, entre outras. Figura 1B ilustra o mtDNA e sua composi¢céo de genes.

Hebert et al. (2003) e Rosa e Paiva (2009) relatam que o COI se caracteriza
como uma sequéncia padrao de identificacdo espécie-especifica, sendo considerado
um cédigo de barras do DNA (DNA barcoding), e, com esse intuito, € amplamente
utilizado para identificagdo precisa de espécies, em qualquer estagio de vida, sendo
eficientemente usado para diferenciar e classificar espécies de morcegos (CLARE et
al., 2007; CLARE, 2011; SCHLOTTAU et al., 2020; MOTA et al., 2022).

ApOs elencadas essas caracteristicas, o gene COI foi selecionado como alvo

para realizacao deste estudo.
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3 HIPOTESE

A filogenia molecular de quiropteros pode prover a acurada distingdo entre
espécies de morcegos necessaria para estudos visando o entendimento da

coevolugao do virus da raiva (RABV) com diferentes espécies.

4 OBJETIVOS

4.1 Comparar a taxonomia morfolégica de quirdpteros e identificacdo
molecular, baseada em sequéncias parciais do gene COl;

4.2 Identificar a diversidade genética entre os individuos de mesma espécie;

4.3 Inferir e avaliar as relagdes filogenéticas entre algumas das espécies de

quirdpteros circulantes no Estado de Sao Paulo.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAS DE QUIROPTEROS

Por instrumento dos quirdpteros recebidos para realizagdo do diagnostico de
raiva no Laboratério de Diagnodstico de Zoonoses e Doengas Transmitidas por
Vetores, da Divisao de Vigilancia de Zoonoses - Coordenacgao de Vigilancia em Saude
da Secretaria Municipal de Saude de Sao Paulo (LabZoo/DVZ/COVISA/SMS-SP),
como parte do programa de vigildncia passiva da raiva, foram geradas sequéncias
parciais do gene COl, a partir da extracdo de DNA total do SNC desses animais.

A eleicado dos individuos, a diversidade e o quantitativo de espécies utilizadas
neste trabalho, foram determinadas de acordo com os quirépteros recebidos para
realizacado do diagnostico de raiva no LabZoo/DVZ, de janeiro/2020 a dezembro/2021
e identificados pelo Laboratorio de Fauna Sinantrépica - Quirépteros (LabFauna/DVZ),
conforme critérios de Vizotto e Taddei (1973) e Gardner (2007).
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5.1.1 Extragao do DNA total

Ap0s a retirada do SNC dos quirdpteros, em torno de 0,06 g do tecido foram
depositadas em microtubo de 1,5 mL livre de RNAses e DNAses, armazenado sob a
temperatura de -70 °C até o momento da extracao do DNA total, que foi realizada com
o kit DNeasy Blood and Tissue® (Qiagen, Germantown, MD, USA), seguindo as
instrucdes do fabricante. Apds o término da extragdo, as amostras de DNA extraido
permaneceram sob a temperatura de -70 °C até a realizagdo da reagdo em cadeia da

polimerase (PCR).

5.1.2 Amplificagao do gene COI

Todas as amostras de DNA extraido foram submetidas a reacdo de PCR para

amplificagdo do gene COl, utilizando o par de primers descrito por Folmer et al. (1994),

indicados no quadro 1.

Quadro 1 - Primers utilizados na PCR para amplificagéo do gene COI

primer sentido sequéncia alvo posi¢cao*

LCO1490 senso 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3  gene COI 1-22
HCO2198 anti-senso 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3 gene COl  706-681

Fonte: BARONE (2022).
Nota: *posicao dos nucleotideos em relagdo a sequéncia de Mus musculus domesticus (FJ527884)
do GenBank <http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank>.

Para uma reacao com volume final de 25 uL, foram utilizados 0,5U de
Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA),
High Fidelity Buffer 10 x (600 mM Tris-SO4 pH 8,9 e 180 mM de (NH4)2S0O4), 200 uM
de dNTP’s, 2 mM de MgSO4, 0,4 uM de cada primer e 2,5 yL do DNA extraido,
gerando um amplicon de 658 pb. Agua tratada com Dietil Pirocarbonato (4gua DEPC)
foi utilizada como controle negativo da reagcdo. Os parametros de ciclagem foram
definidos de acordo com Hebert et al. (2003), com adaptagdes: 1 ciclo inicial de 94 °C
durante 1 minuto, seguido de 5 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 45 °C por 30
segundos e 68 °C por 1 minuto, logo apds, foram realizados 35 ciclos de 94 °C durante

15 segundos, 50 °C por 30 segundos e 68 °C por 1 minuto, finalizando com ciclo unico
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de 68 °C durante 5 minutos. Apds finalizada a PCR do gene COl, os amplicons foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose na concentragao de 1,5 %, preparado
em tampao TAE 1 x (Tris Acetato Etilenodiamino Tetra-Acético) e corado com Sybr®
Safe (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA). Cada amostra foi acrescida de BlueJuice®
Gel Loading Buffer (Invitrogen™) antes de ser aplicada ao gel, utilizando o marcador

de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Invitrogen™) em todas as corridas realizadas.

5.1.3 Purificacao e reacao de sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados pelo método enzimatico, utilizando
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher), seguindo as
orientagcdes do fabricante. A reagdo de sequenciamento foi realizada com BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Thermo Fisher) e a precipitagao teve por base
o protocolo etanol/EDTA, conforme instrucdbes do mesmo fabricante. Por fim, os
produtos foram submetidos ao sequenciamento de Sanger bidirecional (SANGER;
NICKLEN; COULSON, 1977), utilizando o sequenciador automatico ABI-3500
(Applied Biosystems™ Foster City, CA, USA), de acordo com as orientagbes do

fabricante.
5.1.4 Edicao e analise das sequéncias
A fim de avaliar a qualidade das bases geradas durante o sequenciamento, foi

utilizado o software DNA Dragon v.1.9.1 <https://dna-dragon.com/> (HEPPERLE,

2011), que possibilitou analisar os eletroferogramas e gerar as sequéncias consenso,

além de proceder a traducao dos nucleotideos em aminoacidos.

O alinhamento foi realizado com o software BioEdit Sequence Alignment Editor
v.7.0.3 (HALL, 1999), aplicando o algoritmo ClustalW Multiple Alignment, em que
todas as sequéncias geradas foram alinhadas e analisadas comparativamente com a
sequéncia de camundongo (Mus musculus - JF459217), assumida como padrao. Para
grupo externo, foi escolhida a sequéncia do ourigo-orelhudo (Hemiechinus auritus -
KX859285), devido a proximidade das ordens Eulipotyphla e Chiroptera (ONUMA et
al., 2000; MURPHY et al., 2001).

Ao término do alinhamento, cada sequéncia parcial do gene COI gerada foi

submetida ao sistema de identificagdo Barcode of Life Data System (BOLDSystems)
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<http://boldsystems.org/>, por meio da ferramenta /dentification Engine (IDS), para
validacao taxon6mica ao nivel de espécie (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

5.1.5 Filogenia baseada em gene COI

Com o propésito de reconstruir a filogenia para as sequéncias parciais geradas
no presente estudo, 49 sequéncias parciais do gene COI de quirépteros, disponiveis
no GenBank foram utilizadas como referéncia (apéndice A). O critério de escolha das
referéncias foi baseado nas espécies sequenciadas neste trabalho.

As relacgbes filogenéticas entre os individuos foram estimadas por Maxima
Verossimilhanga (ML - Maximum Likelihood) e de acordo com o modelo de
substituicdo nucleotidica selecionado pelo aplicativo JModelTest (DARRIBA et al.,
2012), conforme o Critério de Informacado de Akaike (AIC). A busca heuristica foi
realizada por Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) e a confiabilidade dos ramos foi
avaliada empregando 1000 repeticbes de bootstrap, por intermédio do software
PAUP* 4.1b (SWOFFORD, 2002). Para edi¢cé&o e anotagao das arvores filogenéticas,
foi empregada a ferramenta online iTOL - |Interactive Tree Of Life
<https://itol.embl.de/> (LETUNIC; BORK, 2021).

5.1.6 Estrutura populacional

A distancia genética entre as sequéncias foi calculada par-a-par, considerando
a substituicdo de nucleotideos, com o software MEGA X (KUMAR et al., 2018b),
utilizando o método de Kimura 2-parametros (K2P).

Com a finalidade de complementar e sustentar a filogenia (VERLI, 2014), foi
aplicada a ferramenta DNA Sequence Polymorphism (DnaSP) v.6 (ROZAS et al.,
2017), para calcular os indices de diversidade entre as sequéncias geradas no estudo.

Para explorar as relagbes genéticas entre os individuos analisados, foram
construidas as redes de haplotipos, com o software Network v.10.2.0.0 (BANDELT;
FORSTER; ROHL, 1999), baseadas em Median-Joining (MJ).

A partir do endereco de recolhimento dos espécimes, foram obtidos os dados
de latitude e longitude de cada um dos individuos, a fim de mapear a distribuigdo e
concentragdo dos morcegos em estudo. Para calcular a disténcia geografica (em km)

entre os individuos, foi aplicada a férmula de Haversine (PRASETYA et al., 2020).
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6 RESULTADOS

6.1 IDENTIFICACAO GENETICA

Foram utilizados 384 quirdpteros no estudo, provenientes de 24 municipios do
Estado de S&o Paulo, a saber: Aguas de Santa Barbara, Aguas de S&o Pedro,
Americana, Aragatuba, Barueri, Cabreuva, Campinas, Caraguatatuba, Cotia,
Guarulhos, Itu, Jandira, Jundiai, Mairipord, Mogi das Cruzes, Osasco, Piracicaba,
Presidente Prudente, Saltinho, Sao José do Rio Preto, Sdo José dos Campos, Sao
Paulo, Sorocaba e Valinhos. A distribuicdo e concentragdo dos individuos por
localidade de origem esta representada no mapa parcial do Estado de Sdo Paulo,
ilustrado na figura 2.

Figura 2 - Mapa do Estado de Sao Paulo
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: o mapa ilustra a distribuicdo e concentragdo dos quirdpteros utilizados no estudo. Locais em
azul/verde indicam menor concentracdo de individuos - quanto maior a concentragdo, mais
laranja/vermelho se apresenta o local no mapa.
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A coleta do SNC dos quirdpteros, seguida da extracdo do DNA total,
amplificagcdo e sequenciamento parcial do gene COIl procedeu conforme descrito
anteriormente. Apds alinhamento e analise das sequéncias, cada uma delas foi
submetida ao sistema BOLD de identificacdo e os resultados obtidos com o score de

compatibilidade estdo apresentados na tabela 1 a seguir.

Tabela 1 - Score de compatibilidade BOLD das sequéncias COIl geradas

identificacao score BOLD
familia espécie n° de maximo minimo
P individuos

Cynomops planirostris 20 100% 99,54%

Eumops auripendulus 8 100% 98,92%

Eumops glaucinus 20 100% 100%

Eumops perotis 19 97,48% 97,01%

Molossops neglectus 3 100% 99,83%

Molossidae Molossus molossus 20 100% 99,28%
Molossus rufus 20 100% 98,77%

Nyctinomops laticaudatus 16 99,84% 98,88%

Nyctinomops macrotis 20 98,07% 97,72%

Promops nasutus 18 99,82% 98,92%

Tadarida brasiliensis 20 100% 99,54%

Artibeus fimbriatus 10 100% 99,8%

Artibeus lituratus 20 100% 99,85%

Artibeus planirostris 11 100% 99,83%

Carollia perspicillata 20 100% 99,45%

Phyllostomidae Glossophaga soricina 20 100% 99,34%
Micronycteris microtis 2 99,39% 99,39%

Phyllostomus discolor 10 100% 99,85%

Platyrrhinus lineatus 20 100% 99,35%

Sturnira lilium 20 100% 99,5%

Eptesicus furinalis 16 99,81% 99,39%

Lasiurus blossevillii 5 100% 98,93%

o Lasiurus cinereus 2 99,51% 98,53%

Vespertilionidae .

Myotis albescens 16 99,08% 98,92%

Myotis nigricans 8 99,83% 98,00%

Myotis sp. 20 100% 99,69%

Fonte: BARONE (2022).
Nota: score de compatibilidade entre as sequéncias COI geradas e as sequéncias consulta do banco
de dados BOLD, de acordo com a espécie.

Da diversidade de 26 espécies aqui analisadas, 17 apresentaram ao menos um

dos individuos com 100% de score de compatibilidade em relagdo as sequéncias de
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referéncia do BOLD. Em Eumops glaucinus, os 20 individuos analisados obtiveram o
valor maximo, sem variagdes. Apesar disso, Molossidae foi a familia que contemplou
as espécies de menor score: Eumops perotis em que os 20 individuos obtiveram valor
<98% de compatibilidade e Nyctinomops macrotis revelou 11 individuos <98%.

Os 20 individuos classificados geneticamente como Mpyotis sp., foram
identificados taxonomicamente por Myotis nigricans, mas a identificagao via sistema
BOLD indicou um score de 100% de identidade com um exemplar Myotis sp. (acesso
GenBank OK413003), tendo por origem o municipio de Campinas-SP. A partir dessa
informacéao, esses 20 individuos foram segregados e classificados como Myotis sp.
Essa questao sera abordada e discutida posteriormente.

As 384 sequéncias de gene COIl geradas no estudo foram depositadas no
banco de dados GenBank e encontram-se disponiveis para consulta no site do NCBI

— National Center for Biotechnology Information (https://ncbi.nlm.nih.gov/). Nos

apéndices B, C e D, é possivel visualizar a classificagdo molecular das espécies, o
municipio de origem do animal e o numero de acesso de todos os individuos aqui

analisados.

6.2 ANALISE FILOGENETICA

Em posse das sequéncias geradas e das utilizadas como banco de referéncia
do GenBank, foi possivel construir uma arvore de inferéncia filogenética para cada
familia de quirdpteros aqui analisada, apresentadas nas figuras 3 (Molossidae), 4
(Phyllostomidae) e 5 (Vespertilionidae).

O modelo evolutivo de substituigdo de nucleotideos indicado pelo aplicativo
JModelTest, segundo o Critério de Informac&o de Akaike (AIC), foi o General Time-
Reversible incorporado com o parametro de distribuicdo gama e proporgéo de sitios
invariaveis (GTR+1+G), onde Molossidae: 1= 0,5970 e G= 1,6410; Phyllostomidae: I=
0,5860 e G= 1,2120; Vespertilionidae: I= 0,5820 e G= 1,2380. Com a finalidade de
aplicar uma diregao temporal a analise, as trés arvores foram enraizadas na sequéncia
KX859285, utilizada como outgroup (Hemiechinus auritus).

Entre os Molossidae (figura 3), foi possivel observar a formagao de dois nés,
em que os ramos estdo segregados conforme género e espécie. No inicio da
representacao filogenética, nota-se o outgroup, onde esta localizada raiz da arvore,

em seguida esta o primeiro nd, composto apenas pelo pequeno grupo de Molossops
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neglectus, com as trés sequéncias geradas e as duas do GenBank utilizadas como
referéncia. A seguir, estd o segundo nd, com todos os outros géneros da familia
Molossidae, divididos em cinco ramos. O primeiro ramo com o grupo Cynomops
planirostris, que comportou os 20 individuos da pesquisa e os dois do GenBank.
Tadarida brasiliensis aparece no segundo ramo, com as duas referéncias e os 20
individuos sequenciados. O ramo dos Nyctinomops aparece dividido em dois clusters
com os individuos das duas espécies (N. laticaudatus e N. macrotis) segregados de
acordo com sua classificagéo.

No grupo dos N. laticaudatus, além dos 16 individuos sequenciados e das duas
sequéncias referéncia da mesma espécie, esta inserida a sequéncia de N.
femorosaccus. No grupo dos N. macrotis, estao os 20 individuos e a unica referéncia
dessa espécie. O ramo seguinte, dos Eumops também foi formado por dois clusters,
em um deles aparecem os 20 individuos E. glaucinus sequenciados e as duas
espécies incluidas e, no outro, ocorre uma nova segregag¢ao, separando os oito
individuos E. auripendulus com as duas referéncias dos 19 E. perotis (sem sequéncias
referéncia).

Por fim, o ramo formado pelo maior niumero de espécies e individuos
Molossidae, com os géneros Promops e Molossus, subdividido em dois clusters, um
para os 18 individuos da espécie Promops nasutus e as duas referéncias (P. centralis
e P. davisoni) e o outro para os individuos 20 individuos e as duas sequéncias de M.
rufus e M. molossus.

Os valores de bootstrap do grupo Molossidae variaram entre as espécies:
Cynomops planirostris (52-93), Eumops auripendulus (67-100), Eumops glaucinus
(57-99), Eumops perotis (54-100), Molossops neglectus (63-98), Molossus molossus
(51-90), Molossus rufus (51-96), Nyctinomops laticaudatus (59-96), Nyctinomops
macrotis (59-100), Promops nasutus (54-100) e Tadarida brasiliensis (59-100).
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Figura 3 - Arvore de inferéncia filogenética — Molossidae
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Fonte: BARONE (2022).
Nota: Arvore filogenética dos quirdpteros da familia Molossidae, baseada em gene COlI, utilizando a Maxima Verossimilhanga (ML), com 1000 repeticbes de
bootstrap e modelo evolutivo GTR+I+G, segundo Critério de Informagao Akaike (AIC). As sequéncias estao identificadas pelo nimero de acesso GenBank, em

preto estdo as sequéncias utilizadas como banco de dados e em colorido estdo as sequéncias geradas no estudo. A etiqueta de identificagdo e os ramos das

espécies estao diferenciados por cor, conforme legenda a direita da figura.
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Na figura 4, onde esta representada a arvore filogenética dos Phyllostomidae,
€ possivel reconhecer a formagao de sete nés, em que estdo segregados os ramos
conforme género e espécie. No inicio da representagédo, nota-se o outgroup, onde a
arvore foi enraizada, em seguida esta a dupla de Micronycteris microtis e suas
referéncias do mesmo género (M. megalotis), devido auséncia de sequéncia
disponivel da mesma espécie. Apds, encontra-se o né com dez Phyllostomus discolor
e sua dupla de referéncia. Em seguida, estdo os nos dos 20 individuos Carollia
perspicillata, 20 Sturnira lilium, 20 Platyrrhinus lineatus e 20 Glossophaga soricina,
todos os nds com suas duas respectivas sequéncias de referéncia. Por fim, esta o
maior e mais numeroso n6é dos Phyllostomidae, composto pelo género Artibeus e
subdividido em dois ramos, um deles para os dez A. fimbriatus e sua dupla de
referéncia e o outro com uma nova segregagao, sendo um dos clusters para A.
planirostris e o outro para A. lituratus, formado por 10 e 20 individuos,
respectivamente, além das suas sequéncias de referéncia GenBank.

Os valores de bootstrap entre os Phyllostomidae variaram conforme a espécie,
sendo: Artibeus fimbriatus e A. lituratus (52-94), Artibeus planirostris (66-95), Carollia
perspicillata (60-97), Glossophaga soricina (52-99), Micronycteris microtis (86),
Phyllostomus discolor (61-99), Platyrrhinus lineatus (58-99) e Sturnira lilium (64-93).



Figura 4 - Arvore de inferéncia filogenética — Phyllostomidae
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Arvore filogenética dos quirépteros da familia Phyllostomidae, baseada em gene COlI, utilizando a Maxima Verossimilhanca (ML), com 1000 repeticdes
de bootstrap e modelo evolutivo GTR+I1+G, segundo Critério de Informacgao Akaike (AIC). As sequéncias estao identificadas pelo niumero de acesso GenBank,
em preto estdo as sequéncias utilizadas como banco de dados e em colorido estdo as sequéncias geradas no estudo. A etiqueta de identificacdo e os ramos

das espécies estao diferenciados por cor, conforme legenda a direita da figura.



39

A figura 5 representa a arvore filogenética dos Vespertilionidae, formada por
trés nés, em referéncia aos trés géneros aqui analisados. A arvore tem inicio com o
outgroup, onde foi enraizada, em seguida esta o primeiro n6, composto pelo pequeno
grupo de dois individuos Lasiurus cinereus e sua dupla de sequéncias referéncia, logo
apos esta o no de Lasiurus blossevillii com os cinco individuos sequenciados e as
duas referéncias. O terceiro e ultimo n6 dos Vespertilionidae esta composto pelo maior
numero de individuos, o qual esta dividido em dois ramos, em um deles estdo os 16
individuos Eptesicus furinalis e as sequéncias de referéncia, no outro é possivel notar
a presenca de quatro clusters, sendo o primeiro deles formado apenas pelas duas
sequéncias referéncia de Mpyotis nigricans do GenBank. O segundo cluster esta
formado pelos oito individuos Myotis nigricans sequenciados neste estudo. O terceiro
cluster abriga os 16 Myotis albescens e sua dupla de referéncia e, por fim, o ultimo
grupo, onde estao presentes os 20 individuos identificados por Myotis sp. e a Unica
sequéncia de referéncia disponivel do GenBank.

Os valores de bootstrap entre os Vespertilionidae foram: Eptesicus furinalis (60-
100), Lasiurus blossevillii (57-86), Lasiurus cinereus (56-96), Myotis albescens (68-
99), Myotis nigricans (73-99) e Myotis sp. (62-100).
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Figura 5 - Arvore de inferéncia filogenética — Vespertilionidae
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Fonte: BARONE (2022).
Nota: Arvore filogenética dos quirdpteros da familia Vespertilionidae, baseada em gene COlI, utilizando a Maxima Verossimilhanga (ML), com 1000 repeticbes

de bootstrap e modelo evolutivo GTR+1+G, segundo Critério de Informacao Akaike (AIC). As sequéncias estao identificadas pelo niumero de acesso GenBank,
em preto estdo as sequéncias utilizadas como banco de dados e em colorido estdo as sequéncias geradas no estudo. A etiqueta de identificacdo e os ramos

das espécies estao diferenciados por cor, conforme legenda a direita da figura.
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6.3 DIVERSIDADE MOLECULAR DAS ESPECIES

A estimativa de divergéncia par a par (%), entre as sequéncias COIl dos
individuos de mesma espécie, foi calculada com suporte do software MEGA X,
utilizando o modelo de Kimura-2-parametros (K2P) e envolveu o numero de
substituicbes na 12, 22 e 32 posi¢cdes dos codons. Os valores encontrados estao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Divergéncia de nucleotideos, por Kimura-2-parametros

identificagao divergéncia de nucleotideos
familia espécie e o min.(%) méd.(%) méx. (%)

Cynomops planirostris 20 0 0,55 0,92

Eumops auripendulus 8 0 0,57 1,23

Eumops glaucinus 20 0 0,15 0,31

Eumops perotis 19 0 0,23 0,77

Molossops neglectus 3 0 0,10 0,15

Molossidae Molossus molossus 20 0 1,13 2,50

Molossus rufus 20 0 1,43 2,33

Nyctinomops laticaudatus 16 0 0,82 1,54

Nyctinomops macrotis 20 0 0,20 0,61

Promops nasutus 18 0 0,39 0,92

Tadarida brasiliensis 20 0 0,25 0,77

Artibeus fimbriatus 10 0 0,74 1,55

Artibeus lituratus 20 0 0,72 1,55

Artibeus planirostris 11 0 1,23 2,17

Carollia perspicillata 20 0 0,67 2,34

Phyllostomidae Glossophaga soricina 20 0 0,76 1,70
Micronycteris microtis 2 0 0 0

Phyllostomus discolor 10 0 0,12 0,31

Platyrrhinus lineatus 20 0 0,43 0,92

Sturnira lilium 20 0 0,38 1,08

Eptesicus furinalis 16 0 0,69 2,17

Lasiurus blossevillii 5 0 1,57 3,62

Vespertilionidae Lasiu.rus cinereus 2 1,39 1,39 1,39

Myotis albescens 16 0 0,12 0,31

Myotis nigricans 8 0 1,70 3,14

Myotis sp. 20 0 0,10 0,46

Fonte: BARONE (2022).
Nota: valores em % de minima, média e maxima divergéncia nucleotidica par-a-par entre as sequéncias
COl geradas. A comparacao foi entre os individuos de mesma espécie.
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Com excecgao de Lasiurus cinereus, representada por apenas dois individuos,
todas as outras espécies apresentaram ao menos um par de individuos com 0% de
divergéncia nucleotidica, ou seja, sequéncias de gene COI idénticas entre individuos
distintos, independente do seu local de origem. Micronycteris microtis apresentou 0%
de divergéncia, tendo em vista que o pequeno grupo era formado por apenas dois
individuos, ambos com sequéncia COl idénticas. Vespertilionidae foi a familia com os
indices mais elevados de divergéncia nucleotidica entre suas espécies, onde a meédia
variou entre 0,10% em Myotis sp. e 1,70% em Myotis nigricans. A maior divergéncia
genética foi para a espécie Lasiurus blossevillii, alcangando 3,62% de maxima entre
seu grupo de apenas cinco individuos.

A observacdo de sequéncias idénticas entre individuos de locais distintos
despertou o interesse em mapear todos os quirdpteros utilizados na pesquisa; para
isso, foram utilizados os dados de latitude e longitude referente ao ponto de
recolhimento/coleta de cada animal e aplicada a formula de Haversine, para calcular
a distancia, em quilémetros, entre cada individuo analisado. O programa DnaSP foi
utilizado para quantificar os paradmetros de diversidade genética das sequéncias COI
geradas no estudo, calculando: numero de haplétipos (h), nUmero de sitios variaveis
(s), diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (1r) com desvio padrao (SD). A tabela

3 mostra os indices calculados por espécie.

Tabela 3 - Parametros de diversidade entre as sequéncias COI geradas

espécie n h s Hd (xSD) m (xSD)
Cynomops planirostris 20 12 14 0,926 (£0,041) 0,0055 (+0,00040)
Eumops auripendulus 8 7 10 0,964 (x0,077) 0,0057  (x0,00140)
Eumops glaucinus 20 3 2 0,616 (£0,077) 0,0015  (+0,00018)
Eumops perotis 19 6 5 0,596 (2£0,122) 0,0019  (x0,00055)
Molossops neglectus 3 2 1 0,667 (x0,314) 0,0010  (x0,00048)
Molossus molossus 20 12 26 0,937 (20,033) 0,0112  (x0,00140)
Molossus rufus 20 14 35 0,963 (£0,026) 0,0141  (+0,00089)
Nyctinomops laticaudatus 16 13 23 0,975 (20,029) 0,0081 (x0,00076)
Nyctinomops macrotis 20 3 4 0,595 (£0,073) 0,0020  (+0,00035)
Promops nasutus 18 8 8 0,830 (20,073) 0,0038 (+0,00045)
Tadarida brasiliensis 20 6 8 0,684 (£0,103) 0,0025 (+0,00057)
média Molossidae - - - 0,796 - 0,0052 -
Artibeus fimbriatus 10 6 15 0,889 (£0,075) 0,0073  (+0,00148)
Artibeus lituratus 20 16 28 0,979 (£0,021) 0,0071  (+0,00073)
Artibeus planirostris 11 10 21 0,982 (£0,046) 0,0121  (+0,00149)
Carollia perspicillata 20 14 25 0,953 (20,033) 0,0067  (x£0,00153)
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Glossophaga soricina 20 11 20 0,874 (£0,064) 0,0075  (x0,00103)
Phyllostomus discolor 10 4 3 0,644 (x0,152) 0,0012  (x0,00035)
Platyrrhinus lineatus 20 8 10 0,784 (x0,084) 0,0043  (+0,00061)
Sturnira lilium 20 14 17 0,937 (£0,043) 0,0038  (+0,00059)
media Phyllostomidae - - - 0,880 - 0,0062 -
Eptesicus furinalis 16 8 16 0,808 (x0,093) 0,0068  (+0,00206)
Lasiurus blossevillii 5 4 24 0,900 (x0,161) 0,0152  (+0,00735)
Myotis albescens 16 5 4 0,650 (x0,108) 0,0012  (+0,00027)
Myotis nigricans 8 5 24 0,786 (x0,151) 0,0165 (x0,00378)
Myotis sp. 20 5 5 0,505 (£0,126) 0,0010  (+0,00033)
média Vespertilionidae - - - 0,730 - 0,0082 -
média global - - - 0,810 - 0,0062 -

Fonte: BARONE (2022).

Nota: pardmetros de diversidade molecular entre as sequéncias COI geradas no estudo, calculadas
pelo Programa DnaSP, onde: n=numero de individuos, h=nimero de haplétipos, s=sitios variaveis,
Hd=diversidade haplotipica, r=diversidade nucleotidica, SD=desvio padrio. A linha dupla delimita as
espécies de cada familia analisada (Molossidae, Phyllostomidae e Vespertilionidae).

A avaliagdo dos parametros da diversidade genética entre as sequéncias COI
foi realizada em 24 espécies, sendo necessario excluir duas espécies (Micronycteris
microtis e Lasiurus cinereus), devido ao baixo numero de individuos, o que
impossibilita a analise do software. Portanto, apenas espécies com trés ou mais
individuos foram avaliadas aqui.

Do total de 380 individuos avaliados, foram identificados 196 haplétipos
distintos, indicando alta diversidade média global de haplétipos (Hd=0,810), com
valores variando entre 0,505 e 0,982, dependendo da espécie. Em Molossidae,
Cynomops planirostris, Eumops auripendulus, Molossus molossus, M. rufus e
Nyctinomops laticaudatus apresentaram alto indice de diversidade nucleotidica,
variando entre 1=0,0055 e 0,0141. Os demais do grupo (Eumops glaucinus, E. perotis,
Molossops neglectus, Nyctinomops macrotis, Promops nasutus e Tadarida
brasiliensis) apresentaram baixa diversidade de nucleotideos, com variagao m=0,0010
a 0,0038.

Entre os Phyllostomidae, Artibeus fimbriatus, A. lituratus, A. planirostris, Carollia
perspicillata e Glossophaga soricina tiveram alta diversidade nucleotidica, variando de
1m=0,0067 a 0,0121, enquanto Phyllostomus discolor, Platyrrhinus lineatus e Sturnira
lilium, ficaram com baixa (11=0,0012 a 0,0043). Artibeus planirostris e A. lituratus se
destacaram por apresentar os maiores valores de diversidade haplotipica (Hd=0,982

e 0,979, respectivamente) entre todas as espécies. Vespertilionidae apresentou as
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maiores taxas de diversidade nucleotidica, entre m=0,0068 e 0,0165 para Eptesicus
furinalis, Lasiurus blossevilli e Myotis nigricans, além de maior diversidade
nucleotidica para Myotis nigricans e Lasiurus blossevillii (11=0,0165 e 0,0152,
respectivamente).

Vespertilionidae também apresentou as menores taxas de diversidade
nucleotidica para Myotis sp. e Myotis albescens (11=0,0010 e 0,0012), sendo que
Myotis sp. também foi a espécie com menor indice de diversidade haplotipica
(Hd=0,505) entre todas as analisadas. Para os sitios variaveis, Molossus rufus
apresentou o maior indice (s=35) entre as sequéncias dos seus individuos e
Molossops neglectus foi a espécie com variagao de apenas 1 sitio (s=1) entre seus 3
individuos.

Dos 196 haplotipos encontrados, 126 foram representados por uma unica
sequéncia (singleton), ou seja, 64,3% dos haplétipos foram constituidos por apenas
um individuo, 42 haplétipos foram compartilhados entre dois individuos (21,4%) e 28
haplétipos (14,3%) compartilhados por trés ou mais individuos. N&o houve
compartilhamento de haplétipos por individuos de diferentes espécies.

Para a construcao da rede de haplétipos, a fim de ampliar a analise, além das
sequéncias COI geradas, também foram incluidas as sequéncias COIl do GenBank,
utilizadas aqui como banco de dados. As redes foram geradas pelo programa Network
e estdo apresentadas nas figuras 6 a 21, de acordo com o0 género dos quiropteros.

Para a populagdo de 22 Cynomops planirostris, foram encontrados treze
haplétipos (figura 6). Destes, destaque para o haplétipo Cyn2 com seis individuos de
localidades variando entre 15,2 e 88,2 km de distancia entre si, incluindo a sequéncia
referéncia OK493382 do GenBank, com origem em Jarinu-SP, enquanto a referéncia
da Guiana ficou em haploétipo isolado, como também foi possivel notar na filogenia
(figura 3), em que a sequéncia referéncia EFO080319 aparece em ramo anexo aos

demais.
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Figura 6 - Rede de haplétipos — Cynomops (Cyn)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado nimero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas sédo os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

Entre os 51 Eumops, foram encontrados 18 haplétipos (figura 7). A rede foi
composta pelas trés espécies, com variacdo em sua constituicao e na distancia entre
os individuos. E. auripendulus, apesar de ser o0 grupo com menor numero de
individuos, chama a atenc¢ado para o haplétipo Eum6, formado por um individuo do
municipio de Itu e outro proveniente do GenBank (JF454657), coletado no ano de
1994 na Guiana, com 3.318,9 km de distancia entre eles, a outra sequéncia GenBank
(Equador) ficou em haplétipo distante por um vetor médio e poucos passos
mutacionais.

O grupo de E. glaucinus foi composto basicamente por trés haplétipos com
numero de individuos variando entre quatro e onze, com distancia entre 0,3 e 166,4
km, incluindo uma das sequéncias referéncia (Brasil) no Eum10, além do singleton
com a outra sequéncia GenBank, também do Brasil. E. perotis, em sua maioria 0s
individuos dividiram o haplétipo Eum11, composto por 12 individuos, de cinco
municipios, variando entre 59,5 e 277,7 km entre si e sem sequéncia de referéncia

disponivel.
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Figura 7 - Rede de haplétipos — Eumops (Eum)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado nimero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

O pequeno grupo de Molossops neglectus formou apenas trés haplétipos
(figura 8), o minimo necessario para construgao da rede de haplotipos. Os individuos
sequenciados no estudo segregaram em dois haplétipos de Sdo Paulo, um deles
singleton e o outro composto por dois individuos, com 29,7 km de distancia geografica
entre eles, enquanto as sequéncias referéncia da Guiana formaram o terceiro e ultimo
haplétipo do grupo, distante por varios passos mutacionais, assim como ja ilustrado
na filogenia (figura 3), mostrando as sequéncias referéncia em ramo terminal

separado das demais.

Figura 8 - Rede de haplétipos — Molossops (Mps)
2

| i 5 [ 540 Paulo
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplétipos singletons nao receberam essa identificagdo. A linha conectando os
haplétipos indicam apenas 1 passo mutacional entre eles. O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado
numero de passos mutacionais entre os haplétipos.
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Em 44 individuos Molossus analisados, 30 haplétipos foram encontrados (figura
9), sendo 14 para M. molossus e 16 para M. rufus, variando entre um e quatro
individuos por haplotipo e distanciando geograficamente de 4,8 a 395,3 km por
haplétipo compartilhado. O clado de M. molossus segregou em dois subgrupos, como
mostrou a filogenia (figura 3) anteriormente, um deles formado por Mol2, Mol9, trés
singletons (Aguas de S&o Pedro, Piracicaba e Saltinho) e as referéncias (Equador e
Guiana), o outro por Mol3, Mol4, Mol10 e trés singletons (dois de Piracicaba, um de
S&o Paulo). As referéncias de M. rufus (Guiana e Suriname) também agruparam com
as demais do grupo, que apesar de permanecerem em haplétipos diferentes, estéo

distantes por poucos passos mutacionais, assim como M. molossus.

Figura 9 - Rede de haplétipos — Molossus (Mol)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios
(mv) gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

A rede a seguir agrupou os 40 individuos Nyctinomops, composto por 19

haplétipos (figura 10). Em N. macrotis, a maioria dos individuos teve origem em Sao
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Paulo e em curtas distancias entre si, mas o haplétipo Nyc16 apresentou a maior
distancia geografica do grupo, com 429,2 km entre um individuo de Sao Paulo e outro
de S&o José do Rio Preto, ja a unica sequéncia referéncia (Guiana) segregou em
haplétipo no mesmo clado, mas com certa distancia mutacional. Os N. laticaudatus
formaram haplétipos com no maximo dois individuos e distanciaram de 87,3 a 131,5
km entre si, além do haplétipo compartilhado pelas duas amostras referéncia (México)

e do singleton de N. femorosaccus, também do México.

Figura 10 - Rede de haplétipos — Nyctinomops (Nyc)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os niumeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado nimero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

Dos 20 individuos Promops analisados, dez haplétipos foram encontrados
(figura 11), sendo oito deles com as amostras sequenciadas de Promops nasutus e
dois com as sequéncias GenBank de outros individuos do género Promops (devido

indisponibilidade de sequéncias da mesma espécie em estudo), do México e Peru,
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variando de um a sete individuos por haplétipo e distanciando geograficamente de 0,4

a 162,3 km entre eles.

Figura 11 - Rede de haplétipos — Promops (Pro)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado nimero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

Tadarida brasiliensis contou com 22 individuos para a construcdo da rede
formada por oito haplétipos (figura 12), afastados por um ou no maximo dois passos
mutacionais, em sua maioria compostos por localidades unicas, com excecao de
Tad1, formado por 11 individuos de 3 municipios diferentes (Guarulhos, Osasco e S&o
Paulo), com distancias geograficas variando entre 1,4 e 44 km. Divergindo das duas
amostras de referéncia (Guatemala e México), que alocaram em clado separado e

distante do grupo em estudo, por inumeros passos mutacionais.

Figura 12 - Rede de haplétipos — Tadarida (Tad)
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Fonte: BARONE (2022).
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Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificacdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os niumeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘// indica que existe um elevado niumero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

Para o grupo de 47 Artibeus, 37 pequenos haplétipos foram encontrados,
formados por no maximo trés individuos cada (figura 13). A. fimbriatus foi o clado mais
distante dos outros do grupo, em conformidade com a filogenia (figura 4) onde A.
fimbriatus aparece em ramo distinto de A. lituratus e A. planirostris, apresentou a
maioria dos individuos localizados em S&o Paulo. O haplétipo Art1 (OM924041 de
Campinas/OM920069 de S&o Paulo) e o singleton de S&o Paulo (OM920071)
aparecem em ramo diferente dos demais do grupo na filogenia (figura 4), assim como
se apresentam com um vetor médio os distanciando do restante dos A. fimbriatus. O
Art5 (OM921009 Presidente Prudente e amostra referéncia JF446311, de Galia-SP)
foi o haplotipo com maior disténcia geografica (177,4 km) entre individuos.

Figura 13 - Rede de haplétipos — Artibeus (Art)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado niumero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

Separado por varios passos mutacionais, esta o grupo de A. lituratus, o mais
numeroso, com 22 individuos dispostos em 14 singletons e quatro hapldétipos
compartilhado por dois individuos cada, se manteve em sua maioria entre Campinas
e Sao Paulo, com distancia geografica entre 34,7 e 106,8 km, divergindo das amostras
GenBank do Suriname e Guiana por apenas um passo mutacional.

Os A. planirostris, em sua quase totalidade em Presidente Prudente, com um
haplétipo singleton de Sao José do Rio Preto, além das duas amostras GenBank, da
Guiana e Venezuela.

Carollia perspicillata contou com 22 individuos, divididos em 16 haplétipos
(figura 14), constituidos por um a quatro individuos, separados por poucos passos
mutacionais e distanciando geograficamente de zero a 468,2 km entre si. Os
singletons de amostras referéncia (Nicaragua e México) distanciaram 1 ou 2 passos

mutacionais das demais sequéncias do estudo.

Figura 14 - Rede de haplétipos — Carollia (Car)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os niumeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). Os pontos pretos entre as linhas sdo os vetores médios
(mv) gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.
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Glossophaga soricina, também com 22 individuos, distribuidos em treze
haplétipos (figura 15), compostos por um a sete individuos, com distancia geografica
entre zero e 174,2 km. A amostra referéncia do Suriname ficou distante por apenas
um passo mutacional das amostras sequenciadas, ja a amostra de Guatemala
segregou por inumeros passos mutacionais, assim como exposto na representacao
filogenética de Phyllostomidae (figura 4), em que a sequéncia referéncia (JF446796)
aparece segregada em outro ramo, separada de todas as outras Glossophaga soricina

da analise.

Figura 15 - Rede de haplétipos — Glossophaga (Glo)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado nimero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

O pequeno grupo de Phyllostomus discolor, composto por 12 individuos e cinco
haplétipos (figura 16), indicou apenas um passo mutacional de distancia entre os
individuos sequenciados e trés passos entre os haplétipos das amostras em estudo e
do formado pelas amostras referéncia de El Salvador e Guatemala.

Figura 16 - Rede de haplétipos — Phyllostomus (Phy)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quiréptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1).

Os 22 individuos Platyrrhinus lineatus formaram oito haplétipos (figura 17), com
50% dos quirdpteros incluidos no Pla2, que se dividiu entre Sdo Paulo, Campinas e
as duas amostras referéncia GenBank de Galia-SP, com distancias variando de zero

a 351,7 km entre os individuos analisados.

Figura 17 - Rede de haplétipos — Platyrrhinus (Pla)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os niumeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1).

O grupo de 22 individuos Sturnira lilium, foi dividido em 16 hapldtipos (figura
18), variando de um a cinco individuos e distancia geografica entre zero e 97,4 km no
haplotipo Stu8. O que despertou atengao foram os 11 vetores médios, sequéncias
hipotéticas geradas pelo programa, para tornar possivel a conex&o entre os haplotipos
encontrados no estudo e os haplétipos formados pelas amostras GenBank do
Equador e do Suriname, mesmo apds 0s inumeros passos mutacionais que ja

Separavam 0S grupos.
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Figura 18 - Rede de haplétipos — Sturnira (Stu)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificacdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os nimeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘//’ indica que existe um elevado niumero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

A partir do resultado acima, foram utilizadas trés outras sequéncias disponiveis
de S. lilium, capturadas no estado do Parana-Brasil, em 2016 (EF546826, JF446386
e JF446389), em substituicdo as sequéncias referéncia do Equador e Suriname. O
que reduziu a taxa de divergéncia K2P para, no maximo de 1,07%, resultando numa
rede de haplotipos modificada (figura 19). Esse resultado sera discutido

posteriormente.

Figura 19 - Rede de haplétipos modificada — Sturnira (Stu)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os numeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). Os pontos pretos entre as linhas sdo os vetores médios
(mv) gerados pelo programa, para conectar os haplétipos encontrados.
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Os 18 individuos Eptesicus furinalis formaram dez haplétipos (figura 20) e os
sete individuos do Ept3 apresentaram variagdo de distédncias geograficas de 1,7 a
100,4 km entre si. A amostra referéncia GenBank do Suriname se apresentou mais
préoxima evolutivamente das sequéncias geradas que a de Belize, que ficou distante
por varios passos mutacionais. Assim como apresentado anteriormente na filogenia
(figura 5), onde é possivel ver que Ept2 (representado por OM978281 e OM978290)
e o singleton de Sao Paulo (OM978287) permaneceram em ramo terminal separado

dos demais Ept3 e Ept5.

Figura 20 - Rede de haplétipos — Eptesicus (Ept)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os nimeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘// indica que existe um elevado niumero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

O grupo de apenas sete individuos Lasiurus blossevillii formou seis haploétipos
(figura 21), sendo cinco singletons. O haplétipo de Sdo José do Rio Preto foi o mais
distante, em numeros de passos mutacionais, dos demais sequenciados, assim como
previamente ilustrado por OM978297 no ramo terminal da arvore filogenética (figura
5), além da necessidade de inclusdo de trés vetores médios para conecta-los, bem

como as duas sequéncias de referéncia GenBank (Panama e Guatemala).



56

Figura 21 - Rede de haplétipos — Lasiurus (Las)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), hapldtipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os nimeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘// indica que existe um elevado niumero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

Os 49 individuos Myotis formaram 18 haplotipos (figura 22), segregados de
acordo com as trés espécies em estudo, M. albescens formou cinco haplétipos, sendo
Myo1 formado por nove individuos (distantes geograficamente entre zero e 471,4 km)
e separados por unico passo mutacional de Myo2, com quatro individuos e dos trés
singletons de Sao Paulo, como foi representado no ramo de Myotis albescens na
arvore filogenética de Vespertilionidae (figura 5), além dos dois haplétipos com as
referéncias da Guiana e Suriname.

O grupo de M. nigricans segregou em dois subgrupos, além das sequéncias
GenBank do Equador, confirmando a segregagcado mostrada anteriormente na filogenia
(figura 5). Um dos subgrupos de M. nigricans mostra trés singletons (Cabreuva,
Jundiai e Sao Paulo) distantes por apenas dois passos mutacionais e o outro subgrupo
aparece formado pelo singleton de Presidente Prudente e por Myo6 (com um individuo
de Valinhos e trés de Aguas de Santa Barbara), ambos os subgrupos separados de
um vetor médio em comum por oito e nove passos mutacionais, respectivamente.

O grupo formado por Myotis sp., com 21 individuos dispostos em cinco
haplétipos, onde se destaca Myo11 com 14 quirdpteros de diversos municipios, com
distancia geografica entre 0,6 e 146,4 km, além da sequéncia referéncia OK413003,
com origem em Campinas-SP. Os demais haplotipos de Myotis sp. foram Myo13,
formado por Campinas, Sdo Paulo e Jundiai, com distancias geogréfica entre 32,1 e

69,6 km e trés singletons (dois de Campinas e um de Sorocaba).
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Figura 22 - Rede de haplétipos — Myotis (Myo)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: As cores dos circulos referem-se ao local de origem do quirdptero, especificadas na legenda ao
lado direito da figura. O numero interno dos circulos é igual ao numero de individuos que formam o
haplétipo (se >1), haplotipos singletons nao receberam essa identificagdo. Haplétipos compartilhados
por individuos de locais distintos estao identificados por nome. As linhas conectando os haplétipos
indicam apenas 1 passo mutacional entre eles, enquanto os nimeros em vermelho sinalizam a
quantidade de passos mutacionais (quando >1). O simbolo ‘// indica que existe um elevado niumero de
passos mutacionais entre os haplétipos. Os pontos pretos entre as linhas s&o os vetores médios (mv)
gerados pelo software, para conectar os haplétipos encontrados.

O mais intrigante na rede de hapldétipos de Myotis sdo os passos mutacionais
(aproximadamente 50) que separam o grupo de Myotis sp. dos M. nigricans
sequenciados e das referéncias GenBank, tendo em vista que inicialmente, todos
foram classificados taxonomicamente como unica espécie (Myotis nigricans). Esse
resultado, que também ficou retratado na arvore filogenética de Vespertilionidae
(figura 5), com M. nigricans e Myotis sp. em ramos distintos, estimula uma discusséo

entre identificagao taxondmica e molecular e sera abordado posteriormente.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo resultou em 384 sequéncias parciais do gene COlI,
utilizadas para identificar geneticamente as espécies de quirdpteros, indicando
divergéncia entre a identificagcdo taxonémica e molecular dos Myotis nigricans. A
identificacdo taxondmica do género Myotis é a mais complexa entre os morcegos
Neotropicais, devido a inconsisténcias nas caracteristicas que sio utilizadas para
diferenciar as espécies desse género (MORATELLI et al., 2011).

As primeiras consultas ao sistema BOLD de identificacido, com individuos
classificados taxonomicamente como Myotis nigricans, retornaram com baixo score
de identidade (entre 93,4% e 93,7%) em relacdo as sequéncias referéncia dessa
espécie, 0 que gerou segregacao dessas amostras, tomando por base o valor de 98%
de identidade e 2% de divergéncia, proposto por Ratnasingham e Hebert (2013) para
discriminar espécies usando o gene COIl. Durante o 2° semestre de 2021, uma
sequéncia de Myotis sp. (OK413003) tornou-se disponivel no sistema BOLD,
elevando, entéo, o score para 99,69%-100% de identidade entre as sequéncias COI
geradas e a nova referéncia, permitindo que o grupo até entdo segregado, agora
identificado por Myotis sp., retornasse a pesquisa.

Ao gerar a filogenia de Vespertilionidae, foi possivel notar grande segregagao
entre Myotis nigricans e Myotis sp., resultado igualmente reproduzido ao construir a
rede de haplétipos do género. Ao avaliar a divergéncia de nucleotideos, por K2P, para
0 género Myotis e as possiveis combinagdes entre as trés espécies (M. albescens +
M. nigricans; M. albescens + Myotis sp.; M. nigricans + Myotis sp.), as taxas de
divergéncia chegam ao valor de 11,54%, as custas de Myotis nigricans, nas duas
combinagdes que envolveram essa especie (M. albescens + M. nigricans e M.
nigricans + Myotis sp.).

Em 2001, Bradley e Baker adotaram critérios para identificacdo de pequenos
mamiferos com o CytB: valores de divergéncia genética <2% indicam variagao
intraespecifica; entre 2 e 11% podem representar variagéo interespecifica e exige
avaliacéo taxonémica mais apurada; valores de divergéncia genética >11% indicam a
presenca de individuos de diferentes espécies. Clare (2011) e Mota et al. (2022)
fizeram uso do COI para identificagdo de morcegos e utilizaram os mesmos critérios
indicados anteriormente por Bradley e Baker (2001) para CytB, que corroboram com

os resultados encontrados neste estudo, quando foram avaliados os inicialmente
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Myotis nigricans (Myotis nigricans + Myotis sp.), com taxas de divergéncia de 11,54%,
ratificando que realmente sdo duas espécies distintas encontradas na presente
investigacdo, o que ficou claro ja na inferéncia filogenética dos Vespertilionidae, ao se
apresentarem em ramos totalmente distintos. Essa grande distancia genética entre
eles poderia ser um artefato da identificagdo taxonémica, conforme ja proposto por
Larsen et al. (2012), ao encontrarem uma média de distédncia K2P de 13,14% para os
Myotis.

Segundo Moratelli et al. (2011), a espécie Myotis nigricans € a mais distribuida
geograficamente entre o género Myotis, principalmente na América do Sul,
provavelmente por inconsisténcias nas caracteristicas usadas para diferenciar
taxonomicamente as espécies, o que pode ser uma falha em distinguir espécies ainda
nao reconhecidas (LARSEN et al., 2012). A distancia geografica entre os individuos
Myotis nigricans utilizados aqui, foi maior entre o haplétipo Myo6 (Aguas de Santa
Barbara/Valinhos) e o haplétipo singleton de Presidente Prudente, com distancia de
457,1 km entre duas das espécies, separadas por apenas um passo mutacional -
localizadas no clado a esquerda da figura 22.

Ja entre o outro grupo de Myotis nigricans, localizado mais abaixo na mesma
figura 22, e em ramo terminal distinto na arvore filogenética (figura 5), formado por
trés haplétipos singletons (OM978323-Cabreliva/OM978324-Sao Paulo/OM978326-
Jundiai), os individuos se distanciam por, no maximo, 49,8 km.

Larsen et al. (2012) acreditam que Myotis nigricans tenha distribui¢cdo
geografica mais restrita e que o numero de espécies neotropicais de Myotis seja
subestimado na América do Sul, principalmente devido a espécies desconhecidas ou
cripticas que estao erroneamente classificadas como M. nigricans.

Com base nessas informagbdes, na distancia filogenética e geografica
encontrada entre os dois grupos M. nigricans aqui formados, ndo seria inviavel
sugestionar que um deles néao seja, de fato, Myotis nigricans — o que necessitaria de
maiores investigacbes morfologicas combinadas a analise genética, como apontou
Larsen et al. (2012), ao concluir que estudos combinados de morfologia e genética
sd0 necessarios para sugerir padrbes de diferenciagao entre os M. nigricans e as
outras espécies de Myotis da América do Sul.

Sob outra perspectiva, avaliando as taxas de divergéncia genética entre todos
os 384 individuos analisados, temos um valor médio de 0,53% para Molossidae e

0,56% para Phyllostomidae, em conformidade com 0,60% encontrado por Clare et al.
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em 2007, quando compararam o COIl de 840 individuos de 87 espécies da Guiana.
Para Vespertilionidae, a divergéncia média foi maior que nas outras duas familias
(0,93% com todos os individuos e 0,77% desconsiderando M. nigricans), mas ainda
em concordancia com os valores obtidos em outros estudos, por Ditchfield (2000),
Clare et al. (2007) e Martins et al. (2007) que relatam valores médios de 1% a 2,5%
de divergéncia por K2P entre os morcegos. A espécie com maior indice de divergéncia
genética foi Lasiurus blossevillii, com 3,62%, assim como exposto por Korstian et al.
(2016), que encontraram 6,1% de divergéncia para essa espécie, sendo a mais alta
entre os Vespertilionidae. Esse valor foi especificamente observado entre os
individuos OM978297-Sao José do Rio Preto e OM978300-Campinas, com 330,4 km
de distancia geografica entre eles, o que explicaria a maior divergéncia, apesar de
ainda permanecer dentro do limite de 4,0%, proposto por Ditchfield (2000), para
morcegos.

Em contrapartida, quase a totalidade de espécies de quirdpteros avaliados
apresentou auséncia de divergéncia de nucleotideos (0%) entre alguns dos individuos
de seu grupo, com a excecdo de Lasiurus cinereus, formado por apenas dois
individuos, sendo um de Campinas (OM978302) e o outro de Sao Paulo (OM978303),
com 102,3 km de distancia e 1,39% de divergéncia nucleotidica. Ainda na avaliagao
da auséncia de divergéncia por espécie, Phyllostomus discolor foi o grupo com maior
distancia geografica, de 518,8 km entre os individuos OM972728 (Presidente
Prudente) e OM972733 (Campinas), igualmente como Martins et al. (2007), que
observaram baixo nivel de divergéncia nas sequéncias de Phyllostomidae em
haplétipos bem definidos geograficamente.

De acordo com Ditchfield (2000), os roedores e outros pequenos mamiferos
nao voadores, apresentam alto nivel de divergéncia em suas sequéncias - em torno
de 10%, com variagdes entre 4% e 19% e distancias geograficas que nao ultrapassam
1.000 km, contrastando com os padrées filogeograficos dos morcegos, devido a
capacidade de voo e dispersao por longas distancias. Esse dado foi especificamente
observado no haplétipo Eum6, compartiihado por dois individuos Eumops
auripendulus, separados por uma distancia geografica de 3.318,9 km, sendo um deles
do municipio de Itu (OM839768) e o outro, a sequéncia referéncia GenBank
(JF454657), capturado em julho/1994 na Guiana, definida como localidade-tipo dessa
espécie (Best et al., 2002; Reis et al., 2007), resultado semelhante foi obtido por

Lépez-Baucells et al. (2018) ao obter 100% de similaridade entre uma sequéncia de
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Eumops maurus da Guiana e de um espécime brasileiro sequenciado por eles,
cabendo aqui informar que E. maurus é considerado taxon irm&o de E. auripendulus
(BARTLETT; Mc DONOUGH; AMMERMAN, 2013; MEDINA et al., 2014; GREGORIN
et al., 2016).

Inversamente ao que foi observado na rede de haplétipos de Sturnira, onde
11 vetores médios foram inseridos para conectar os haplotipos das sequéncias de
referéncia (Equador e Suriname) aos haplétipos das sequéncias COIl geradas.
Comparando as divergéncias entre as sequéncias de referéncia de S. lilium e as
geradas no estudo, foi possivel obter taxas de divergéncia K2P que atingiram o valor
maximo de 8,2%, em concordancia com Clare et al. (2011), que encontraram 8,87%
de divergéncia para o gene COIl entre individuos S. lilium da América Central e
América do Sul. Velazco e Patterson (2013; 2014) relataram que Sturnira lilium
representaria um complexo de espécies, composto por seis subespécies, além disso,
em estudo recente, Mota et al. (2022) apontaram que a distribuicdo de S. lilium esta
restrita a por¢des do Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina.

Com base nessas informagdes recentes, talvez seja possivel inferir que os
dois individuos utilizados como referéncia GenBank no presente estudo (do Equador
e Suriname) poderiam ser de outra espécie do complexo S. lilium, o que explicaria a
necessidade de varios vetores médios e inUmeros passos mutacionais para conecta-
las com as espécies do estudo. Resultado que foi sustentado ao utilizar as trés novas
referéncias de S. lilium, capturadas no Parana-Brasil, com redugdo da taxa de
divergéncia e modificagdo da rede de haplétipos. Portanto, é possivel que os dois
individuos (Equador e Suriname, coletados em junho/1996 e novembro/2005,
respectivamente) ndo sejam, de fato, S. lilium.

Encerrando as questbes sobre Sturnira e considerando a totalidade de
sequéncias geradas neste estudo, todas as espécies apresentaram alta ou moderada
diversidade haplotipica, diferindo apenas pelos indices de diversidade nucleotidica de
cada espécie. Segundo Avise (2009); Mifsud e Vella (2019), as altas diversidades
haplotipica (Hd>0,5) e nucleotidica (11>0,005) presentes na populagao, indicam um
crescimento ja sustentado, como foi observado em 13 das espécies deste estudo
(Cynomops planirostris, Eumops auripendulus, Molossus molossus, M. rufus,
Nyctinomops laticaudatus, Artibeus fimbriatus, A. lituratus, A. planirostris, Carollia
perspicillata, Glossophaga soricina, Eptesicus furinalis, Lasiurus blossevillii e Myotis

nigricans), enquanto a combinagao de alta diversidade haplotipica (Hd>0,5) e baixa
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diversidade nucleotidica (11<0,005) sao indicios de populag¢des que sofreram evento
gargalo seguido de crescimento recente, como pode ser sugerido aqui para Eumops
glaucinus, E. perotis, Molossops neglectus, Nyctinomops macrotis, Promops nasutus,
Tadarida brasiliensis, Phyllostomus discolor, Platyrrhinus lineatus, Sturnira lilium,
Myotis albescens e Myotis sp.

A importancia da alta diversidade genética entre individuos de uma espécie
esta intimamente relacionada a capacidade de resposta adequada aos eventos e
pressodes seletivas (CRUZ-SALAZAR, et al. 2018). Um mais amplo entendimento da
diversidade genética entre as espécies aqui estudadas pode se beneficiar do uso de
outros marcadores, que nao apenas os mitocondriais, mas também de genes
nucleares.

Ainda, no caso do grupo determinado como Myotis sp., uma analise
morfolégica mais detalhada pode levar a atualizagdo de chaves taxonémicas que
auxiliem no entendimento de se tratar de uma espécie criptica, o que pode colaborar
nao apenas para estudos em raiva, mas também de conservagao de espécies de
quirépteros.

Com isso, confirma-se a hipotese de que a filogenia molecular de quirépteros
€ capaz de prover acurada distingao entre espécies de morcegos, servindo como base
para estudos e visando o entendimento da coevolugcdo de RABV com diferentes

espéecies de quirdpteros.

8 CONCLUSOES

8.1 Com a analise comparativa entre a taxonomia morfologica e molecular, foi
possivel ratificar a relevancia do uso de marcadores moleculares mitocondriais na
identificacdo de espécies, principalmente as mais complexas, como as do género
Myotis.

8.2 O estudo possibilitou gerar e disponibilizar 384 sequéncias parciais do
gene COI de quirdpteros, de algumas das espécies circulantes em 24 dos municipios
do Estado de Sao Paulo.

8.3 Quirdpteros do Estado de Sado Paulo apresentam elevada diversidade
genética intraespecifica para algumas das espécies, com filogenias moleculares

indicando estruturas populacionais complexas.
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CAPITULO lI: Relagio entre variantes do virus da raiva e diversos hospedeiros

sob o ponto de vista da utilizagao de cédons
9 INTRODUGAO

O RABV tem pouca resisténcia fora do organismo hospedeiro, é sensivel a luz
solar, radiac&o ultravioleta, hipoclorito de sodio, sab&do e detergente, mantendo-se
estavel em temperaturas inferiores a -20°C (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007). E
um virus envelopado, possui genoma RNA de fita simples, ndo segmentado e de
polaridade negativa, com tamanho aproximado de 12 kb, tem formato de projétil de
arma de fogo (figura 23) e estrutura em torno de 200 nm de comprimento por 75 nm
de largura (TORDO; KOUKNETZOFF, 1993; MORLA; MAKHIJA; KUMAR, 2016;
ZHANG et al., 2018; FISHER et al., 2020). Seu nucleocapsideo € helicoidal e rodeado
por uma fina membrana de proteinas, possui cinco genes que codificam para cinco
proteinas: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), glicoproteina
(G) e RNA polimerase RNA dependente (L), dispostas na sequéncia 3'-N, P, M, G, L
- 5’, conforme ilustra a figura 24 (TROUPIN et al., 2016; DING et al., 2017; HE et al.,
2017; MARSTON et al., 2018).

Figura 23 - Representacdo do RABV

Glicoproteina (G) ?

Matriz (M) #

i S ey, S oo e

Nucleoproteina (N) G

Fosfoproteina (P) &

RNA polimerase
RNA dependente (L)

Fonte: modificado de DAVIS; RALL; SCHNELL (2015).
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A proteina N possui 450 aminoacidos e tem a funcao de encapsular o RNA do
virus durante a replicagao viral, protegendo-o da degradagao por RNAses; € a mais
conservada entre todas as proteinas do RABYV e, por isso, € usada como base para o
diagnostico da doenga e também na tipificagcdo genética do virus. A proteina P é a
menos conservada, com 298 aminoacidos, esta envolvida no transporte viral e é
responsavel pela transcricido e replicacédo do virus. A proteina M é a menor do RABV,
com 203 aminoacidos, reveste o envelope viral e apresenta importante fungdo na
patogenicidade da doenga. A proteina G, formada por 525 aminoacidos, € a
responsavel pela ligacao do virus a célula hospedeira e pela fusdo do envelope viral
a membrana citoplasmatica, produz anticorpos neutralizantes, € alvo no diagndstico
da doenga e no desenvolvimento de vacina. A maior proteina do RABV ¢€ a L, com
2128 aminoacidos, tem atividade enzimatica e participa da transcricdo do genoma viral
e da sintese de RNA (RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDHA, 2002; BATISTA,;
FRANCO; ROEHE, 2007; MORLA; MAKHIJA; KUMAR, 2016; HE et al., 2017;
FISHER; STREICKER; SCHNELL, 2018).

Figura 24 - Esquema representativo dos cinco genes RABV

y—C N HETRTTHEE-CE -
450 aa 298 aa 203 aa 525 aa 2128 aa

Fonte: BARONE (2022).
Nota: Representagdo dos cinco genes RABV e seus respectivos tamanhos. O numero
de aminoacidos que constitui cada gene esta indicado abaixo do mesmo.

Sequéncias de proteinas sdo compostas por diferentes combinacdes entre os
20 aminoacidos disponiveis (quadro 2) e existem 61 cddons para codificar esses
aminoacidos em proteinas. Esse excedente no niumero de cédons permite que um
unico aminoacido seja codificado por varios cédons, conferindo ao cédigo genético a
caracteristica em ser degenerado ou redundante (FUGLSANG, 2004; HERSHBERG;
PETROV, 2008; BEHURA; SEVERSON, 2013; HE et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

Cddons diferentes que codificam para o mesmo aminoacido sdo chamados de
cédons sinbénimos (HERSHBERG; PETROV, 2008; PLOTKIN; KUDLA, 2011;
BEHURA; SEVERSON, 2013; HE et al., 2017). Na maioria dos genomas ja
sequenciados, observou-se que os cddons sindbnimos sdo usados em frequéncias

variaveis durante o processo de tradugcao das proteinas, esse fenbmeno recebe o
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nome de viés de uso de cddons (HERSHBERG; PETROV, 2008; PLOTKIN; KUDLA,
2011; BRANDAO, 2012; CHEN, 2013). Essa tendéncia de utilizacdo varia de um
organismo para outro e entre os genes de cada genoma, geralmente sendo
semelhante quando as espécies estdo intimamente relacionadas e diferem entre
organismos geneticamente distantes (WRIGHT,1990; VICARIO; MORIYAMA;
POWELL, 2007; FUGLSANG, 2008; LEE et al., 2010).

Quadro 2 - Cédons e aminoacidos
2% posicde do codon

A
i My
U C A G
i uuu ucu Y] uGu Ul
Fenilalanina (F} Tiro=ina ('} Cisteina (C)
uuc ucc UALC UGC C
U Serina (S) =
WIS UCA Lad, cadons de US4 |codon de parada | A
Leucina (L}
UuG UCG UaG parada UGG | Triptefano (W) | G
cuu CCu cal cGu U
Histidina (H}
cuc e i CAC CGC C
£ C Leucina (L} Prolina (P} Arginina (R}
4 CUA, CCA CAaAn CGA A
: Glutamina (C)
o CUG CCG CAG CGG G
5 &
g AluU ACU Adl AGU U
§_ Asparagina (N} Serina (5)
a AUC | Isoleucina (I} | ACC AAC AGC C
o A Treocnina (T}
AlA ACA AbA AGA A
Lizina (K} Arginina (R}
AUG | Metionina (M) | ACG AAG AGG G
Guu GCU Gal GGU U
Aspartate (D)
GUC GCC GAC GGC C
G Valina (V) Alanina (&) Glicina (G)
GUA GCA GAA, GGA A
Glutamato (E)
\ GUG GCG GAG GGG G|~

Fonte: BARONE (2022).
Nota: Codons e seus respectivos aminoacidos. Em azul esta o cédon de inicio (AUG) e em vermelho,
os cédons de parada (UAA, UAG e UGA).

O viés de uso de codons € mantido pelo equilibrio entre selegcdo natural,
mutacao e deriva génica (HERSHBERG; PETROV, 2008; BEHURA; SEVERSON,
2013). Nos virus RNA, esta associado ao nivel de expressao génica, com fundamental
importancia na evolugéo viral e na relagdo virus-hospedeiro (JENKINS; HOLMES,
2003; PLOTKIN; KUDLA, 2011; HE et al., 2017).

A intensidade do viés ndo € um processo aleatério, alguns genes apresentam
viés muito forte enquanto outros utilizam os cdédons sinbnimos em frequéncias

semelhantes (auséncia de viés). Um cédon sindnimo com alto viés de utilizagao é

uopoa op cedisod .o
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chamado cédon preferido, enquanto os cédons com pouco viés sdo denominados
preteridos (HERSHBERG; PETROV, 2008; BEHURA; SEVERSON, 2013; CHEN,
2013; HE et al., 2017; TIAN et al., 2018). A diversidade de escolha do uso de cdédons
interfere na relagéo virus-hospedeiro, afetando diretamente a sobrevivéncia do virus
e a saude do hospedeiro, além da evolugéo e fitness viral (HE et al., 2017; TIAN et al.,
2018). Entender a extenséo e as causas do viés de uso de codons, analisando as
relagdes entre os hospedeiros, € essencial para compreender a evolugio viral
(JENKINS; HOLMES, 2003; HE et al., 2017).

Assim como outros virus RNA, os Lyssavirus apresentam altas taxas de
mutacao e evolucao, devido a falta de atividade revisora da RNA polimerase RNA
dependente. Esse elevado indice mutacional, quando comparado aos virus DNA,
permite vantagens na capacidade de explorar, com sucesso, novos organismos e
espécies hospedeiras. A pressao exercida pelas altas mutagdes tem se mostrado
como fator capaz de moldar o viés de uso de codons nesses virus. (JENKINS;
HOLMES, 2003; TROUPIN et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

Diferentes organismos possuem padrdes distintos de composicdo em suas
bases (A, T, C e G) e raramente a propor¢cao A+T € equivalente ao G+C. Mamiferos
possuem um maior conteudo de GC global quando comparados aos outros
vertebrados e esse conteudo GC € um pouco menor no genoma mitocondrial em
relacdo ao restante do genoma desses animais (MOOERS; HOLMES, 2000).
Segundo Wright (1990), nos mamiferos é possivel observar um viés de uso de cédons
resultante da variagdo do conteudo G+C, especificamente na terceira posicao do
cédon (GCass).

A questdo mais importante relacionada ao viés de uso de codons é entender
qual forga evolutiva controla esse evento — se pressao de mutagao ou selecédo natural
(JENKINS; HOLMES, 2003; HE et al., 2017). O conteudo GC dos genomas é
conhecido por afetar diretamente o viés e uma das ferramentas utilizadas para
verificar esse fato & avaliar o conteudo GC total e local, em cada uma das trés
posi¢cdes do codon, comparando o GC das 12 e 22 posi¢des (GC12s) com o conteudo
GC da 3?2 posigao (GCss) (MOOERS; HOLMES, 2000; JENKINS; HOLMES, 2003;
MEGANATHAN et al., 2012).

O indice RSCU (Relative Synonymous Codon Usage) € usado para investigar
as caracteristicas de utilizagdo dos codons, ele mostra a razado entre a frequéncia

observada de uso de codons e a frequéncia esperada de uso, caso este evento fosse
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um processo aleatério e todos os codons fossem igualmente utilizados naquele
aminoacido. Ele é cédon especifico, indicando exatamente o desvio de uso em cada
cédon, sem influéncia da composicéo dos aminoacidos (SHARP; LI, 1986; BRANDAO,
2012; MEGANATHAN et al., 2012; CHEN, 2013).

Valorem de RSCU >1 indicam alto viés de utilizacdo de determinado cddon,
que recebe o nome de codon preferido. RSCU <1 indicam que o cédon nao é
preferencial, é preterido, tem baixo viés de utilizagdo. Codons com RSCU =1 sdo
considerados neutros, quando nao existe preferéncia pela sua utilizacdo
(MEGANATHAN et al., 2012; BRANDAO, 2013; MORLA; MAKHIJA; KUMAR, 2016;
HE et al., 2017).

Como ja exposto anteriormente, a questdo mais importante relacionada ao viés
de uso de cdédons é entender qual forga evolutiva o controla, para isso Wright (1990)
desenvolveu o indice Enc (Effective Number of Codons), que indica a influéncia da
selecdo natural ou da pressdo mutacional no uso de codons, ele mostra o niumero
total de cddons sinbnimos disponiveis para codificar um determinado aminoacido e
aponta o viés de uso especifico, apresentando-se com um indicador que independe
da espécie e do tamanho do gene em estudo (FUGLSANG, 2004; 2008).

Valores de Enc podem variar entre 20 e 61 e estdo inversamente
correlacionados com o viés de uso de codons (MEGANATHAN et al., 2012), em que
20 indica intenso viés, em que apenas um codon é usado para codificar cada
aminoacido, valores de Enc >40 sédo considerados como baixo viés de utilizagcédo e
valores proximos de 61 apontam auséncia de viés, em que todos os cédons sinbnimos
sdo igualmente utilizados e tem a mesma probabilidade de codificar o aminoacido
(WRIGHT, 1990; POWELL; MORIYAMA, 1997; JENKINS; HOLMES, 2003;
FUGLSANG, 2008; TIAN et al., 2018).

O indice CAIl (Codon Adaptation Index) tem a finalidade de mensurar o viés de
uso de cédons sindnimos em determinado gene, sendo considerado um indicador
gene-especifico (SHARP; LI, 1987; XIA, 2007). Genes altamente expressos tendem a
ter alto valor de CAI (LEE et al., 2010; BRANDAO, 2012; BEHURA; SEVERSON,
2013; WEI et al., 2014), por isso sdo usados como conjuntos de referéncia, para
estimar a similaridade do viés de uso de cédons entre virus e hospedeiro (SHARP; LI,
1987; PUIGBO; BRAVO; GARCIA-VALLVE, 2008a; PLOTKIN; KUDLA, 2011; CHEN,
2013). A correlagao entre valores de Enc e CAl também indica a influéncia que a
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selecao natural e a pressdo de mutagcdo tém sob o viés (VICARIO; MORIYAMA;
POWELL, 2007; DUTTA; BURAGOHAIN; BORAH, 2020).

Os valores de CAl podem variar de zero a 1 e estao diretamente relacionados
a otimizagdo da tradugdo do gene e seu nivel de expressao, usados para estimar a
adaptacao do virus aos cédons do hospedeiro, indicando o nivel de expressao de
proteinas patogénicas no hospedeiro (BRANDAO, 2012; KHANDIA et al., 2019). Altos
indices de CAl apontam que o gene viral utiliza os céodons sinbnimos com maior
frequéncia, revelando alta adaptagdo ao organismo hospedeiro (BRANDAO, 2012).
Com o CAl, é possivel mensurar a eficiéncia de tradug¢ao de determinado gene, o que
frequentemente é utilizado para construgdao de sequéncias nucleotidicas, com o
objetivo de obter o mais alto nivel de expressédo de proteinas para a produgao de
vacinas (DUTTA; BURAGOHAIN; BORAH, 2020).

O indice RCDI (Relative Codon Deoptimization Index), semelhante ao CAl, foi
desenvolvido por Mueller et al. (2006), com objetivo de calcular o indice relativo de
desotimizagdo de codons, comparando o uso de cdédons entre um gene e uma
sequéncia de referéncia (DUTTA; BURAGOHAIN; BORAH, 2020). Muito utilizado em
pesquisas com virus (PUIGBO; ARAGONES; GARCIA-VALLVE, 2010), os valores de
RCDI estimam a taxa de tradugéo dos genes virais no genoma do hospedeiro e sao
inversamente proporcionais ao CAl.

Valores de RCDI podem indicar coevolugdo entre o genoma do virus e do
hospedeiro (DUTTA; BURAGOHAIN; BORAH, 2020). Quanto maior a similaridade
genética entre virus e hospedeiro, maior sera a razdo de tradugdo (RCDI =1),
indicando que o virus segue 0 mesmo padrédo de uso de coédons do hospedeiro,
portanto, maior adaptacéo ao organismo (KHANDIA et al., 2019; NAMBOU; ANAKPA,;
TONG, 2022), enquanto valores >1 indicam menor adaptacdo (HE; GAN; LIANG,
2019). No entanto, altos valores de RCDI podem indicar expresséao do gene viral
durante o periodo de laténcia ou de manutencao da baixa taxa de tradugao, com a
finalidade de evitar erros (DUTTA; BURAGOHAIN; BORAH, 2020; ATA et al., 2021;
NAMBOU; ANAKPA; TONG, 2022).

10 HIPOTESE

Padrbes de utilizagcdo de cddons podem explicar variagdes na viruléncia de

linhagens de RABYV entre quirépteros e mamiferos terrestres.
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11 OBJETIVOS

11.1 Indicar padrdes de utilizacdo de cédons do RABV em isolados de diversos

hospedeiros;

11.2 Avaliar comparativamente a utilizacdo de codons de RABV, com base em

gene altamente expresso nos hospedeiros;

11.3 Inferir as forgas evolutivas que interferem no viés de uso de cédons nas
variantes de RABV.

12 MATERIAIS E METODOS

12.1 AMOSTRAS DE QUIROPTEROS

Os espécimes de quirépteros selecionados para esta etapa do estudo também
fazem parte das amostras recebidas para diagndstico de raiva no LabZoo/DVZ, como
parte do programa de vigilancia passiva desta zoonose. A elei¢ao dos individuos e a
diversidade de espécies utilizadas também foram determinadas de acordo com os
quirdpteros recebidos para realizagdo do diagndéstico de raiva no LabZoo/DVZ, de
janeiro/2020 a dezembro/2021 e identificados pelo Laboratério de Fauna Sinantropica
- Quirdpteros (LabFauna/DVZ), conforme critérios de Vizotto e Taddei (1973) e
Gardner (2007).

12.1.1 Extragao do RNA total

Apods a retirada do SNC dos quirdpteros, em torno de 0,06 g do tecido foram
depositadas em microtubo de 1,5 mL livre de RNAses e DNAses, armazenado sob a
temperatura de -70 °C até o momento da extracao do RNA total, que foi realizada com
adicdo de TRIzol™ (Thermo Fisher) ao fragmento do SNC, conforme protocolo do
fabricante. Apos o término da extracdo, as amostras de RNA permaneceram
acondicionadas em temperatura de -70 °C até a transcri¢c&o reversa (RT) e reagdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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12.1.2 Transcrigao Reversa e Amplificagao parcial do mRNA de B-actina

Com a finalidade de gerar indicadores de utilizagdo de codons dos quirépteros
para subsequente estudo do viés de utilizagdo de codons de RABV, o mRNA de B-
actina foi utilizado, em funcao de se ter elevada transcricdo, dada sua funcéao estrutural
nas celulas.

Todas as amostras de RNA extraido foram submetidas a RT, para a obtengao
do DNA complementar (cDNA), utilizando SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher) com primers randémicos, seguindo as instrugdes do fabricante e com
0s seguintes parametros de termociclagem: 25 °C por 10 minutos; 42 °C por 60
minutos e 85 °C durante 5 minutos.

Na reacdo de PCR das amostras de cDNA, foi utilizado o par de primers
descrito no quadro 3, desenhados e sintetizados para este estudo, a partir de
sequéncias completas disponiveis no GenBank e com base em regido conservada de
mRNA da B-actina de camundongo (BC138614), cdo (AF021873) e humano
(NM_001101), tendo em vista a escassez de sequéncias disponiveis de mRNA de [3-

actina de morcegos, além do propdsito de expandir a amplitude genética da pesquisa.

Quadro 3 - Primers utilizados na PCR para amplificagdo da B-actina

primer sentido sequéncia alvo posi¢cao*
ACTBM-S senso 5 CAACTGGGACGACATGGA 3’ B-actina 277-294
ACTBM-A  anti-senso 5 TCCTTCTGCATCCTGTC & B-actina 993-977

Fonte: BARONE (2022).
Nota: Primers desenhados para amplificacdo do mRNA da B-actina. *posi¢cdo dos nucleotideos em
relagédo a sequéncia GenBank BC138614 (Mus musculus) <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank>.

Para uma reacao com volume final de 25 uL, foram utilizados 0,5U de
Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher), High Fidelity Buffer
10 x (600 mM Tris-SO4 pH 8,9 e 180 mM de (NH4)2S04), 200 uM de dNTP’s, 2 mM
de MgSOg4, 0,4 uM de cada primer e 2,5 pyL do cDNA, gerando amplicon de 717 pb.
Agua tratada com Dietil Pirocarbonato (dgua DEPC) foi utilizada como controle
negativo da reagédo. Os parametros de ciclagem foram: 1 ciclo inicial de 94 °C por 2

minutos, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 55 °C por 30 segundos e 68
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°C por 1 minuto, finalizando com ciclo unico de 68 °C durante 5 minutos. Apds
finalizada a PCR da B-actina, os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose na concentracao de 1,5 %, preparado em tampao TAE 1 x (Tris Acetato
Etilenodiamino Tetra-Acético) e corado com Sybr® Safe (Invitrogen™, Carlsbad, CA,
USA). Cada amostra foi acrescida de BlueJuice® Gel Loading Buffer (Invitrogen™)
antes de ser aplicada ao gel, utilizando o marcador de peso molecular 700 bp DNA

Ladder (Invitrogen™) em todas as corridas realizadas.

12.1.3 Purificagao de amplicons e reagao de sequenciamento de DNA

Os produtos da PCR foram purificados pelo método enzimatico, utilizando
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher), seguindo as
orientagdes do fabricante. A reagdo de sequenciamento foi realizada com BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Thermo Fisher) e a precipitagao teve por base
o protocolo etanol/EDTA, conforme instrucbes do mesmo fabricante. Por fim, os
produtos foram submetidos ao sequenciamento de Sanger bidirecional (SANGER;
NICKLEN; COULSON, 1977), utilizando o sequenciador automatico ABI-3500
(Applied Biosystems™ Foster City, CA, USA), de acordo com as orientagbes do

fabricante.

12.1.4 Edigcao e analise das sequéncias

A fim de avaliar a qualidade das bases geradas durante o sequenciamento, foi

utilizado o software DNA Dragon v.1.9.1 <https://dna-dragon.com/> (HEPPERLE,
2011), que possibilitou analisar os eletroferogramas e gerar as sequéncias consenso,

além de proceder a tradug¢ao dos nucleotideos em aminoacidos.

O alinhamento foi realizado com o software BioEdit Sequence Alignment Editor
v.7.0.3 (HALL, 1999), aplicando o algoritmo ClustalW Multiple Alignment, em que
todas as sequéncias geradas foram alinhadas e analisadas comparativamente com a
sequéncia de camundongo (Mus musculus - BC138614), assumida como padréo.
Para grupo externo, foi utilizada a sequéncia parcial do anfibio Xenopus tropicalis
(NM_213719), devido a uniformidade do conteudo GC em seu genoma (MOOERS;
HOLMES, 2000).
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12.1.5 Filogenia baseada em B-actina

Com o proposito de reconstruir a filogenia para as sequéncias parciais de [3-
actina geradas neste estudo, 26 sequéncias da B-actina de possiveis hospedeiros
terrestres, disponiveis no GenBank, foram utilizadas como referéncia (apéndice E).

As relacgbes filogenéticas entre os individuos foram estimadas por Maxima
Verossimilhanga (ML - Maximum Likelihood) e, de acordo com o modelo de
substituicdo nucleotidica selecionado pelo aplicativo JModelTest (DARRIBA et al.,
2012), conforme o Critério de Informacado de Akaike (AIC). A busca heuristica foi
realizada por Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) e a confiabilidade dos ramos foi
avaliada empregando 1000 repeticbes de bootstrap, por intermédio do software
PAUP* 4.1b (SWOFFORD, 2002). Para edigé&o e anotagao das arvores filogenéticas,
foi empregada a ferramenta online iTOL - |Interactive Tree Of Life
<https://itol.embl.de/> (LETUNIC; BORK, 2021).

12.2 ANALISE DO USO DE CODONS

Para mensurar o uso de codons do RABV, foram incluidas 51 sequéncias do
genoma completo de RABV, isolados de diversas espécies (apresentadas no
apéndice F), disponiveis no GenBank. Os cinco genes virais (N, P, M, G e L) das
sequéncias foram analisados individualmente.

Para avaliar o uso de cédons dos hospedeiros, foram utilizadas as sequéncias
de B-actina dos quirdpteros geradas neste estudo e as 26 referéncias dos possiveis
hospedeiros terrestres do GenBank.

Com o propésito de obter indicadores para avaliar o viés de uso de cédons de
RABV e seus possiveis hospedeiros, foram avaliados os indices: conteudo GC,
RSCU, Enc, CAl e RCDI.

12.2.1 Analise do conteudo GC

Os valores de GCsy% foram calculados com suporte da ferramenta online CAlcal

Server <http://genomes.urv.es/CAlcal/>, descrita por Puigbo, Bravo e Garcia-Vallvé

(2008a) e utilizados para identificar se o viés de uso de cédons foi induzido por

pressdao mutacional ou selecio natural.
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12.2.2 Relative Synonymous Codon Usage (RSCU)

Para estimar individualmente a utilizagdo de cdédons em cada uma das
sequéncias analisadas, seja dos isolados de RABV ou da [(-actina dos possiveis
hospedeiros terrestres e dos quirépteros, o valor de RSCU foi calculado empregando

a ferramenta online CAlcal Server <http://genomes.urv.es/CAlcal/>, descrita por

Puigbo, Bravo e Garcia-Vallvé (2008a).

Apos finalizar o calculo do RSCU, os valores obtidos foram convertidos em
dados binarios, substituindo os cdédons preferidos (RSCU >1) pelo numero 1 e os
cédons neutros (RSCU =1) e preteridos (RSCU <1), pelo numero 0, permitindo, assim,
formar uma matriz binaria e construir uma arvore filogenética para cada um dos cinco
genes do RABV, baseada nos valores de RSCU, pelo método de distancia Neighbor-
Joining (NJ). A confiabilidade dos ramos foi avaliada empregando 1000 repeti¢cdes de
bootstrap, por intermédio do software PAUP* 4.1b (SWOFFORD, 2002). Para edig&o
e anotagao das arvores, foi empregada a ferramenta online iTOL - Interactive Tree Of
Life <https://itol.embl.de/> (LETUNIC; BORK, 2021).

12.2.3 Effective Number of Codons (Enc)

Com a finalidade de quantificar a adaptacado das variantes de RABV ao SNC
de seus possiveis hospedeiros, o valor de Enc foi calculado em todas as sequéncias
dos isolados analisadas, por meio do software DAMBE v.7.2.137 - Data Analysis in
Molecular Biology and Evolution (XIA, 2018).

Com o propésito de verificar se o viés de uso de codons do RABV foi por
influéncia de selecao natural ou pressdo mutacional, os valores de Enc observados e
esperados (Encexpec) foram graficamente plotados (Enc-plot), contra os valores de GCs
(BRANDAO, 2012; HE et al., 2017). Valores pontuados sob a curva esperada indicam
que o uso de cédons foi influenciado por press&do mutacional/deriva génica, enquanto
que valores abaixo ou acima da curva esperada indicam que a selecao natural pode

ser a responsavel pelo viés.
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12.2.4 Codon Adaptation Index (CAl)

Para quantificar o indice de adaptacdo de coédons das variantes RABV aos
diversos possiveis hospedeiros, os valores de CAIl foram calculados para todas as
sequéncias dos isolados aqui analisadas, com subsidio da ferramenta online CAlcal

Server <http://genomes.urv.es/CAlcal/>, descrita por Puigbd, Bravo e Garcia-Vallvé

(2008a), utilizando como conjunto referéncia de genes altamente expressos as
sequéncias de [-actina dos possiveis hospedeiros terrestres e dos quirdpteros
geradas neste trabalho, que foram convertidas em conjunto de uso de cédons de
referéncia, com auxilio do programa online  Countcodon v. 4
<https://www.kazusa.or.jp/codon/countcodon.html>, disponivel na ferramenta Codon
Usage Database <http://www.kazusa.or.jp/codon/> (NAKAMURA; GOJOBORI;
IKEMURA, 2000).

A fim de verificar se as diferencas entre valores de CAl foram estatisticamente

significativas, resultando da preferéncia de cdédons ou se foram possiveis artefatos de
viés na composicao de GC das sequéncias de referéncia, o valor de CAl esperado
(Expected CAl, e-CAl) foi calculado aplicando o teste de Kolmogorov-Smirnov, com
intervalo de confianga de 95% e abrangendo 95% da populacédo analisada, com a
ferramenta online CAlcal Server <http://genomes.urv.es/CAlcal/>, descrita por Puigbo,
Bravo e Garcia-Vallvé (2008b).

12.2.5 Relative Codon Deoptimization Index (RCDI)

Para calcular RCDI foi utilizada a ferramenta online CAlcal Server
<http://genomes.urv.cat/CAlcal/RCDI/>, descrita por Puigbo, Aragones e Garcia-
Vallvé (2010).

12.3 ENSAIQOS in vivo

Com o intuito de estudar a influéncia da passagem de RABV em camundongos,
sobre a utilizagdo de codons, uma amostra de quirdptero Artibeus lituratus (3257/21 —
Séao José do Rio Preto), positivo para o diagndstico de raiva, foi utilizada como base
para estudo comparativo entre os valores de CAl aqui obtidos, conforme descrito a

sequir.
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Apods confirmagao do diagndstico positivo para raiva na referida amostra, parte
do SNC do quirdptero foi retirado, procedendo a maceragao em gral com pistilo de
porcelana e diluicdo em solugao salina com 2% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) com 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina (10.000
unidades de penicilina e 10mg de estreptomicina/mL - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), a fim de obter uma solugédo com 20% de SNC da amostra original, a qual foi
utilizada para inoculagao intracerebral em camundongo albino suico.

Para realizar a inoculag&o intracerebral, primeiramente o camundongo albino
suico foi anestesiado com halotano por via inalatéria e 0,03 mL da suspensao 20% de
SNC foram inoculados intracerebralmente. O animal foi observado diariamente e, ao
primeiro sinal de sintomatologia nervosa (agitagao, espasmo, agressividade, marcha
anormal, paralisia de membros posteriores e cifose), foi submetido a eutanasia, com
uso de anestesia inalatéria (halotano) e injetavel (tiopental), por via intraperitoneal.
Apés eutanasia, o SNC do camundongo foi retirado, macerado e diluido a 20% em
solugdo salina. Essa foi denominada como 12 passagem em camundongo e todo o

processo descrito acima foi repetido até a 10? passagem.

12.3.1 Quantificagao da carga viral por gPCR

Para avaliar a adaptag&o do isolado de quirdptero ao camundongo e quantificar
a carga viral da amostra original e das passagens, a técnica de qPCR foi utilizada,
com uso da quantificagdo absoluta, comparando os dados obtidos com a curva
padrdo, a partir de diluicbes seriadas de amplicon com concentracdo conhecida
(BUSTIN, 2000).

Para a construgdo da curva padrao, foi utilizado o plasmideo pGEM-T Easy
(Promega, Madison, WI, USA) contendo o inserto PV-ptnN correspondente ao gene N
do isolado adaptado de RABV PV, gentiimente cedido pela Dra. Sueli Akemi Taniwaki
Miyagi do Laboratério de Biologia Molecular Aplicada e Sorologia
(LABMAS/VPS/FMVZ/USP). A concentragédo do plasmideo contendo o inserto foi
determinada em espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Fisher), o peso molecular
do plasmideo e do inserto foram obtidos com o aplicativo online Oligo Calc (KIBBE,

2007 - <http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html>. O numero de cdpias

do alvo, por pL, foi calculado com a seguinte formula: Numero de copias/uL =
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constante de Avogadro (6,022 x 1023) x a concentragao do plasmideo + inserto em
g/uL / Peso molecular do plasmideo + inserto em g/mol.

O plasmideo contendo o inserto foi diluido em agua DEPC na base 10, de 3,125
x 107 a 3,125 x 102 cdpias por reagéo. Cada ponto de diluigdo da curva foi testado em
triplicata, juntamente com a amostra controle positivo (isolado 1069/18), gentiimente
cedida pela Dra. Juliana Amorim Conselheiro (LabZoo/DVZ), utilizada como referéncia
para a normalizagdo dos testes. Foi utilizado o sistema de agentes intercalantes
(Power SYBR® Green - Thermo Fisher) e os primers apresentados no quadro 4,
conforme descrito por Wakeley et al. (2005).

Finalizada a construgao da curva padrao, foi realizada a quantificagado da carga
viral, apds a extragdo e reagao de transcrigdo reversa (ja descritas anteriormente),
cada amostra foi submetida a reagcao de gPCR, com volume final de 20 pL, contendo
1X Power SYBR® Green (Thermo Fisher), 0,5 uM de cada primer e 2,5 uL do cDNA.
O sistema de PCR em tempo real StepOne™ (Thermo Fisher) foi utilizado com os
parametros de ciclagem: 95°C por 10 minutos seguido de 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A curva de dissociagao foi
feita em um estagio de 95°C por 15 segundos, seguido de um passo de 60°C por 1
minuto, com aumento gradual da temperatura de 0,3°C/segundo até atingir 95°C.
Finalizada a ciclagem, as anadlises foram feitas no software do equipamento. Para
normalizacdo dos niveis de expressao do gene N, a B-actina foi utilizada como
controle endégeno, com os primers apresentados no quadro 4, conforme descrito por
Wakeley et al. (2005).

Quadro 4 — Primers utilizados na qPCR para amplificagédo de RABV (gene N) e B-actina

primer sentido sequéncia alvo fragmento  posicao*
JW-12 senso 5 ATGTAACACCYCTACAATG 3 RABV - gene N 111 pb 55-73
N165-146  anti-senso 5 GCAGGGTAYTTRTACTCATA 3  RABV -gene N 111 pb 146-165
B-act intronic  senso 5 CGATGAAGATCAAGATCATIGC 3 B-actina 138 pb 1051-1072
B-act reverse anti-senso 5 AAGCATTTGCGGTGGAC 3 B-actina 138 pb 1204 - 1188

Fonte: BARONE (2022).
Nota: *posicdo dos nucleotideos em relagdo a sequéncia Pasteur Virus (PV) — M13215 do GenBank
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank>.
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12.3.2 Amplificagao dos genes N e G das passagens em camundongo

Concomitantemente, fragmentos de 0,06 gramas, tanto da amostra original de
quirdptero (3257/21) quanto das dez passagens em camundongo, foram utilizados
para amplificacdo dos genes N e G de RABV. O processo de retirada do SNC,
extracao, transcricao reversa, amplificacdo, sequenciamento e analise dos resultados,
foram executados como descrito anteriormente. Os primers utilizados na amplificagcao
dos genes N e G estédo indicados no quadro 5, de acordo com Orciari et al., 2001 e

Sato et al., 2004, respectivamente.

Quadro 5 - Primers utilizados para amplificacdo de RABV (genes N e G)

primer sentido sequéncia alvo fragmento posicao*
21G senso 5 ATGTAACACCTCTACAATG 3 gene N 1478 pb 55-73
304 anti-senso 5 TTGACGAAGATCTTGCTCAT 3 gene N 1478 pb 1514-1533
Ga3222-40 senso 5 CGCTGCATTTTRTCARAGT 3 gene G 915pb  3221-3239
Gb4119-39 anti-senso 5 GGAGGGCACCATTTGGTMTC 3 gene G 915pb  4116-4135
Gs3994 senso 5 GGGMTTTGTGGATGAAAGRGGC 3' gene G 1388 pb  3995-4016
GantiBR2072 anti-senso 5 TGCTGATTGCRCCTACATT 3 gene G 1388 pb  5363-5382

Fonte: BARONE (2022).
Nota: *posicédo dos nucleotideos em relagédo a sequéncia Pasteur Virus (PV) — M13215 do GenBank
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank>.

12.3.3 Comparando os valores de CAI

Outro fragmento de 0,06 gramas de SNC do quirdptero (3257/21) e de um
camundongo sadio foram utilizados para extracdo, reagdo de transcricdo reversa,
amplificagdo da B-actina, sequenciamento e analise das sequéncias, como descrito
anteriormente.

Em posse das sequéncias de B-actina, os valores de CAIl foram calculados,
para entdo, serem utilizados como conjunto de referéncia de gene altamente

eXpresso.
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13 RESULTADOS

13.1 SEQUENCIAS PARCIAIS DE QUIROPTEROS

A coleta do SNC dos quirépteros, seguida da extragdo do RNA total,
transcricdo reversa, amplificacdo e sequenciamento parcial da [(-actina foram
executadas como descrito anteriormente. Apds alinhamento e analise das sequéncias,
43 individuos de 26 espécies distintas, foram utilizados na pesquisa. Todas as
sequéncias parciais de B-actina geradas foram depositadas no banco de dados
GenBank e encontram-se disponiveis para consulta no site do NCBI — National Center

for Biotechnology Information (https://ncbi.nlm.nih.gov/), como ilustra o apéndice G.

13.1.2 Andlise Filogenética

Em posse das sequéncias geradas e das utilizadas como banco de referéncia
do GenBank, foi possivel construir uma arvore de inferéncia filogenética baseada em
B-actina (figura 25). O modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos indicado pelo
aplicativo JModelTest, segundo o Critério de Informagao de Akaike (AIC), foi o General
Time-Reversible incorporado com o parametro de distribuicdo gama e proporgéo de
sitios invariaveis (GTR+I+G), sendo: |1= 0,5520 e G= 0,4840. Com a finalidade de
aplicar uma direcdo temporal a analise, a arvore foi enraizada na sequéncia de
Xenopus tropicalis (NM_213719), utilizada como outgroup.

Na representacao filogenética da figura 25, é possivel notar a formagao de sete
grupos, segregados conforme classificagdo de familia (Carnivora, Primates, Rodentia,
Artiodactyla e Perissodactyla) nas sequéncias GenBank ou ordem (Molossidae,
Phyllostomidae e Vespertilionidae), no caso dos quirdpteros aqui sequenciados.

O outgroup esta localizado no inicio da arvore, seguido do clado formado pelos
roedores, com diferentes arranjos para porquinho da india, hamster, ratazana,
camundongo e marmota. Em seguida esta o grupo dos carnivoros, representado por
hiena, suricata, lince, gato doméstico, urso negro e vison americano, separados do
ramo que comporta apenas os canideos (raposa e cao doméstico). Logo ao lado estao
as primeiras sequéncias geradas, do grupo composto pela familia Vespertilionidae de
quirdpteros, divididos em dois ramos terminais, um para Lasiurus/Eptesicus e outro

para Myotis.
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Figura 25 - Arvore de inferéncia filogenética baseada em B-actina
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Arvore filogenética baseada em B-actina, utilizando a Maxima Verossimilhanca (ML), com 1000 repeticdes de bootstrap e modelo evolutivo GTR++G,
segundo Critério de Informagao Akaike (AIC). As sequéncias estao identificadas com a espécie do animal e o nimero de acesso GenBank. Os grupos estao
segregados por cor, em que cada uma representa uma ordem especifica de mamifero, conforme legenda a direita da figura. Chiroptera esta segregado por
familia. O alo cinza no entorno da representacao filogenética representa as sequéncias retiradas do GenBank, enquanto o alo rosa indica as sequéncias
geradas neste estudo.
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Apods, estdao os representantes dos primatas, com macaco prego em ramo
ancestral, seguido de dois ramos terminais, um compartilhado pela espécie humana
e orangotango, o outro por macaco rhesus e macaco caranguejeiro. O grupo dos
ungulados aparece representado por cavalo, javali, Ihama, alce e cabra, separados
do ramo terminal que estéo boi e iaque.

Por fim, os ultimos dois grandes grupos de quirépteros sequenciados neste
estudo, em um ramo estdo os Vespertilionidae; em outro, os Molossidae, dispostos

em diferentes arranjos, de acordo com a espécie dos individuos.

13.2 SEQUENCIAS DE ISOLADOS DE RABV PARA REFERENCIA

A analise contou com as 51 sequéncias do genoma completo de RABYV, isolado
de diversos hospedeiros terrestres, indicadas no apéndice F. As sequéncias foram
alinhadas individualmente para cada um dos cindo genes RABV e analisadas
comparativamente com a sequéncia completa (GQ918139) de Rabies Virus CVS-11
(Challenge Virus Standard), assumida como padrdo. Para controle negativo da
pesquisa, foi utilizada a sequéncia completa (MT162447) de VHSV (Viral hemorrhagic
septicemia virus), o Rhabdovirus responsavel por causar septicemia hemorragica viral

em trutas arco iris e outros peixes (PANZARIN et al., 2020).

13.3 ANALISE DO USO DE CODONS

13.3.1 Contetido GC

Os valores médios do conteudo GC total e local, calculados para todos os

isolados analisados, estdo no quadro 6 abaixo, de acordo com o gene RABV.

Quadro 6 — Conteudo GC total e local dos isolados RABV

gene RABV GC total (%) GC1s (%) GC2s (%) GC3s (%)
N 44,35 47,27 39,19 46,60
P 47,77 54,61 37,31 51,40
M 46,42 48,87 38,59 51,82
G 47,23 48,88 42,09 50,73
L 45,08 45,31 39,80 50,11

Fonte: BARONE (2022).
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O valor médio do conteudo GC total dos isolados aqui avaliados, contemplando
0 genoma completo RABV, foi de 46,17%, com variagcédo entre 44,35% (gene N) e
47,77 (gene P), com desvio padrao de 1,44. Para o conteudo GC local na 12 posigao
do cédon, a média foi de 48,99%, com gene L apresentando o menor valor (45,31%)
e gene P, o maior (54,61%), essa foi a posicdo do codon com mais diferenca de
valores entre os 5 genes, apresentando o maior desvio padrao (3,47). O conteudo
local na 22 posi¢cao do codon teve variagdes entre 37,31% para gene P e 42,09% para
gene G, com média de 39,4% e menor desvio padrao entre as posi¢des (1,77). Por
ultimo, a 32 posi¢cao do codon apresentou média de conteudo CG de 50,13%, com

46,60% para gene N, 51,82% para gene M e desvio padréo de 2,08.

13.3.2 indice RSCU

Os valores médios de RSCU calculados para os isolados RABV estéo indicados
na tabela 4, segregados por aminoacido e seus respectivos cdédons disponiveis. A

média foi calculada entre os cinco genes do virus.

Tabela 4 — RSCU médio entre os genes RABV

média RSCU
aminoacidos cdédons entre os 5 genes genes
RABV
. . TTT 0,938 L
Fenilalanina (F) TTC 1,062 N-P-M-G
TTA 0,575 -
TTG 1,368 N-M-G-L
. CTT 0,941 M-G
Leucina (L) cTC 0.895 P
CTA 0,883 M
CTG 1,338 N-P-M-G-L
ATT 0,819 N
Isoleucina (1) ATC 1,126 M-G-L
ATA 1,055 N-P-G-L
GTT 1,063 N-M-G
. GTC 1,205 N-P-M-L
Valina (V) GTA 0.621 i
GTG 1,112 M-G-L
TCT 1,822 N-P-M-G-L
TCC 1,051 P-G-L
Serina (S) TCA 1,357 N-P-M-G-L
TCG 0,548 -

AGT 0,664 -




AGC 0,558 -
CCT 1,501 N-P-M-G-L
_ CccC 1,033 P-G-L
Prolina (P) CCA 0,915 M-G
CCG 0,552 -
ACT 1,232 N-P-M-L
. ACC 1,299 P-M-G-L
Treonina (T) ACA 1135 N-M-G-L
ACG 0,334 -
GCT 1,281 N-P-M-L
_ GCC 1,059 P-L
Alanina (A) GCA 1313 N-M-G-L
GCG 0,347 -

o TAT 1,037 N-P-L
Tirosina (Y) TAC 0.963 M-G
Histidina (H) gﬁ‘g ;’;;‘3 nr M ot

_ CAA 1,024 N-M-G
Glutamina (Q) CAG 0.976 P-L
_ AAT 0,909 N-P
Asparagina (N) AAC 1.091 M-G-L
o AAA 0,920 -
Lisina (K) AAG 1,080 N-P-M-G-L
GAT 1,017 M-G
Aspartato (D) GAC 0.983 N-P-L
GAA 0,785 -
Glutamato (E) GAG 1215 N-P-M-G-L
Cisteina (C) :rrgg ;Zg; N-P M et
CGT 0,354 -
CGC 0,283 -
. CGA 0,557 -
Arginina (R) CGG 0.453 -
AGA 2,647 N-P-M-G-L
AGG 1,706 N-P-M-G-L
GGT 0,663 -
. GGC 0,687 M
Glicina (G) GGA 1,360 N-P-M-G-L
GGG 1,290 N-P-M-G-L
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Fonte: BARONE (2022).
Nota: Aminoacidos e seus respectivos codons, com valor médio de RSCU
entre os cinco genes RABV, indicando a preferéncia de codon.

Nota-se que os codons CTG (leucina), TCT/TCA (serina), CCT (prolina), CAT
(histidina), AAG (lisina), GAG (glutamato), TGT (cisteina), AGA/AGG (arginina) e
GGA/GGG (glicina) foram preferencialmente utilizados por todos os genes RABV, em
relagdo aos outros cédons disponiveis para codificagdo do aminoacido. Ao contrario
de TTA (leucina), GTA (valina), TCG/AGT/AGC (serina), CCG (prolina), ACG
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(treonina), GCG (alanina), CAC (histidina), AAA (lisina), GAA (glutamato), TGC
(cisteina), CGT/CGC/CGA/CGG (arginina) e GGT (glicina), cédons preteridos pelo
cinco genes RABV. Alguns cédons foram preferidos apenas por um dos cinco genes
virais, como TTT (fenilalanina) preferencial para o gene L, CTC/CTA (leucina)
preferido por P e M, respectivamente, ATT (isoleucina), preferido por N e GGC
(glicina), preferencialmente utilizado apenas pelo gene M. Os valores de RSCU dos
isolados est&o representados em cinco heatmaps, um para cada gene viral (figuras
26 a 30), facilitando a visualizagao individual do uso de codons por RABV, para os
diferentes isolados aqui analisados.

Cddons conservados, que se mostraram preferenciais por 100% dos isolados,
estdo identificados em vermelho nos heatmaps e ilustrados na tabela 5 abaixo.
Apenas o gene P ndo apresentou cdédon conservado para todos os isolados, gene N
com dois cédons conservados, seguido de M e G, com trés e quatro, respectivamente,
e, por fim, o0 gene L com maior numero de cédons conservados (onze), em relagéao

aos cinco genes de RABV.

Tabela 5 — Cédons conservados

aminoacido gene N gene M gene G gene L
Leucina (L) - - - TG
Serina (S) - TCT - TCT/TCA
Prolina (P) - - - CCT

Treonina (T) - - ACC ACA
Alanina (A) GCA - GCA GCA

Asparagina (N) - - - -
Glutamato (E) - - - GAG

Arginina (R) AGA AGA/AGG AGA AGA/AGG

Glicina (G) - - GGG GGA/GGG

Fonte: BARONE (2022).
Nota: Codons preferencialmente utilizados por todos os isolados, de
acordo com o gene.

Em relacdo aos codons preteridos de uso, que aparecem identificados em
verde nos heatmaps, nota-se que o codon CGC (arginina) foi o unico igualmente
preterido por todos os isolados, nos cinco genes RABV. De maneira geral, gene L foi
0 que apresentou o maior numero de codons preteridos, quinze no total, seguido pelo

gene G (oito), gene M (sete), gene N (seis) e gene P (cinco).
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Figura 26 — Heatmap dos valores de RSCU para o gene N dos isolados RABV e os respectivos hospedeiros originais
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Cada isolado esta representado em uma linha, cada coluna representa um coédon. Areas em branco ou azul indicam cédons neutros e preteridos, respectivamente; tons
mais escuros de azul indicam RSCU préximos de zero. Codons preferidos estdo em laranja e a intensidade do viés é proporcional a intensidade da cor. Cédons conservados
estéo identificados em vermelho, os preteridos por todos, em verde. A seta aponta o Unico isolado com uso de cédons divergente dos demais, para determinado aminoacido.



Figura 27 — Heatmap dos valores de RSCU para o gene P dos isolados RABV e os respectivos hospedeiros originais
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Cada isolado esta representado em uma linha, cada coluna representa um coédon. Areas em branco ou azul indicam cédons neutros e preteridos, respectivamente; tons
mais escuros de azul indicam RSCU préximos de zero. Cédons preferidos estdo em laranja e a intensidade do viés é proporcional a intensidade da cor. Cédons preteridos por
todos estéo identificados em verde. A seta aponta o Unico isolado com uso de cédons divergente dos demais, para determinado aminoacido.



Figura 28 — Heatmap dos valores de RSCU para o gene M dos isolados RABV e 0s respectivos hospedeiros originais
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Cada isolado esta representado em uma linha, cada coluna representa um coédon. Areas em branco ou azul indicam cédons neutros e preteridos, respectivamente; tons
mais escuros de azul indicam RSCU préximos de zero. Codons preferidos estdo em laranja e a intensidade do viés é proporcional a intensidade da cor. Cédons conservados
estéo identificados em vermelho, os preteridos por todos, em verde. A seta aponta o Unico isolado com uso de cédons divergente dos demais, para determinado aminoacido.



Figura 29 — Heatmap dos valores de RSCU para o gene G dos isolados RABV e os respectivos hospedeiros originais
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Cada isolado esta representado em uma linha, cada coluna representa um coédon. Areas em branco ou azul indicam cédons neutros e preteridos, respectivamente; tons
mais escuros de azul indicam RSCU préximos de zero. Codons preferidos estdo em laranja e a intensidade do viés é proporcional a intensidade da cor. Cédons conservados
estéo identificados em vermelho, os preteridos por todos, em verde. A seta aponta o Unico isolado com uso de cédons divergente dos demais, para determinado aminoacido.



Figura 30 — Heatmap dos valores de RSCU para o gene L dos isolados RABV e os respectivos hospedeiros originais
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Cada isolado esta representado em uma linha, cada coluna representa um coédon. Areas em branco ou azul indicam cédons neutros e preteridos, respectivamente; tons
mais escuros de azul indicam RSCU préximos de zero. Codons preferidos estdo em laranja e a intensidade do viés é proporcional a intensidade da cor. Cédons conservados
estéo identificados em vermelho, os preteridos por todos, em verde. A seta aponta o Unico isolado com uso de cédons divergente dos demais, para determinado aminoacido.
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No gene N, destaque para TCA, indicado pela seta preta no heatmap, preferido
pela maioria dos isolados analisados, com excecao do virus isolado de Homo sapiens
(China), que nao utilizou esse cédon como preferéncia para tradugao de serina, assim
como ACT e TAT, preferido por quase todos isolados, exceto pelo quirdptero Lasiurus
ega (Brasil) para tradugao de treonina e tirosina, respectivamente.

Para gene P, o cédon ATA apenas nao foi preferido pelo isolado Homo sapiens
(China) para traduzir isoleucina, como também ocorreu com TGT no roedor Marmota
monax (USA) e AGA no morcego hematéfago Desmodus rotundus (Guiana), para
traducgao de cisteina e arginina, respectivamente. Inversamente ao CGT, preterido em
uso por todos os isolados, sendo preferido apenas Lasiurus ega (Brasil) para tradugao
da arginina e TCG, preferido apenas pelo texugo do mel (Mellivora capensis -
Botswana) para tradug&o da serina.

Para tradugdo da cisteina no gene M, somente o quirdptero Nyctinomops
laticaudatus (Brasil) preferiu usar o cédon TGC, quando todos preferiram TGT. Assim
como apenas o quiroptero Parastrellus hesperus (USA) teve preferéncia por TTA para
codificar leucina, somente o furdo (Melogale moschata - China) usou ACG com
preferéncia para treonina, a civeta (Paradoxurus zeylonensis - Sri Lanka) com
preferéncia por AAT para traduzir asparagina e o isolado do porco (Sus scrofa
domesticus - China) preferiu GGT para glicina.

No gene G, antilope (Boselaphus tragocamelus - india) foi o Gnico com
preferéncia por AGC para codificar serina, igualmente ao cao doméstico (Canis lupus
familiaris - Brasil) e furdo (Melogale moschata - China), que preferiram CCG para
prolina e CGA para arginina, respectivamente.

Com os maiores indices de codons conservados e preteridos por todos os
isolados, o gene L apresentou algumas excegdes, como CTG que foi considerado
cédon neutro apenas pelo gamba manchado (Spilogale putorius - México), enquanto
todos o preferiram para a traducdo de leucina. O mesmo ocorreu com ATC no
quiroptero Myotis austroriparius (USA) e TAT em Lontra canadensis (USA), para
traducéao de isoleucina e tirosina, respectivamente. Enquanto TTA foi preferido apenas
por Lontra canadensis (USA) e GTA pelo quati (Nasua narica - México), para traduzir
leucina e valina, respectivamente, nenhum dos outros isolados apresentaram
preferéncia por esses codons.

Finalizando a analise de RSCU, apds a conversao dos valores em dados

binarios, foi gerada uma matriz binaria para cada um dos cinco genes RABV,
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juntamente com os dados binarios de RSCU das sequéncias de B-actina dos
hospedeiros terrestres e dos quirdpteros sequenciados neste estudo, resultando em
cinco matrizes compostas por 120 sequéncias de 59 caracteres. Partindo destas
matrizes, foram construidas cinco arvores filogenéticas baseadas em RSCU, sendo
uma para cada gene RABV, ilustradas nas figuras 31 a 35.

Como o objetivo das arvores de RSCU foi apenas classificar as amostras aqui
analisadas, as arvores foram representadas de maneira ndo enraizada, uma vez que
a analise evolutiva ndo foi o foco desta parte do estudo. Além disso, o comprimento
dos ramos foi ignorado nas representacgdes filogenéticas, tendo em vista que néo se
faz necessario verificar a distancia evolutiva das sequéncias analisadas (VERLI, 2014;
CALDART et al., 2016).

Os grupos de individuos foram segregados de acordo com a respectiva ordem
de mamiferos (carnivoros, primatas, roedores e ungulados) ou familia (Molossidae,
Phyllostomidae e Vespertilionidae), para os morcegos.

As cinco representacgdes filogenéticas segregaram em dois grandes grupos, um
com os isolados RABV e outro com as sequéncias de [(-actina, tanto das disponiveis
GenBank quanto as de quirépteros geradas na pesquisa. O padrao de distribuicdo no
grande ramo da B-actina ficou muito similar nas cinco arvores. Os isolados RABV
tiveram pequenas modificagdes de arranjos em cada uma das cinco representagoes,
de acordo com a similaridade de suas sequéncias binarias. A maioria das sequéncias
dos isolados RABV aparecem representadas em ramos distintos, sem mostrar
semelhanga com os demais isolados.

As sequéncias dos isolados que aparecem segregadas por ramos, pertencem
ao mesmo grupo de mamiferos ou tem semelhanca na origem geografica. No gene N,
por exemplo, os ramos com as sequéncias do morcego Artibeus lituratus (AB519641)
e do cédo domeéstico (KX148109), ou de macaco-prego (AB810256) e jupara
(MK920923), ambos do Brasil; assim como o isolado de esquilo (KX148221) e suricata
(KX148220), da Africa do Sul e cavalo (MG562521) e guaxinim (MN418184), dos USA
ou ainda, ovelha (LM645054) da Groenlandia e urso polar (MN233947) do territorio
Noroeste do Canada.

Os valores de bootstrap para os isolados RABV variaram entre 51 e 100 (genes
N/M), 52 e 100 (genes P/G) e 52 e 90 (gene L), para B-actina, variagao entre 51 e 90.
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Figura 31 — Arvore filogenética de RSCU (isolados - gene N)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Arvore filogenética de RSCU, a partir do gene N de RABV (localizadas na parte superior da figura, com
identificacdo em verde escuro) e mRNA B-actina (localizadas na parte inferior, com identificagdo em rosa escuro),
usando o método de distancia Neighbor-Joining (NJ), com 1000 repeticdes de bootstrap. As sequéncias estédo
identificadas pelo numero de acesso GenBank e segregadas por cor, de acordo com o grupo de mamiferos, conforme
legenda a esquerda da figura.
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Figura 32 - Arvore filogenética de RSCU (isolados - gene P)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Arvore filogenética de RSCU, a partir do gene P de RABV (localizadas na parte superior da figura, com
identificacdo em verde escuro) e mRNA de 3-actina (localizadas na parte inferior, com identificagdo em rosa escuro)
usando o método de distancia Neighbor-Joining (NJ), com 1000 repeticdes de bootstrap. As sequéncias estédo

identificadas pelo numero de acesso GenBank e segregadas por cor, de acordo com o grupo de mamiferos, conforme
legenda a esquerda da figura.



93

Figura 33 - Arvore filogenética de RSCU (isolados - gene M)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Arvore filogenética de RSCU, a partir do gene M de RABV (localizadas na parte superior da figura, com
identificacdo em verde escuro) e mRNA de B-actina (localizadas na parte inferior, com identificagdo em rosa escuro)
usando o método de distancia Neighbor-Joining (NJ), com 1000 repeticdes de bootstrap. As sequéncias estédo
identificadas pelo numero de acesso GenBank e segregadas por cor, de acordo com o grupo de mamiferos, conforme

legenda a esquerda da figura.
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Figura 34 - Arvore filogenética de RSCU (isolados - gene G)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Arvore filogenética de RSCU, a partir do gene G de RABV (localizadas na parte superior da figura, com
identificacdo em verde escuro) e mRNA de B-actina (localizadas na parte inferior, com identificagdo em rosa escuro)
usando o método de distancia Neighbor-Joining (NJ), com 1000 repeticdes de bootstrap. As sequéncias estédo
identificadas pelo numero de acesso GenBank e segregadas por cor, de acordo com o grupo de mamiferos, conforme
legenda a esquerda da figura.



Figura 35 - Arvore filogenética de RSCU (isolados - gene L)
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Fonte: BARONE (2022).

Nota: Arvore filogenética de RSCU, a partir do gene L de RABV (localizadas na parte superior da figura, com
identificacdo em verde escuro) e mRNA de 3-actina (localizadas na parte inferior, com identificagdo em rosa escuro)
usando o método de distancia Neighbor-Joining (NJ), com 1000 repeticdes de bootstrap. As sequéncias estido
identificadas pelo numero de acesso GenBank e segregadas por cor, de acordo com o grupo de mamiferos, conforme

legenda a esquerda da figura.
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13.3.3 indice Enc

Os valores de Enc obtidos para os cinco genes RABV estdo disponiveis no
quadro 7 abaixo. O valor médio de Enc entre todos os genes dos isolados analisados,
foi de 57,25, variando de 54,09 (isolado JQ685905 - gene M) a 59,74 (isolado
GU647092 - gene N), indicando baixo viés de uso de cédons por RABV em seus cinco

genes.

Quadro 7 — Valores de Enc para os cinco genes RABV

gene Enc Enc Enc desvio

RABV médio minimo | maximo | padrao
N 57,53 55,87 59,74 0,90
P 57,05 55,01 58,87 0,77
M 55,95 54,09 57,38 0,71
G 57,30 55,04 59,00 0,83
L 58,41 57,28 59,26 0,48

Fonte: BARONE (2022).

Nota: Quadro apresentando valores médio, minimo e
maximo de Enc, com respectivo desvio padrao para cada
um dos cinco genes RABV.

Os graficos apresentados na figura 36 representam o Enc-plot de cada gene
RABYV, os valores obtidos de Enc quando influenciados apenas pelos valores obtidos
de GC na 3?2 posicdo dos codons. Foram construidos com auxilio do software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Analisando os graficos de Enc-plot, em que os pontos laranja em disperséo
representam as amostras dos isolados RABV, € possivel notar que eles estao abaixo
da curva esperada, em azul, o que indicaria que a selecido natural esta atuando no

viés de uso de codons.



Figura 36 — Representagao grafica de Enc-plot para os cinco genes RABV
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Nota: Graficos representando os valores observados de Enc em relagdo ao contetdo GC na 32 posigao dos
coédons, para cada gene RABV. Os valores de Enc dos isolados estéo identificados pelos pontos laranja em
dispersao, a curva normal em azul representa os valores de Enc esperados para cada amostra. O ponto
laranja localizado a direita das demais amostras refere-se ao isolado de VHSV, utilizado como controle

negativo da pesquisa.
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13.3.4 indice CAI

A funcédo do indice CAl, neste estudo, foi indicar a similaridade de uso de
cédons sinbnimos entre os cinco genes RABV quando comparados ao gene da [3-
actina, que é altamente expressa em mamiferos, além de inferir sua expressdo em
cada sistema usado como referéncia.

Os baixos valores de CAIl obtidos, apresentados no quadro 8, mostram
similaridade entre todos os isolados RABV, independente do gene viral e do grupo de
possiveis hospedeiros ao qual foram comparados (terrestres ou quirépteros).

O teste de Kolmogorov-Smirnov, aplicado no calculo de e-CAl, apontou valores
maiores que o nivel de significancia estatistica (p<0,05), indicando que os dados

apresentaram uma distribuigdo normal entre si.

Quadro 8 - Valores médios de CAl para os cinco genes RABV em comparagao com a B-actina

gene hospedeiros terrestres (GenBank) quirépteros (sequenciados no estudo)
RABV CAl  |desvio padrdo |e-CAl (p<0,05)]  CAl  |desvio padrdo |e-CAl (p<0,05)
N 0,194 0,010 0,240 0,173 0,011 0,208
P 0,212 0,011 0,260 0,174 0,012 0,204
M 0,222 0,020 0,259 0,182 0,018 0,208
G 0,201 0,011 0,265 0,175 0,012 0,217
L 0,189 0,006 0,246 0,169 0,007 0,197

Fonte: BARONE (2022).

Nota: Quadro com valores médios de CAI, obtidos para os cinco genes RABV, quando
comparados com as sequéncias de -actina dos possiveis hospedeiros terrestres (GenBank) e
com as sequéncias de quirdpteros geradas neste estudo. Valores de CAl esperado (e-CAl)
foram calculados com base no teste de Kolmogorov-Smirnov, como parte do software CAlcal
Server.

Em segundo momento, as sequéncias RABV foram usadas em comparagao
com os conjuntos de referéncia de uso de cdédons do software CAlcal. Foram
encontradas apenas trés espécies de quirdpteros disponiveis para utilizagao: Carollia
perspicillata, Myotis lucifugus e Desmodus rotundus, também foram utilizados os
conjuntos referéncia disponiveis de Mus musculus e Homo sapiens.

Os valores obtidos estao dispostos no quadro 9 e mostram que as trés espécies
de quirdpteros, usadas como referéncia de genes altamente expressos, apresentaram
um consideravel aumento em seus valores de CAIl, em comparacdo ao uso das

sequéncias geradas da B-actina, como gene de referéncia. Os valores obtidos para os
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conjuntos referéncia de genes altamente expressos de Mus musculus e Homo sapiens

apresentaram-se com indices ainda maiores em todos os genes RABV.

Quadro 9 - Valores médios de CAIl para os cinco genes RABV comparados ao conjunto de referéncia
CAlcal

gene [Carollia perspicillata| Myotis lucifugus |Desmodus rotundus| Mus musculus Homo sapiens
RABV| CAl | desvio | CAlI | desvio | CAlI | desvio | CAl | desvo | CAl | desvio
N 0,416 0,014 0,560 0,012 0,589 0,018 0,742 0,009 0,748 0,010
0,449 0,015 0,576 0,016 0,586 0,025 0,746 0,009 0,751 0,010
0,466 0,018 0,602 0,025 0,617 0,038 0,756 0,015 0,759 0,015
0,422 0,011 0,563 0,020 0,609 0,024 0,738 0,009 0,742 0,008
0,437 0,007 0,563 0,007 0,563 0,010 0,745 0,006 0,750 0,005

r O T

Fonte: BARONE (2022).
Nota: Quadro com valores médios de CAI, obtidos para os cinco genes RABV, quando comparados
com o conjunto de referéncia de genes altamente expressos disponiveis no software CAlcal Server.

13.3.5 indice RCDI

Os valores obtidos para o indice RCDI estdo detalhados no quadro 10 abaixo
e mostram que, tanto os possiveis hospedeiros terrestres aqui analisados, quanto os
quirdpteros sequenciados, apresentaram altos indices de desotimizagao de cddons
(quando RCDI >1).

Quadro 10 — Valores de RCDI para os cinco genes RABV em comparagédo com a f3-actina

gene hospedeiros terrestres (GenBank) quirépteros (sequenciados no estudo)
RABV | RcDI intervalo e-RCDI (p<0,05)| RCDI intervalo e-RCDI (p<0,05)
N 28,55 18,31 - 39,98 37,91 39,51 13,16 - 51,19 16,52
P 26,08 17,49 - 37,70 34,83 35,96 12,52 - 50,75 16,19
M 26,79 19,35 - 41,92 35,37 35,25 12,64 - 48,38 15,93
G 26,03 17,84 - 37,63 34,86 34,75 12,37 - 45,80 15,05
L 28,96 20,78 - 45,49 38,31 37,10 13,30 - 50,39 16,26

Fonte: BARONE (2022).

Nota: Quadro com valores de RCDI (mediana), obtidos para os cinco genes RABV, quando
comparados com as sequéncias de [3-actina dos possiveis hospedeiros terrestres (GenBank) e com
as sequéncias de quiropteros geradas neste estudo. Valores de RCDI esperado (e-RCDI) foram
calculados com base no teste de Kolmogorov-Smirnov, como parte do software CAlcal Server.

Entre as espécies utilizadas como referéncia, a B-actina dos possiveis
hospedeiros terrestres, os roedores apresentaram os menores indices de RCDI,

enquanto que os ungulados foram os individuos com os valores mais altos.
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Quando as sequéncias RABV foram comparadas com os mesmos conjuntos
de referéncia ja utilizados no calculo do indice CAl, os resultados de RCDI obtidos
foram inferiores ao das sequéncias de [-actina, mas, ainda assim, permaneceram
elevados (RCDI >1), como indica o quadro 11 a seguir. Os valores obtidos para o
conjunto referéncia de Mus musculus e Homo sapiens mostraram os menores indices
em todos os genes RABV - assim como ocorreu anteriormente, de maneira

inversamente proporcional, nos resultados do indice CAL.

Quadro 11 - Valores de RCDI para os cinco genes RABV comparados ao conjunto de referéncia CAlcal

gene Carollia perspicillata| Myotis lucifugus |Desmodus rotundus Mus musculus Homo sapiens

RABV | RcDI | e-RCDI | RCDI | e-RCDI | RCDI | e-RCDI | RCDI | e-RCDI | RCDI | e-RCDI

N 3,78 5,05 2,87 3,93 14,24 26,23 1,35 1,49 1,34 1,46
P 2,88 3,89 3,06 4,25 15,13 27,85 1,33 1,46 1,30 1,43
M 3,13 4,27 3,16 4,35 13,00 25,27 1,33 1,46 1,32 1,45
G 3,46 4,72 3,07 4,32 13,04 25,00 1,32 1,45 1,32 1,45
L

3,60 4,91 3,16 4,36 15,10 28,07 1,35 1,49 1,33 1,47

Fonte: BARONE (2022).
Nota: Quadro com valores de RCDI (mediana), obtidos para os cinco genes RABV, quando comparados
com o conjunto de referéncia de genes altamente expressos disponiveis no software CAlcal Server.

Entre as espécies dos conjuntos de referéncia de genes altamente expressos,
Homo sapiens e Mus musculus se mostraram com indices RCDI proximos de 1 (média
entre os genes de 1,32 e 1,34, respectivamente), indicando similaridade entre o uso
de cbédons por RABV e esses hospedeiros. Seguidos pelos quirdpteros Myotis
lucifugus (média de 3,06) e Carollia perspicillata (média de 3,37), com valores
parecidos. Ja o morcego hematdéfago Desmodus rotundus se destacou pelos mais

altos indices de RCDI entre todos os conjuntos (média de 14,10).

13.4 ENSAIQOS in vivo

A quantificacdo referente a carga viral RABV encontrada no quirdptero
(3257/21) e em cada camundongo, das dez passagens realizadas, estao disponiveis
na tabela 6, em que também é possivel verificar o tempo de incubagao do virus no

hospedeiro, até o aparecimento do primeiro sintoma neuroldgico.



Tabela 6 — Carga viral RABV

amostra/ n°

da periodo sle n° de copias de logro
passagem incubacgao RNA/mL

original - 1.068.128.585,06 9,03
12 p. 8 dias 477.065.895,28 8,68
22 p. 6 dias 1.676.284.453,40 9,22
32 p. 6 dias 1.527.560.517,76 9,18
43 p, 6 dias 2.888.832.112,91 9,46
52 p. 6 dias 2.420.684.570,47 9,38
62 p. 6 dias 2.341.449.115,55 9,37
72 p. 6 dias 2.927.139.845,02 9,47
82 p. 6 dias 3.237.841.433,47 9,51
9 p. 5 dias 1.782.363.652,24 9,25
102 p. 4 dias 1.408.536.392,92 9,15

Fonte: BARONE (2022).

Nota: Tabela com a identificagdo da amostra e sua respectiva

carga viral.
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Os valores de copias de RNA viral/mL foram convertidos em logaritmo na base

10, para otimizar a representagao grafica, em que € possivel notar queda da carga

viral da amostra original de quirdptero para a 12 passagem em camundongo, seguida

de aumento e provavel estabilidade viral até a 82 passagem, em que, aparentemente,

ha pequena diminuicdo da carga viral (figura 37). Nota-se que, neste mesmo

momento, o periodo de incubacéao foi reduzido em 1 e 2 dias, respectivamente na 92

e 102 passagens.

Figura 37 — Representagao grafica da carga viral RABV
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Avaliando geneticamente as sequéncias da amostra original de quirdptero
3257/21 e das passagens em camundongos, ndo houve mutagéo no gene N parcial,
em todas as passagens o virus permaneceu como originalmente foi encontrado. No
gene G, em que o sequenciamento foi completo ja na amostra original do quiréptero
3257/21, é possivel notar a presenga de dois nucleotideos na mesma posi¢ao (pico
duplo), no cédon 333.

Apesar do software atribuir o nucleotideo Adenina para esta posicédo, a
presenca de ambos os nucleotideos (Adenina e Guanina) é evidente, desde a amostra

original até a 10? passagem, como mostra a figura 38.

Figura 38 — Eletroferogramas referente ao aminoacido 333 do gene G de RABV

GTTQEQ}CT GTT@ﬁ@ACT GTTéXGACT
. =" (e
y \/fw\/\ \
i e '13° piere e g e oy
GTT@EQACT GTTQ?GACT GTTéﬁ@ACT
A\ A = f\
MM AR
8% passagem em 9% passagem em 10? passagem em
camundongo camundongo camundongo

Fonte: BARONE (2022).

Nota: Imagem ilustrativa dos eletroferogramas, evidenciando a presenga de dois picos (com os nucleotideos
Adenina e Guanina) na 22 posi¢ao do cédon no aminoacido 333 do gene G de RABV, destacado com
retdngulo pontilhado. O esquema ilustra a amostra original do quirdptero 3257/21, primeiras e ultimas
passagens em camundongo.

Para a analise do indice CAI, ao qual este experimento in vivo foi proposto,
foram utilizadas as sequéncias dos genes N e G de RABV, da amostra original do
quirdptero 3257/21 e das passagens em camundongos e, como conjunto de referéncia
de genes altamente expressos, as sequéncias de B-actina geradas do Artibeus

lituratus e do camundongo albino suigo foram empregadas.
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Os valores encontrados estdo dispostos no quadro 12 e mostram total
concordancia com os valores de CAl vistos anteriormente, quando foram usados os
cinco genes RABV de isolados disponiveis no GenBank, em comparagdo com o
conjunto de referéncia da 3-actina das amostras de quirépteros geradas neste estudo,
além de sequéncias da (B-actina disponiveis de possiveis hospedeiros terrestres.

Para finalizar a analise, o indice RCDI também foi avaliado nestas sequéncias
RABV e com os mesmos conjuntos de referéncia da B-actina do Artibeus lituratus e
do camundongo. Os dados estao incluidos no quadro 12 e mostraram, mais uma vez,

que sao inversamente proporcionais aos valores de CAl.

Quadro 12 - Valores de CAl e RCDI para os genes N e G de RABV, 3-actina como referéncia

genes Artibeus lituratus camundongo albino suigo
RABV CAl desvio RCDI desvio CAl desvio RCDI desvio
médio padréo médio padréo médio padréo médio padréo
N 0,169 0,0 13,733 0,0 0,291 0,0 7,543 0,0

0,190 0,001 12,419 | 0,012 0,291 0,001 7,736 0,017

Fonte: BARONE (2022).

Nota: Valores médios de CAl e RCDI, referente a amostra original do quiréptero 3257/21 e
dez passagens em camundongos. Obtidos para os genes N e G de RABV, utilizando como
conjunto de referéncia as sequéncias da B-actina de Artibeus lituratus e camundongo albino
suigo, geradas neste estudo.

Os valores de CAl para o gene N e referéncia de B-actina de Artibeus lituratus
tiveram variagcdo nula (desvio padréo=0,0) entre a amostra original e as dez
passagens, sendo que todas apresentaram CAI=0,169. O mesmo ocorreu com 0s
valores de CAl e referéncia da B-actina de camundongo albino suigco, sem variagoes
entre a amostra original e as passagens (CAI=0,291). Para o gene G, houve minima
variagdo (desvio padrdo=0,001) nos valores de CAIl entre a amostra original do
quiréptero 3257/21 e as dez passagens: 0,190 - 0,191 e 0,290 - 0,292,
respectivamente para Artibeus lituratus e camundongo.

Valores de RCDI reproduziram os resultados de CAl, desvio padrdo=0,0 nas
passagens no gene N e pequena variagao para gene G: de 12,399 - 12,428 para
Artibeus lituratus (desvio padrao=0,012) e 7,721 — 7,755 para camundongo albino

suico (desvio padrao=0,017).
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14 DISCUSSAO

Com base no valor médio do conteudo CG total dos isolados (46,17%), nota-se
que RABYV é rico em nucleotideos A+T em sua composigao, fato reconhecido tanto
para RABV quanto para os outros Lyssavirus (HERSHBERG; PETROV, 2008; HE et
al., 2017), exceto para ELBV-1 (ZHANG et al., 2018). Valores semelhantes ja foram
relatados em pesquisas anteriores envolvendo RABV, como 47,36% encontrado por
Morla; Makhija; Kumar (2016) e 45,63% relatados por Zhang et al. (2018).

Essa preferéncia por nucleotideos A+T também é observada em outros virus
RNA, como o HeV — Hendra virus (KUMAR et al., 2018a), NiV — Nipah virus (KHANDIA
et al., 2019), HTNV - hantavirus (ATA et al.,, 2021) e SARS-CoV-2 (HUSSAIN;
RASOOL; POTTATHIL, 2021), por exemplo.

Durante a analise dos valores de RSCU, foi possivel elencar os 18 cédons
sinbnimos mais utilizados por RABV, sendo a maioria deles terminados em A/T,
resultado equivalente ao encontrado por He et al., (2017) e Zhang et al. (2018), ao
analisarem diferentes isolados do virus.

Para os isolados analisados neste estudo, os cinco genes que formam o
genoma do RABYV apresentaram baixo viés de utilizagado de cddons e pouca variagéo
entre eles, concordando com Jenkins e Holmes (2003), o que foi aqui evidenciado
pela média de Enc (57,25) assim como os valores de 55,94, 56,33 e 53,84,
encontrados por Morla; Makhija; Kumar (2016), He et al., (2017) e Zhang et al. (2018),
respectivamente.

O baixo viés também ¢é observado em outros virus RNA, como exemplo do
EBOV (Ebola virus), H5N1 (influenza A aviaria), HeV, HTNV, NiV, PAstVs (astrovirus
porcino), SARS-CoV-2, WNV (febre do Nilo Ocidental) e ZIKV (Zika virus)
(MORATORIO et al., 2013; KUMAR et al., 2018a; KHANDIA et al., 2019; WU, et al.,
2020; ATA et al., 2021; HUSSAIN; RASOOL; POTTATHIL, 2021; NAMBOU; ANAKPA;
TONG, 2022), sendo essa uma caracteristica bastante conhecida de RABV,
considerado o representante com menor viés de uso de cdédons entre os Lyssavirus,
segundo Zhang et al. (2018).

Geralmente os virus que possuem numero reduzido de hospedeiros tem viés
mais forte que os virus com maior diversidade de hospedeiros (TIAN et al., 2018). O
baixo vies de RABV pode auxiliar o virus a transpor os mecanismos de defesa do
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hospedeiro, diminuindo as barreiras que impediriam sua replicacado, permitindo uma
infeccdo bem-sucedida (ZHANG et al., 2018).

Ao analisar os graficos de Enc-plot, ficou evidente que todos os isolados RABV
aparecem abaixo da curva esperada para os cinco genes, e, assim como indicado
anteriormente por Chen (2013); Morla; Makhija e Kumar (2016); He et al., (2017) e
Zhang et al., (2018), torna-se possivel inferir que o viés de uso de cddons por RABV
permanece sob influéncia da selegao natural.

Os baixos valores de CAIl obtidos para os isolados RABV aqui analisados
podem indicar, em primeiro momento, um baixo fitness viral em relagdo aos cdédons
dos possiveis hospedeiros utilizados como conjuntos de referéncia (B-actina de
terrestres GenBank e [(-actina dos quirdpteros sequenciados). Ao comparar 0s
mesmos isolados RABV com outros conjuntos de referéncia, observou-se um
aumento significativo nos valores CAl, principalmente para as referéncias de Mus
musculus e Homo sapiens. Estes resultados, quando nos referimos aos quirdpteros,
poderiam justificar o maior tempo de incubag¢do de RABV nesses animais — de até 180
dias, segundo Davis, Dupuis e Rudd (2012), quando comparado aos caes e humanos,
onde o virus permanece em incubacgao entre 1 e 2 meses (CHARLTON et al., 1997)
ou aos camundongos, que possuem um periodo de incubagao reduzido para até 30
dias (BELL; MOORE, 1974; BAER et al., 1977).

Um menor valor de CAIl indica menor expressdo dos genes virais e, por
consequéncia, menor viruléncia e resposta imune. Com isso, os resultados de CAI
obtidos neste estudo poderiam sugerir menor adaptacédo do RABV aos quirdpteros,
quando comparados aos humanos e camundongos, por exemplo, 0 que seria
contraditorio, tendo em vista que os morcegos séo reservatorios de RABV, além de
outros virus zoonéticos (FUMAGALLI; ZAPPER; LA PORTA, 2021).

Entretanto, Khandia et al. (2019) observaram o mesmo resultado em
experimentos com Nipah virus, quando compararam seu hospedeiro modelo (ferret) a
outros hospedeiros. Resultado igualmente obtido por Furid et al., (2012), em
experimentos como o VSV (virus da estomatite vesicular) — um Rhabdoviridae da
mesma subfamilia onde RABV esta inserido (Alpharhabdovirinae).

Portanto, os baixos valores de CAl obtidos neste estudo concordam com o
exposto por Kumar et al. (2018a) ao concluirem que menores indices de CAl em
hospedeiros reservatérios podem ser resultado da baixa replicacdo viral nesses

hospedeiros.
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Esse resultado foi corroborado pelos elevados indices RCDI encontrados para
as sequéncias de B-actina dos quirépteros (média de 37,10 entre os cinco genes) e
baixos indices para as referéncias de Mus musculus (1,34) e Homo sapiens (1,32),
sugerindo que nos quirdpteros, a expressdo de RABV possa ocorrer em fase de
incubacgdo viral (PUIGBO; ARAGONES; GARCIA-VALLVE, 2010; KUMAR et al.,
2018a; KHANDIA et al., 2019). Caso semelhante foi divulgado por Nasrullah et al. em
2015, ao observar que MARV (Marburg virus) demostrou maior adaptacédo em seu
hospedeiro terminal (Homo sapiens) em comparagao ao seu reservatorio natural, o
morcego egipcio (Rousettus aegyptiacus).

Baixa replicacao viral ou expressao em fase de laténcia podem levar a um
padrao alternativo de uso de codons, até que o virus possa se estabelecer com
sucesso no hospedeiro (KUMAR et al., 2018a). Uma replicagdo viral acentuada seria
capaz de aumentar o sucesso de invasdo ao SNC do hospedeiro, resultando em
resposta do sistema imunoldgico e provavel eliminagao do virus (MARSTON et al.,
2018). Respostas clinicas graves sdo desastrosas para a sobrevivéncia viral, portanto,
a manutencao de baixa taxa de replicagdo em um hospedeiro bem adaptado pode ser
uma estratégia evolutiva para escapar do sistema de defesa hospedeiro (HUSSAIN;
RASOOL; POTTATHIL, 2021).

Considerando que a coevolugao dos Lyssavirus com os quirdpteros definiu o
RABV como o conhecemos hoje (MARSTON et al., 2018) e tomando por base a
afirmacao de Tian et al., (2018) de que a extensdo do viés de uso de cédons afeta
diretamente a sobrevivéncia e o fitness viral e que ambos precisam coevoluir para que
0 virus possa se replicar de maneira eficiente, € possivel inferir que as diferengas de
utilizacdo de cddons possam explicar o fato de RABV apresentar-se fatal para
humanos, domeésticos e outros mamiferos, mas nem sempre em morcegos (HOLMES
et al., 2002).

E possivel que estes menores indices de adaptacédo de cédons do RABV aos
quiropteros sejam resultado do longo processo de coevolugédo entre eles,
concordando com Luo et al., (2018), ao apontar que os virus emergentes tém menores
indices de adaptagcdo em seus hospedeiros reservatorios, em comparagao aos
hospedeiros terminais, sendo um facilitador para a circulagéo viral a longo prazo e

para a coexisténcia dos virus e seus reservatorios.



107

Assim, nao se comprova a hipotese de que padrdes de utilizagdo de cédons
podem explicar variagdes na viruléncia de linhagens de RABV entre quirdpteros e
mamiferos terrestres.

Deve-se ressaltar que o viés de utilizacdo de cdédons é apenas uma das
diversas unidades de sele¢ao que devem ser levadas em consideracdo em estudos
de coevolugédo virus-hospedeiros. Estudos sob o ponto de vista de Biologia de
Sistemas que associem este tipo de analise aquelas baseadas em, por exemplo,
afinidade por diferentes receptores, protedmica viral e celular durante a infec¢ao em
diversos hospedeiros, resposta imune celular e humoral e a cinética de replicagao viral
em diferentes tipos celulares, sdo essenciais para um entendimento mais acurado dos

modos de evolugao do RABV.

15 CONCLUSOES

15.1 A diversidade nos padrdes de uso de codons por RABYV ¢ influenciada pela
coevolugédo entre virus e hospedeiros, principalmente os quirdpteros.

15.2 Diferencas de adaptacdo de cdédons de RABV em quirépteros e
camundongos, quando medidas em relacdo ao gene da B-actina, ndo explicam
completamente as diferencas de viruléncia entres estes animais.

15.3 A selecao natural molda o viés de uso de codons de RABV.
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APENDICE A — Sequéncias do gene COI de quirépteros utilizadas como banco de

dados, disponiveis no GenBank

Familia Espécie Acesso GenBank Voucher Origem
Cynomops planirostris OK493382 IP1661/2015 Brasil
Cynomops planirostris EF080319 ROM 97854 Guiana
Eumops auripendulus JF454657 ROM 103342 Guiana
Eumops auripendulus JF448843 ROM 105526 Equador
Eumops glaucinus OM169004 IP2052/2015 Brasil
Eumops glaucinus OM169002 IP1843/2015 Brasil
Molossops neglectus EF080461 ROM 108483 Guiana
Molossops neglectus EF080458 ROM 108447 Guiana
Molossus molossus JF455091 ROM 103558 Guiana
) Molossus molossus JF448977 ROM F41836 Equador
Molossidae )
Molossus rufus JF455100 ROM 107250 Guiana
Molossus rufus JF447688 ROM 116999 Suriname
Nyctinomops femorosaccus HQ980028 CIBNOR 7900 México
Nyctinomops laticaudatus JF447304 ROM 96422 México
Nyctinomops laticaudatus JF447302 ROM FN30234 México
Nyctinomops macrotis EF080535 ROM 108485 Guiana
Promops centralis MH185192 ROM F49133 México
Promops davisoni MH185193 ROM F125587 Peru
Tadarida brasiliensis JF446884 ROM FN31378 Guatemala
Tadarida brasiliensis HQ575930 CIBNOR 5396 México
Artibeus fimbriatus JF446311 ROM 111160 Brasil
Artibeus fimbriatus JF446310 ROM 111097 Brasil
Artibeus lituratus JF447524 ROM 116972 Suriname
Artibeus lituratus JF452885 ROM 101037 Guiana
Artibeus planirostris JF447783 ROM 107888 Venezuela
Artibeus planirostris JF453675 ROM 102924 Guiana
Carollia perspicillata JF448007 ROM 112173 Nicaragua
Carollia perspicillata JF448006 ROM 97499 México
) Glossophaga soricina JF448045 ROM 113898 Suriname
Phyllostomidae o
Glossophaga soricina JF446796 ROM 99236 Guatemala
Micronycteris megalotis JF448925 ROM 118782 Equador
Micronycteris megalotis JF435493 ROM 97452 México
Phyllostomus discolor JF448100 ROM 101304 El Salvador
Phyllostomus discolor JF446815 ROM 98494 Guatemala
Platyrrhinus lineatus JF446382 ROM 111084 Brasil
Platyrrhinus lineatus JF446381 ROM 111156 Brasil
Sturnira lilium JF449192 ROM 105965 Equador
Sturnira lilium JF447732 ROM 117090 Suriname
Eptesicus furinalis JF499012 BCBF-132 Belize
Vespertilionidae Eptesicus furinalis HQ545594 ROM 120131 Suriname
Lasiurus blossevillii JF448048 ROM 104285 Panama
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Lasiurus blosseuvillii JF446799 ROM 99784 Guatemala
Lasiurus cinereus GU722968 TN59 USA
Lasiurus cinereus GU722963 CA7979 Panama
Myotis albescens JF455112 ROM 107047 Guiana
Myotis albescens JF447689 ROM 117001 Suriname

Myotis nigricans JQ601631 ROM 106162 Equador
Myotis nigricans JQ601612 ROM F37461 Equador
Myotis sp. OK413003 IP1206/2015 Brasil

APENDICE B — Quirdpteros da familia Molossidae utilizados para amplificacdo do

gene COI
Espécie Origem n° amostra Acesso
GenBank
Séo Paulo 831/20_SP OM802850
Sorocaba 874/20_SOC OM807198
Sorocaba 876/20_SOC OM811674
Jundiai 1111/20_JAl OM830231
Jundiai 1113/20_JAl OM818816
Sorocaba 1129/20_SOC OM818817
Sorocaba 1130/20_SOC OM819019
Sorocaba 1136/20_SOC OM830229
Campinas 1173/20_CAS OM824460
. ) Campinas 1175/20_CAS OM830230
Cynomops planirostris )
Campinas 1177/20_CAS OM829805
Campinas 1183/20_CAS OM836428
Jundiai 1215/20_JAl OM830310
Sorocaba 1250/20_SOC OM830331
Sorocaba 1253/20_SOC OM830487
Campinas 1274/20_CAS OM830711
Piracicaba 1285/20_PAA OM836430
Jundiai 1297/20_JAI OoM836427
Séo Paulo 2256/20_SP OM831944
Séo Paulo 2257/20_SP OM836426
Sao José dos Campos  1290/20_SJC OM831945
Séo Paulo 1485/20_SP OM831947
Séo Paulo 1742/20_SP OM839779
) Aguas de Sdo Pedro  2021/20_ASO OM839778
Eumops auripendulus ,
Cotia 2897/20_COA OM839769
Sao José dos Campos  2941/20_SJC OM839758
Itu 261/21_ITU OM839768
Séo Paulo 2607/21_SP OM839765
) Sao José dos Campos  841/20_SJC OM839776
Eumops glaucinus
Sorocaba 878/20_SOC OoM839777




Piracicaba 894/20_PAA OM839773
Jundiai 920/20_JAl OM839766
Osasco 1044/20_0OCO OM839783

Campinas 1065/20_CAS OM849657

Piracicaba 1124/20_PAA OM849655

Sorocaba 1132/20_SOC OM849654

Piracicaba 1207/20_PAA OM849652

Sorocaba 1251/20_SOC OM849646

Campinas 1277/20_CAS OM849643

Piracicaba 1284/20_PAA OM849645

Piracicaba 1287/20_PAA OM849658
Jundiai 1295/20_JAI OM849642

Campinas 1319/20_CAS OM849660

Piracicaba 1353/20_PAA OM849662

Campinas 1414/20_CAS OM839767

Piracicaba 1451/20_PAA OM839771
Jundiai 1457/20_JAI OM839782

Campinas 1811/20_CAS OM839772

Piracicaba 843/20_PAA OM843135

Mairipora 844/20_MAR OM849659

Séo Paulo 1080/20_SP OM849656

Sorocaba 1137/20_SOC OM843136

Séo Paulo 1303/20_SP OM849653

Campinas 1316/20_CAS OM849647

Campinas 1410/20_CAS OM849663

Séo Paulo 1440/20_SP OM849650

Séo Paulo 1446/20_SP OoM843217

Eumops perotis Jundiai 1461/20_JAl OM849661

Campinas 1501/20_CAS OM849641

Campinas 1507/20_CAS 0OM844020

Campinas 1711/20_CAS OM849644

Sorocaba 2129/20_SOC OM849651

Campinas 2462/20_CAS OM845232

Campinas 218/21_CAS OM849649

S&o José do Rio Preto  1107/21_SRR OM849640

Sorocaba 1937/21_SOC 0OM849648

Campinas 2179/21_CAS OM845234

Sé&o Paulo 856/20_SP 0OM849245

Molossops neglectus Sao Paulo 880/20_SP OM863950

Séo Paulo 2048/20_SP OM850171

Barueri 810/20_BRE OM855542

S&o José do Rio Preto  835/20_SRR OM855549

Molossus molossus Sao José dos Campos  838/20_SJC OM855559
Sao José dos Campos  839/20_SJC OM855570

Barueri 842/20 BRE OM863948
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Piracicaba 845/20_PAA OM856343

Piracicaba 846/20_PAA OM856827

Sorocaba 875/20_SOC OM863946

Séo Paulo 888/20_SP OM857594

Sao0 José dos Campos  890/20_SJC OoM863947

Piracicaba 896/20_PAA OM857920

Piracicaba 900/20_PAA OM857921

Séo Paulo 904/20_SP OM863953

Jundiai 923/20_JAI OM863954

Jundiai 926/20_JAlI OM859333

Aguas de Sdo Pedro  1123/20_ASO OM859332

Caraguatatuba 1243/20_CGT OM863951

Caraguatatuba 1245/20_CGT OM863949

Itu 1491/20_ITU OM863952

Saltinho 1585/20_SALN OM860202

Séo Paulo 829/20_SP OM860261

Sao José do Rio Preto  837/20_SRR OM860304

Sé&o José do Rio Preto  1100/20_SRR OM864532

Séo Paulo 1126/20_SP OM864533

Sorocaba 1131/20_SOC OM864575

Sorocaba 1249/20_SOC OM864574

Jundiai 1258/20_JAI OM864580

Campinas 1309/20_CAS OM864585

Sao José dos Campos  1325/20_SJC OM864596

Sao José dos Campos  1356/20_SJC OM864636

Molossus rufus

Sorocaba 1622/20_SOC OM867237

Jundiai 1656/20_JAl OoMmM887447

Itu 1751/20_ITU OM884011

Campinas 1937/20_CAS oM884027

Piracicaba 2022/20_PAA OM887448

Piracicaba 2023/20_PAA OM887445

Piracicaba 2024/20_PAA OM887444

Itu 271/21_1TU OM884032

Barueri 2087/21_BRE OoM887443

Sao José dos Campos  2266/21_SJC OM884035

Sorocaba 867/20_SOC OM902674

Sorocaba 870/20_SOC OM902676

Sao José dos Campos  942/20_SJC OM902684

Séo Paulo 1227/20_SP OM912378

. . Sao José dos Campos  1234/20_SJC OoM903878
Nyctinomops laticaudatus

Caraguatatuba 1244/20_CGT OM903882

Americana 1264/20_AMR OM903883

Séo Paulo 1288/20_SP OM912376

Sao José dos Campos  1324/20_SJC OM903886

Sé&o Paulo 1437/20_SP OM903887
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Séo Paulo 1496/20_SP OM912380

Sorocaba 1517/20_SOC OM903924

Campinas 1525/20 _CAS OM903953

Campinas 1546/20_CAS OM904046

Séo Paulo 2154/20_SP OM904932

Campinas 2682/21_CAS OM904938

Séo Paulo 940/20_SP 0OM909248

Barueri 1125/20_BRE OM912370

Sao José dos Campos  1209/20_SJC OM910704

Séo Paulo 1349/20_SP OM910741

Séo Paulo 1393/20_SP OM912373

Sé&o Paulo 1552/20_SP OM912374

Séo Paulo 1823/20_SP OM912371

Séo Paulo 2016/20_SP OM913591

Séo Paulo 2247/20_SP OM913594

. . Séo Paulo 247/21_SP OM913593
Nyctinomops macrotis . -

Séo Paulo 358/21_SP OM913588

Séo Paulo 380/21_SP OM913595

Séo Paulo 500/21_SP OM913589

Séo Paulo 728/21_SP OM913590

Séo Paulo 973/21_SP OM913592

Séo Paulo 1026/21_SP 0OM924048

Séo Paulo 1161/21_SP OM924054

Séo Paulo 1508/21_SP OM924043

Piracicaba 2385/21_PAA OM924046

Sao José do Rio Preto  2827/21_SRR 0OM924049

Sorocaba 805/20_SOC OM918261

Sorocaba 807/20_SOC 0OM924058

Sorocaba 877/20_SOC OM924035

Campinas 2423/20_CAS OM918263

Séo Paulo 2430/20_SP OM918264

Campinas 2567/20_CAS OM918265

Campinas 2610/20_CAS 0OM924040

Jundiai 2640/20_JAl OM924032

Sao José dos Campos  2647/20_SJC OM918374

Promops nasutus - i

Sao José dos Campos  2649/20_SJC OM918377

Sao José dos Campos  2785/20_SJC OM924051

Sorocaba 3100/20_SOC 0OM924033

Séo Paulo 303/21_SP OM918378

Séo Paulo 499/21_SP OM918379

Jundiai 582/21_JAI OM924036

Séo Paulo 742/21_SP OM924034

Séo Paulo 1058/21_SP OM924038

Campinas 3238/21_CAS 0OM924055

Tadarida brasiliensis Sao Paulo 812/20_SP OM918380
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Séo Paulo
Sao Paulo
Séo Paulo
Séo Paulo
Jundiai
Séo Paulo
Sao Paulo
Séo Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Séo Paulo
Sao Paulo
Séo Paulo
Sao Paulo
Guarulhos
Osasco
Sao Paulo
Séo Paulo
Campinas

832/20_SP
855/20_SP
881/20_SP
905/20_SP
922/20_JAI
936/20_SP
937/20_SP
1228/20_SP
1334/20_SP
1515/20_SP
1542/20_SP
1543/20_SP
1578/20_SP
1591/20_SP

1723/20_GRS
1725/20_OCO

1737/20_SP
1826/20_SP

1941/20_CAS

OM924052
OM924060
OM924039

OM924045
OM920026
OM920029
OM920032
OM924053
OM920034
OM924061
OM924057
OM924056
OM924037
OM924050
OoM924047
OM924059
OM924062
OM924042
OM920068
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APENDICE C — Quirdpteros da familia Phyllostomidae utilizados para amplificagdo

do gene COI
Espécie Origem n° amostra Acesso GenBank
Sé&o Paulo 1262/20_SP OM920069
Séo Paulo 1401/20_SP OM920071
Campinas 1416/20_CAS 0OM924041
Séo Paulo 1516/20_SP OM920072
Artibeus fimbriatus .Séo Paulo 1784/20_SP OM921006
Presidente Prudente 546/21_PPE OM921009
Séo Paulo 998/21_SP OM924044
Sé&o Paulo 2056/21_SP OM921395
Séo Paulo 2057/21_SP OM925489
Séo Paulo 3193/21_SP OM932503
Piracicaba 1122/20_PAA OM936864
Sorocaba 1252/20_SOC OM956398
Séo Paulo 1255/20_SP OM957497
Campinas 1276/20_CAS OM957537
Artibeus lituratus Sé&o Paulo 1281/20_SP OM957540
Aguas de S&o Pedro 1286/20_ASO OM959660
Campinas 1308/20_CAS OM959661
Campinas 1322/20_CAS OM959229
Séo Paulo 1333/20_SP OM959619




Séo Paulo 1336/20_SP OM959656
Campinas 1342/20_CAS OM959657

Séo Paulo 1350/20_SP OM960560
Guarulhos 1352/20_GRS OM960632

Séo Paulo 1366/20_SP OM960967
Sorocaba 1371/20_SOC OM960970
Piracicaba 1396/20_PAA OM960971

Séo Paulo 1426/20_SP OM963131
Jundiai 1462/20_JAl OM960972

Séo Paulo 2022/21_SP OM963130
Campinas 2138/21_CAS OM961046

Séo José do Rio Preto 907/20_SRR OM961052
Presidente Prudente 504/21_PPE OM961057
Presidente Prudente 505/21_PPE OM961141
Presidente Prudente 509/21_PPE OM961178
Presidente Prudente 515/21_PPE OM961395
Artibeus planirostris Presidente Prudente 518/21_PPE OM963132
Presidente Prudente 519/21_PPE OM962796
Presidente Prudente 521/21_PPE OoM962874
Presidente Prudente 522/21_PPE OM962966
Presidente Prudente 526/21_PPE OM962967
Presidente Prudente 549/21 PPE OM962970
Sorocaba 871/20_SOC OM962986
Barueri 1373/20_BRE OM962991
Campinas 1670/20_CAS OoM964473
Campinas 1679/20_CAS OM964492
Campinas 1809/20_CAS OM964561
Presidente Prudente 513/21_PPE OM964560
Presidente Prudente 525/21_PPE OM964562
Presidente Prudente 536/21_PPE OM964595
Presidente Prudente 555/21_PPE OM964646

. . Presidente Prudente 556/21_PPE OM967480
Carollia perspicillata . -
Presidente Prudente 557/21_PPE OM967481
Aracatuba 2157/21_ARC OM967476
Campinas 2231/21_CAS OoM967477

Aguas de Santa Barbara 3059/21_ABB OM967466
Aguas de Santa Barbara 3076/21_ABB OM967478
Aguas de Santa Barbara 3086/21_ABB OM967468
Aguas de Santa Barbara 3089/21_ABB OM967470
Aguas de Santa Barbara  3094/21_ABB OM967472
Aguas de Santa Barbara 3095/21_ABB OM967494
Aguas de Santa Barbara 3106/21_ABB OM967483
Guarulhos 917/20_GRS OM967484
Glossophaga soricina Guarulhos 918/20_GRS OM970094
Campinas 1063/20_CAS OM970243
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Séo Paulo 1096/20_SP OM970244

Séo Paulo 1097/20_SP OM970245

Jundiai 1112/20_JAl OM971655

Jundiai 1114/20_JAl OM971656

Sorocaba 1141/20_SOC OM971657

Séo Paulo 1144/20_SP OM971658

Séo Paulo 1146/20_SP OM971659

Campinas 1161/20_CAS OM971660

Séo Paulo 1205/20_SP OM971661

Séo Paulo 1218/20_SP OM971662

Piracicaba 1238/20_PAA OM971663

Barueri 1259/20_BRE OM971664

Piracicaba 1283/20_PAA OM971665

Séo Paulo 1293/20_SP OM971666

Mogi das Cruzes 1382/20_MCz OM971667

Jandira 1572/20_JAD OM971668

Séo Paulo 2148/21_SP OM971669

Micronycteris microtis Pfracfcaba 1992/21 _PAA OM972021

Piracicaba 1994/21_PAA OM972022

Piracicaba 1397/20 PAA OM972724

Campinas 1506/20_CAS OM972725

Campinas 1950/20_CAS OM972726

Presidente Prudente 510/21_PPE OoM972727

. Presidente Prudente 511/21_PPE OM972728
Phyllostomus discolor .

Presidente Prudente 514/21_PPE OM972729
Campinas 1465/21_CAS OM972730
Campinas 2051/21_CAS OM972731
Campinas 2217/21_CAS OM972732
Campinas 2340/21_CAS OM972733
Séo Paulo 817/20_SP OM973949
Séo Paulo 818/20_SP OM973950
Séo Paulo 819/20_SP OM973951
Sorocaba 869/20_SOC OM973952
Séo Paulo 915/20_SP OM973953
Campinas 1155/20_CAS OM973954
Séo Paulo 1385/20_SP OM973955

Platyrrhinus ineatus Baruleri 1573/20_BRE OM973956
Jundiai 1599/20 _JAI OM973957

Guarulhos 1724/20_GRS OM973958

Séo Paulo 1753/20_SP OM973959

Campinas 1805/20_CAS OM973960

Campinas 1810/20_CAS OM973961

Séo Paulo 2067/20_SP OM973962

Campinas 2089/20_CAS OM973963

Campinas 2363/20_CAS OM973964
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Séo Paulo 2507/20_SP OM973965
Séo Paulo 2542/20 _SP OM973966
Campinas 2613/20_CAS OM973967
Séo Paulo 2620/20_SP OM973968
Séo Paulo 858/20_SP OoM978242
Sorocaba 1139/20_SOC 0OM978243
Osasco 1222/20_0OCO OM978244
Barueri 1294/20_BRE OM978245
Jundiai 1363/20_JAlI OM978246
Barueri 1374/20_BRE omM978247
Campinas 1413/20_CAS 0OM978248
Campinas 1418/20_CAS OM978249
Séo Paulo 55/21_SP OM978250
Sturnira filium fundial' 575/21_JAl OM978251
Séo Paulo 741/21_SP OM978252
Jundiai 791/21_JAl OM978253
Jundiai 792/21_JAl OM978254
Jundiai 793/21_JAl OM978255
Jundiai 795/21_JAl OM978256
Séo Paulo 1122/21_SP OM978257
Séo Paulo 1124/21_SP OM978258
Séo Paulo 1169/21_SP OM978259
Campinas 1516/21_CAS OM978260
Séo Paulo 2857/21_SP OM978261

do gene COI
Espécie Origem n° amostra Acesso GenBank

Campinas 1273/20_CAS OM978280

Cabretva 1403/20_CVA OM978281

Sao Paulo 1593/20_SP OM978282

Séo Paulo 1738/20_SP OM978283

Campinas 2093/20_CAS OM978284

Sorocaba 2132/20_SOC OM978285

. L Campinas 2189/20_CAS OM978286

Eptesicus furinalis -

Sao Paulo 2434/20_SP OM978287

Piracicaba 2628/20_PAA OM978288

Jundiai 986/21_JAl OM978289

Campinas 1814/21_CAS OM978290

Campinas 2448/21_CAS OM978291

Campinas 2517/21_CAS 0OM978292

Campinas 2848/21_CAS OM978293
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APENDICE D — Quirépteros da familia Vespertilionidae utilizados para amplificacdo



Sorocaba 3189/21_SOC 0OM978294
Campinas 3237/21_CAS OM978295
Séo José do Rio Preto 833/20_SRR OM978297
Jundiai 60/21_JAl OM978298
Lasiurus blossevillii Itu 259/21_ITU OM978299
Campinas 1098/21_CAS OM978300
Campinas 2218/21_CAS OM978301
. . Campinas 2687/20_CAS OM978302
Lasiurus cinereus .
Séo Paulo 2495/21_SP OM978303
Campinas 1268/20_CAS OM978304
Piracicaba 1395/20_PAA OM978305
Jundiai 1536/20_JAI OM978306
Campinas 1612/20_CAS OM978307
Campinas 2190/20_CAS OM978308
Sorocaba 2218/20_SOC OM978309
Sorocaba 2219/20_SOC OM978310
. Presidente Prudente 531/21_PPE OM978311
Myotis albescens ,
Presidente Prudente 533/21_PPE OM978312
Presidente Prudente 534/21_PPE OM978313
Sao Paulo 726/21_SP OM978314
Campinas 2756/21_CAS OM978315
Séo Paulo 2763/21_SP OM978316
Sao Paulo 2777/21_SP OM978317
Piracicaba 2952/21_PAA OM978318
Piracicaba 2953/21_PAA OM978319
Valinhos 1263/20_VOS OM978322
Cabreuva 1364/20_CVA OM978323
Sao Paulo 2398/20_SP OM978324
L Presidente Prudente 540/21_PPE OM978325
Myotis nigricans .
Jundiai 2486/21_JAl OM978326
Aguas de Santa Barbara 3069/21_ABB OM978327
Aguas de Santa Barbara 3081/21_ABB OM978328
Aguas de Santa Barbara 3091/21_ABB OM978329
Jundiai 927/20_JAI OM985909
Campinas 1031/20_CAS OM985910
Campinas 1038/20_CAS OM985911
Campinas 1040/20_CAS OM985912
Sorocaba 1138/20_SOC OM985913
) Sao Paulo 1145/20_SP OM985914
Myotis sp. .
Jundiai 1256/20_JAl OM985915
Campinas 1267/20_CAS OM985916
Campinas 1272/20_CAS OM985917
Campinas 1315/20_CAS OM985918
Aguas de S&o Pedro 1354/20_ASO OM985919
Séo Paulo 1399/20_SP OM985920
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Piracicaba
Sorocaba
Sao Paulo
Piracicaba
Sorocaba
Jundiai
Sorocaba
Jundiai

1586/20_PAA
2276/21_S0C
2373/21_SP
2384/21_PAA
2615/21_S0C
2738/21_JAl
2825/21_S0C
2853/21_JAl

OM985921
OM985922
OM985923
OM985924
OM985925
OM985926
OM985927
OM985928
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APENDICE E — Sequéncias parciais de mRNA de B-actina de possiveis hospedeiros

terrestres
o Acesso . .
Ordem Familia GenBank Espécie Origem
, NM_001195845 Canis lupus familiaris USA
Canidae L
XM_041749381 Vulpes lagopus Artico
Mustelidae XM_044233901 Neogale vison USA
Ursidae XM 045813333 Ursus americanus USA
Carnivora Felid AB051104 Felis catus Japéo
elidae
XM_030301662 Lynx canadensis USA
Herpestidae ~ XM_029950129 Suricata suricatta Afrgjl do
Hyaenidae XM_039226147 Hyaena hyaena Alemanha
Cebidae XM_017533829 Cebus imitator Costa Rica
. i KM491709 Macaca fascicularis Japao
. Cercopithecidae
Primates NM_001033084 Macaca mulatta USA
. NM_001101 Homo sapiens USA
Hominidae . .
NM_001133354 Pongo abelii Indonésia
Caviidae AF508792 Cavia porcellus Australia
Cricetidae AJ312092 Mesocricetus auratus Holanda
Rodentia Murid BC138614 Mus musculus Canada
uridae
BC063166 Rattus norvegicus USA
Sciuridae AF232730 Marmota monax Canada
DQ838049 Bos grunniens China
. BT030480 Bos taurus USA
Bovidae . .
JX046106 Capra hircus China
Artiodactyla HMO067830 Ovis aries Australia
Cervidae XM_043455280 Cervus canadensis USA
Camelidae AB107655 Lama glama Japao
Suidae XM_003124280 Sus scrofa USA
Perissodactyla Equidae AF035774 Equus caballus USA
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APENDICE F — Sequéncias do genoma completo de RABV isolado de diversos

hospedeiros

Ordem Familia Acesso GenBank Espécie Origem
JQ685973 Canis latrans USA
KX148188 Canis lupus Ira
KX148109 Canis lupus familiaris Brasil
Canidae MT454653 Canis mesomelas Africa do Sul
KM594039 Cerdocyon thous Brasil
MN233899 Vulpes lagopus Alasca
MN233930 Vulpes vulpes Canada
» MK541011 Mephitis mephitis Canada
Mephitidae , , .
JQ685975 Spilogale putorius México
MN418161 Lontra canadensis USA
. MK760750 Martes foina Ird
Mustelidae . .
KX148219 Mellivora capensis Botswana
GU647092 Melogale moschata China
Carnivora JQ685937 Bassariscus astutus USA
) JQ685963 Nasua narica México
Procyonidae .
MK920923 Potos flavus Brasil
MN418184 Procyon lotor USA
) KP997032 Ursus arctos Russia
Ursidae i .
MN233947 Ursus maritimus Canada
. KX148107 Felis catus Benin
Felidae L . A
KR906740 Felis silvestris Tanzania
, KX148220 Cynictis penicillata Africa do Sul
Herpestidae -
KY775604 ‘mongoose’ India
, KY210305 Hyaena hyaena Tanzénia
Hyaenidae . fes
MT454642 Proteles cristata Africa do Sul
L KR534246 Cynogale bennettii Tanzénia
Viverridae . .
AB635373 Paradoxurus zeylonensis Sri Lanka
, JQ685905 Tadarida brasiliensis USA
Molossidae . . .
KM594036 Nyctinomops laticaudatus Brasil
. AB519641 Artibeus lituratus Brasil
. Phyllostomidae .
Chiroptera KU523255 Desmodus rotundus Guiana Francesa
AB608731 Lasiurus ega Brasil
Vespertilionidae JQ685921 Myotis austroriparius USA
JQ685952 Parastrellus hesperus USA
) AB810256 Cebus apella Brasil
Cebidae e ;
. KM594025 Callithrix jacchus Brasil
Primates ; :
o GU345747 Homo sapiens China
Hominidae ,
KC737850 Homo sapiens USA
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) o AB645847 Marmota monax USA
Rodentia Sciuridae ) ) .
KX148221 Xerus inauris Africa do Sul
KM594043 Bos taurus Brasil
. KY775603 Boselaphus tragocamelus india
Bovidae )
AB699220 Capra hircus Bangladesh
) LM645054 Ovis aries Groenlandia
Artiodactyla .
) KJ564280 Dama dama China
Cervidae o
JQ944707 'deer’ Russia
Camelidae MN534896 Camelus dromedarius Catar
Suidae JX088694 Sus scrofa domesticus China
JQ647510 Equus asinus China
Perissodactyla Equidae MG562521 Equus caballus USA
KX148172 Equus ferus Arabia Saudita

APENDICE G — Sequéncias parciais de mRNA de B-actina de quirépteros geradas

no estudo
Familia Espécie Origem Amostra GA;e;::k
Cynomops abrasus Jundiai - SP 924/20_JAl ON500404
Cynomops planirostris Piracicaba - SP 1285/20_PAA ON500405
Eumops auripendulus Sao Paulo - SP 1485/20 _SP ON500406
Eumops auripendulus Cotia - SP 2897/20_COA ON500407
Eumops glaucinus Sao José dos Campos - SP 841/20_SJC ON500408
Eumops perotis Sorocaba - SP 1937/21_SOC ON500409
Eumops perotis Campinas - SP 2179/21_CAS ON500410
Molossops neglectus Sao Paulo - SP 2048/20_SP ON500411
Molossus molossus Sao Paulo - SP 888/20_SP ON500412
Molossidae Molossus molossus Sao Paulo - SP 904/20_SP ON500413
Molossus rufus Itu - SP 271/21_ITU ON500414
Molossus rufus S0 José dos Campos - SP 2266/21_SJC ON500415
Nyctinomops laticaudatus Sao Paulo - SP 1288/20 _SP ON500416
Nyctinomops laticaudatus Sao Paulo - SP 2175/20_SP ON500417
Nyctinomops macrotis Sao Paulo - SP 1161/21_SP ON500418
Nyctinomops macrotis Sao Paulo - SP 1508/21_SP ON500419
Promops nasutus Sorocaba - SP 877/20_SOC ON500421
Promops nasutus Sao Paulo - SP 499/21_SP ON500420
Tadarida brasiliensis Sao Paulo - SP 905/20_SP ON500422
Artibeus fimbriatus Sé&o Paulo - SP 998/21_SP ONb500423
) Artibeus fimbriatus Sao Paulo - SP 2056/21_SP ON500424
Phyllostomidae . . ~
Artibeus lituratus Sao Paulo - SP 1281/20_SP ON500425
Artibeus lituratus Sao Paulo - SP 2022/21_SP ON500426
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Artibeus planirostris Presidente Prudente 504/21_PPE ON500427
Artibeus planirostris Presidente Prudente 515/21_PPE ON500428
Carollia perspicillata Campinas - SP 1679/20_CAS ON500429
Carollia perspicillata Campinas - SP 2231/21_CAS ON500430
Glossophaga soricina Sao Paulo - SP 820/20_SP ON500431
Glossophaga soricina Sao Paulo - SP 2148/21_SP ON500432
Micronycteris microtis Piracicaba - SP 1992/21_PAA ON500435
Micronycteris microtis Piracicaba - SP 1994/21_PAA ON500433
Phyllostomus discolor Piracicaba - SP 1397/20_PAA ON508019
Phyllostomus discolor Campinas - SP 2217/21_CAS ON508020
Platyrrhinus lineatus Sao Paulo - SP 819/20_SP ON508021
Platyrrhinus lineatus Sao Paulo - SP 1385/20_SP ONS508022
Sturnira lilium Sé&o Paulo - SP 1124/21_SP ON508023
Eptesicus furinalis Campinas - SP 1273/20_CAS ON508024
Lasiurus blossevillii Campinas - SP 2218/21_CAS ON508025
Lasiurus cinereus Campinas - SP 2687/20_CAS ON508026
Vespertilionidae Myotis albescens Campinas - SP 1268/20_CAS ON508027
Myotis albescens Sorocaba - SP 2219/20_SOC ON508028
Myotis sp. Sorocaba - SP 2276/21_SOC ON508029
Myotis sp. Jundiai - SP 2853/21_JAl ON508030




