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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DO VIRUS RABICO DOS
ESTADOS DO RN, PB e PE

MENEZES,Wanessa Basilio de. Caracterizacdo Molecular de isolados do virus rabico dos
Estados do RN, PB e PB.2013. 63f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal: Producgéo e
sanidade animal).Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA),Mossor6-RN,2013.

RESUMO: A raiva é uma enfermidade de origem viral, que afeta o sistema nervoso
central, ocasionando encefalite e praticamente 100% de letalidade uma vez iniciados 0s sinais
e sintomas. Este estudo descreve a caracterizagdo genética das cepas de virus rabico isoladas
de amostras de animais domesticos e silvestres nos Estados do Rio Grande do Norte, Paraiba
e Pernambuco no periodo de 2001 a 20012 visando contribuir para o entendimento da
epidemiologia molecular da raiva. Foram analisadas 85 amostras positivas pela
imunofluorescéncia direta e prova bioldgica cedida pelo Laboratério Central de Saude Publica
do Rio Grande do Norte (LACEN-RN) e o Laboratério de Raiva da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG-Campus Patos) e submetidas a RT-PCR direcionada ao gene da
nucleoproteina e posterior sequenciamento. No presente estudo 67% da amostras
apresentaram positividade na RT-PCR e 40% apresentaram sequencias viaveis. O padrdo de
agregacao obtido na arvore filogenética resultou na formagéo dos principais grupos esperados
de amostras do virus da raiva, ou seja, variante antigénica 2, 3 e variante de morcego
insetivoro e amostra fixa (CVS). O estudo e a monitoragdo constante dessas variantes sao de
extrema importancia, pois alteracfes genéticas podem levar a modificacbes proteicas, e com
isso ineficiéncia vacinal.

Palavras-Chave: Raiva, epidemiologia, variantes, nordeste do Brasil.



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF RABIES VIRUS ISOLATES TAKEN
FROM RN, PB AND PE STATES

MENEZES,Wanessa Basilio de. Molecular caracterization of rabies virus isolates
taken from RN, PB and PE states. 2013. 63f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal:
Producdo e sanidade animal). Universidade Federal Rural do Semi-arido
(UFERSA),Mossor6-RN,2013.

ABSTRACT: Rabies is a viral disease that affects the central nervous system, causing
encephalitis and almost 100% lethality once the signs and symptoms start. This study
describes the genetic characterization of rabies virus strains isolated in samples from domestic
and wild animals acquired in the states of Rio Grande do Norte, Paraiba and Pernambuco in
the period of 2001 to 2012, aiming to contribute to the understanding of the molecular
epidemiology of rabies. Eighty five samples positive through direct immunofluorescence and
biological test, provided by the Central Laboratory of Public Health of Rio Grande do Norte
(LACEN-RN) and the Rabies Laboratory of the Federal University of Campina Grande
(UFCG-Campos Patos) were analyzed, and underwent RT-PCR directed to the nucleoprotein
gene and subsequently sequencing was performed. In this study 67% of samples were positive
in RT-PCR and 40% presented viable sequences. The aggregation pattern obtained in the
phylogenetic tree resulted in the formation of the main expected groups of rabies virus
samples, i.e., antigenic variants 2, 3; insectivorous bat variant; and fixed sample (CVS).The
study and constant monitoring of these variants are extremely important, since genetic
changes can lead to protein modifications, and with it vaccine inefficiency.

Key words: Rabies, epidemiology, viral variants, northeastern Brazil.
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INTRODUCAO

A raiva é uma das doencas mais antigas conhecida pelo homem, muitas vezes
misturadas com o folclore e crencas religiosas (WASIK; MURPHY, 2012). Os primeiros
registros encontrados datam do século XXIIl a.C. na Mesopotamia, citada no Cddigo de
Eshnunna. A palavra raiva deriva do latim rabere “faria”, “delirio” e do sanscrito rabhas que
significa” torna-se violento” e , da palavra grega lyssa, que deu origem ao nome do género

lyssavirus, ao qual o virus da raiva é pertencente (WUNNER, 2007).

A raiva é uma enfermidade de origem viral, que afeta o sistema nervoso central,
ocasionando encefalite e praticamente 100% de letalidade uma vez iniciados os sinais e
sintomas. E um grave problema de sadde publica, pois ndo é somente contagiosa de animal
para animal, mas também de animal para 0 homem. Por isso € considerada uma das mais
graves zoonoses (WHO, 2005). Estima-se que as perdas anuais de bovinos por raiva sejam de
aproximadamente 40.000 a 50.000 cabecas, que equivalem aproximadamente a 37,5 milhdes
de dolares (KOTAIT et al. 2010). Esta presente em todos os continentes, com excec¢do da
Antértica e Oceania. No nordeste € a doenca infecciosa mais importante, que afeta o sistema

nervoso central de animais (RIET, 2003).

Os Lyssavirus sdo frageis e ndo conseguem manter-se no ambiente. A ocorréncia da
doenca num determinado local depende da existéncia de vetores na regido (TAKAOKA et al,
2003),0 virus é transmitido traves da saliva, principalmente, por mordidas, os hospedeiros
mais importantes na transmissdo da doenca sdo 0s carnivoros e os quirdpteros (MS, 2009)
Apesar dos relatos de infeccdo humanos por aeross6is contaminados, em cavernas
densamente povoadas por morcegos, esta via de transmissdo nunca foi comprovada
cientificamente até que DAVIS e colaboradores (2007), reproduziram a transmissao aerogena
em laboratorio. A transmissdo inter humana é improvavel, mas ha casos recentes de
manifestacdo da doenga na Alemanha, Canadé e Estados Unidos apos transplante de 6rgéos
cujos doadores, ao que se descobriu depois, estavam infectados (VORA et. al, 2013; MAIER
etal., 2010)
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Considerava-se, ha alguns anos, que a raiva possuia trés ciclos: urbano, rural e
silvestre. Atualmente inclui-se outro 0os morcegos, chamado de ciclo aéreo. Apesar de a raiva
estar fortemente associada aos cées, tem ocorrido um crescente aumento do nimero de casos
pelos morcegos. O grande numero de bovinos, que servem de alimento para esses animais, a
disponibilidades de abrigos, cavernas, agua, tem contribuido para a dispersdo do virus
(TAKAOKA et al, 2003).

A primeira observacdo vinculando a raiva a morcegos hematdfagos no Brasil foi feita
por Carini em 1911, ao observar mortes nas duas margens do rio Itajai, ndo sendo possivel o
trafego de cées, relacionou os morcegos com a transmissdo do virus, o que so foi confirmado
posteriormente. A primeira morte humana ocasionada por morcegos foi relatada 20 anos
depois em Trinidade. Os morcegos insetivoros foram tidos como reservatério do virus da
raiva somente em 1953 na Florida. Apds esse fato varios casos também foram relatados sendo

ocasionados por morcegos insetivoros na literatura (COSTA et al., 2000)

Nos paises em desenvolvimento os cdes sdo 0s principais reservatorios, porém na
Ameérica do norte e Europa devido aos intensos programas de vacinagdo, 0 virus mantém seu
ciclo principalmente em animais silvestres (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).
Na América do Sul a raiva ocorre em surtos ciclicos e é geralmente transmitida pelo morcego
hematofago, Desmodus rotundus, considerado o de maior importancia epidemioldgica
(ACHA; SZYFRES, 2003). Estudos mostram que 0s géneros/espécies de morcegos nado
hematdfagos com maior importancia para transmissdo da raiva sdo: Tadarida brasiliensis,
Myotis sp., Lasiurus sp e Artibeus sp (KOTAIT et al, 2007).

Até o presente momento ndo ha nenhum tratamento eficaz de animais raivosos.
Portanto qualquer animal que sabidamente apresente a doenca devera ser sacrificado. A Unica
forma disponivel de combate a esta doenca € a preventiva, atraves de vacinaces dos animais
com vacinas anti-rabicas. No Brasil a campanha de vacinacdo em massa para caes e gatos foi
iniciada em 1981 e desde entdo contribui para o controle da raiva no pais. Estima-se que o
Governo do Brasil gaste anualmente US$ 28 milhdes na profilaxia e controle da raiva, apenas
com vacinas de uso humano e veterinario para cées e gatos, imunoglobulinas, diagnostico
laboratorial, treinamento de recursos humanos e campanhas de vacinacdo animal. Neste valor
ndo estdo incluidas as despesas relacionadas a prevencédo da raiva transmitida pelos morcegos
hematdfagos, insetivoros e herbivoros (CHILDS, REAL, 2007).
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O Brasil, assim como em outros paises da América Latina, esforga-se para reduzir a
raiva humana através das campanhas de vacinacdo, mas é provavel que a raiva silvestre, por
ser mantida por diversos hospedeiros, venha emergir como um problema cada vez mais
significativo (WADA et al,2011). As autoridades de salde publica necessitam adequar 0s
esforcos da vigilancia em resposta as mudancgas na demografia da doenga (BERNARDI et al,
2005).0 desenvolvimento das técnicas de biologia molecular aplicadas a vigilancia
epidemioldgica permitem a associacdo das variantes circulantes de virus da raiva com as
espécies transmissoras. Dessa forma, diversas pesquisas estdo sendo realizadas para a
caracterizagdo molecular e filogenética do virus rabico, por meio do seqlienciamento total ou
parcial do gene N e G. Assim sendo, faz-se necessario cada vez mais o estudo e
caracterizacdo das cepas circulantes na regido para um maior entendimento da raiva,

auxiliando na tomada de decisdes em relacdo a sua prevencao e controle.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar geneticamente amostras de virus rabico isoladas de animais domésticos e
silvestres e contribuir para o entendimento da epidemiologia molecular da raiva nos Estados

do Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco no periodo de 2001 a 2012.

2.2 ESPECIFICOS

e Estudar a diversidade molecular das amostras de virus da raiva provenientes de
animais domésticos e silvestres no Estado do Rio Grande do Norte e Paraiba e

Pernambuco.

e Comparar as seqiiéncias nucleotidicas, com base no sequenciamento parcial do gene
codificador da nucleoproteina, obtidas entre isolados analisados neste com outras
amostras de virus isoladas disponiveis no GenBank, utilizando métodos de analise

filogenética.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CLASSIFICACAO DO VIRUS DA RAIVA

O Virus da raiva é pertencente a familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus e espécie
Rabies virus (RABV), junto com as familias Paramyxoviridae, Filoviridae e Bornaviridae,
constitui a ordem Monomegavirales. Possui como caracteristicas, molécula Unica de RNA
polaridade negativa, linear, ndo segmentado (WUNNER, 2002). A familia Rhabdoviridae esta
subdividida em: dois sub-grupos de virus de plantas, um grupo de virus de peixe e trés
géneros de virus de mamiferos - Ephemerovirus, virus da febre efémera dos bovinos,
vesiculovirus cujo protétipo € o virus da estomatite vesicular e o Lyssavirus, representado

pelo virus da raiva e aparentados ao virus da raiva (ICTV,2013).

O género Lyssavirus possui, atualmente, onze espécies distintas, e estas possuem a
capacidades de produzir encefalites e sintomatologias semelhantes ao virus da raiva. As
quatro primeiras espécies coincidem com o0s sorotipos 1 a 4, anteriormente assim
denominados. O RABV (gendtipo 1), que é o virus classico da raiva, O Lagos bat virus
(LBV/ genotipo 2), isolado de morcego frugivoro da regido do Lagos na Nigéria, 0 Mokola
virus (MOKV/gendtipo 3), de mussaranhos (Crocidura sp) e humanos na Nigéria, assim
como de felinos do Zimbabwe e Etidpia, até o presente momento, 0 Unico Lyssavirus ndo
isolado de quiropteros. O Duvenhage virus (DUVV/genotipo 4), isolado de humano e
morcegos insetivoros da Africa do Sul e Zimbabwe, European bat lyssavirus 1
(EBLV1/gendtipo5), de morcegos do género Eptesicus, European bat lyssavirus 2
(EBLV2/gendtipo 6), de morcegos do género Myotis, Australian batlyssavirus (ABLV/
gendtipo 7), de morcegos frugivoros e insetivoros (Megachiroptera/Microchiroptera). A
partir de 2009 foram definidas pelo comité internacional de taxonomia viral mais cinco
genotipos virais: Aravan virus (ARAV/gen6tipo 8), isolada da espécie Myotis blythi na regido
do Quirguistdo na Asia Central, Khujand virus (KHUV/genétipo 9), isolada de morcego
Myostis mystacinus no Tajiquistdo, Irkut virus (IRKV/gendtipo 10), isolado do morcego
Murina leucogaster na provincia de Irkustk-Russia, West caucasian bat virus (VWCB/
genotipo 11), isolado de morcego Miniopterus schreibersii na regido de Krasnodar na Russia
(CALISHER; ELLISON,2012; ICTV,2013)
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Kuzmin et al (2005) e Freuling et al.(2011) prop6em o Shimoni bat virus, proveniente
de morcegos africanos Hipposideros commersoni do leste da Africa e o Bokeloh bat
lyssavirus, proveniente do morcego Myotis nattererii da Europa como novas especies virais,

respectivamente .

Os Lyssavirus sdo divididos em filogrupos, baseado em técnicas modernas de
caracterizagcdo dos genes da nucleoproteina (N), fosfoproteina (P) e glicoproteina (G), além
dos 11 gendtipos classificados. O filogrupo I, inclui os genétipos 1, 4,5, 6,7,8,9e 10e 0
filogrupo 1l, os gendtipos 2, 3 e 11, como observado no quadro 1. O filogrupo I, quando
inoculado em camundongo , provoca sinais caracteristicos de raiva, enquanto isso ndo ocorre
no filogrupo I1. Estudos revelaram que existe uma variacdo nas propriedades bioldgicas como
a inducdo de apoptose, reconhecimento celular, em relacdo a patogenicidade entre o0s
filogrupos e com relacdo a imunidade, a neutralizacdo cruzada ocorre somente dentro do

filogrupo, mas néo entre filogrupos (BADRANE et al., 2001).

Quadro 1-Taxonomia, distribuicdo geogréfica e potenciais vetores e reservatorios dos

Lyssavirus.

Espécies | Filogrupo Nome Abreviatura Distribuicdo Potencial vetor/Reservatério
(ICTV)
1 I Rabies virus RABV Mundial Carnivoros (mundo) e morcegos
(excegdo de (Américas)
algumas ilhas)
2 I Lagos bat LBV Africa Morcegos frugivoros
virus (Megachiroptera)
3 I Mokola MOKV Africa Desconhecido (isolado de
virus musaranhos)
4 I Duvenhage DUVV Africa do Sul Morcegos insetivoros
virus
5 I European EBLV-1 Europa Morcego insetivoro (Eptesicus
bat serotinus)
lyssavirus 1
6 I European EBLV-2 Europa Morcego insetivoro (Myotis sp )
bat
Lyssavirus 2
7 I Australian ABLV Austrélia Morcegos insetivoros e frugivoros
bat (Megachiroptera/Microchiroptera)
lyssavirus
8 I Aravan ARAV Asia central Morcego insetivoro (isolado de
virus Myatis blythi)
9 I Khujand KHUV Asia central Morcego insetivoro (isolado de
virus Myotis mystacinus)
10 I Irkut virus IRKV Leste da Sibéria Morcego insetivoro isolado de
Murina leucogaster)
11 I West WCBV Regido do Morcego insetivoro (isoladode
caucasian Caucaso Miniopterus schreibersi)
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bat virus
Proposto ? Shimoni bat SHIBV Kenya Morcego insetivoro (isolado de
virus* Hipposidero commersoni)
Proposto ? Bokeloh bat BBLV Europa Myotis nattereri
lyssavirus*

ICTV = Comité internacional de taxonomia viral (www.ictvonline.org)
* espécie proposta (SHIBV: Kuzmin et al., 2005, BBLV: Freuling et al., 2011)

3.2 CARACTERIZAGCAO DAS VARIANTES

A tipificacdo antigénica com anticorpos monoclonais, foi desenvolvida por Victor &
Koprowski desde 1978 e, mais recentemente, ¢é feita analisando-se a sequéncia nucleotidica
do virus através de técnica de biologia molecula. Esses dados cruzados com o da vigilancia
epidemioldgica auxiliam na identificacdo do reservatorio animal envolvido e contribuem na
tomada de decisédo para controle do foco (COSTA, 2000).

A caracterizacdo antigénica de variantes € realizada por meio de testes de
imunofluorescéncia indireta com a utilizacdo de anticorpos monoclonais (AcMs) contra a
nucleoproteina viral. A multiplicacdo do virus é feita através no sistema nervoso dos
camundongos ou em cultivos celulares, submetidos & reagdo frente a painéis de AcMs,
fornecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta, EUA (DIAZ et
al., 1994).

O painel estabelecido pelo CDC em conjunto com a Organizacdo Pan-Americana de
Salde permitiu um maior conhecimento a respeito das variantes rabicas circulantes no Brasil.
O painel é constituido de oito AcMs, define 12 perfis antigénicos e destes, 5 ja identificados
no pais, duas relacionadas a cdes e trés a morcegos. Sdo elas as variantes: 2, encontrada
principalmente em cdes, 3 de morcegos Desmodus rotundus, 4 de morcego insetivoro
Tadarida brasilienses, 5 de cachorro do mato Cerdocyon thous e a 6 de morcego insetivoro
Lasiuru cinereus. Algumas amostras ndo foram compativeis com esse painel (FAVORETTO
et al., 2002, SOUZA,2009). No Estado do Ceara- Brasil, foi relatada uma nova variante, ndo
compativel com os AcMs existentes, a fonte de exposicdo esta associada ao Callithrix
jacchus, vulgarmente conhecido como sagui do tufo branco (MORAIS et al., 2000;
FAVORETTO et al., 2001).
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Entretanto, além do fato de ndo reconhecer todas as variantes virais, a técnica de
AcMs gera resultados dificeis de interpretar em amostras intimamente relacionadas

antigenicamente. As técnicas de sequenciamento genético superam essas limitacoes.

3.3 GENOMA DO VIRUS

Os lyssavirus, como outros rabdovirus, consistem essencialmente de RNA (2% a 3%),
proteinas (65% a 75%), lipidios (15% a 25%) e carboidratos (3%). O virus da raiva apresenta
morfologia semelhante a uma projétil de arma de fogo, seu comprimento médio é de cerca de
130-180 nm e 70-80 nm de diametro. As espiculas do envelope, glicoproteinas, possuem 9
nm. Conforme representado na Figura 1, o genoma do virus da raiva possui tamanho
aproximado de 12 Kb e massa molecular de 4,6 x 10° kDa, codifica cinco proteinas
diferentes, na seguinte ordem: a nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P, NS ou M1), a proteina
da matriz (M ou M2), a glicoproteina (G) e a proteina L (um RNA polimerase) (figura 1). O
gene possui ainda duas regides ndo codificantes, uma situada entre os genes que codificam M
e G e outra entre 0s genes que codificam G e L, esta tltima chamada psi (y). Sugere-se que
representa um pseudogene, j& que apresenta os sinais de inicio e parada de transcri¢do viral,
porém até o momento nao foi realizado nenhum isolamento protéico proveniente dessa regiao
(FAUQUET et al., 2004)

A particula viral é composta por duas partes, o ribonucleocapsideo e o envelope. O
ribonucleocapsideo um cilindro denso composto por uma fita simples de RNA genémico nédo
segmentado senso negativo, associado a trés proteinas: a nucleoproteina (N), associada ao
RNA viral, é a mais conservada em termos de similaridade de sequéncias de aminoacidos
dentro dos gendtipos, uma importante razdo para sua maior conservacdo esta ligada a sua
funcdo chave para replicacédo viral, a proteina P (NS ou M1), é uma fosfoproteina, interage
com as proteinas N e L participa do processo de encapsidacdo e transporte axonal e a proteina
L, que € uma RNA polimerase, é a maior proteina do virus, com 2.114 aminoéacidos (aa) e
peso molecular de 244,2 kDa, responsavel pelas atividades enzimaticas necessarias a
transcricado e replicacdo do RNA viral. (WUNNER, 2002, 2007).

O envelope é constituido por uma bicamada lipidica associada a duas proteinas: A

proteinas de Matriz (M ou M2), importante no brotamento e na fase de maturacéo viral e a
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glicoproteina (G), uma proteina transmembrana que forma espiculas que se projetam na
superficie viral. E responséavel pela indugdo dos anticorpos neutralizantes, sendo alvo destes e
dos linfocitos T helper e citotoxicos, pela fixacdo da particula viral nos receptores celulares,
participando da endocitose do virus e da fusdo da membrana viral com a vesicula endossomal.
(WUNNER, 2007).

A RNA polimerase viral ndo possui atividade corretiva de insercdo dos nucleotideos, o
que promove certa heterogeneidade nas sequéncias do virus da raiva, além disso, outros
fatores estédo envolvidos: a duragdo da infeccdo, a via de transporte, carga viral, a resposta
imune do hospedeiro e a interacdo com proteinas virais. A heterogeneidade na estrutura
populacional dentro de individuos isolados, muitas vezes é referida como quasiespécies. Os
diferentes genomas ocasionados pela distribuicdo randémica das mutacbes aumentam
rapidamente com os sucessivos ciclos de infeccdo em outros hospedeiros. Como resultado
desta alta instabilidade gendmica, populacBes de quasiespécies virais podem apresentar
mutacdes especificas que podem caracterizad-los como fenotipos distintos com relacfes

especificas como determinado hospedeiro (KISSI et al., 1999).

Virion components
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Fonte: CARTES; SAUNDERS (2007, p.177)

Figura 1. Rhabdovirus e organizacdo do genoma. O genoma tem uma sequéncia lider e os
genes para as cinco proteinas estruturais. Os genes G(glicoproteina), M (proteina da matriz),
N (nucleoproteina), L (RNA polimerase), P (fosfoproteina) sdo separados por curtas
sequéncias intergénicas.
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3.4 SENSIBILIDADE DO VIRUS DA RAIVA

O virus da raiva € sensivel a radiacdo ultravioleta, aos solventes de lipideos (sabéo,
detergente éter, cloroférmio e acetona), etanol a 45-70%, preparados iodados, formol,
compostos de amonia quaternaria, acidos com pH < 3 e bases com pH > 11. Séo resistentes a
dessecacdo, assim como a congelamentos e descongelamentos sucessivos, relativa
estabilidade a um pH entre 5-10. O virus é rapidamente inativado a temperaturas elevadas
sendo inativado a 60 °C em 35 segundos; a 4 °C, se mantém infectivo por dias; a -70 °C ou
liofilizado (4 °C), se mantém durante anos (COSTA, 2000. ).

3.5 ASPECTOS EPIDEMIOLOGIOLOGICOS

A raiva esta presente em todos os continentes, a exce¢do Oceania e Antartica. Alguns
paises como: Japdo, Taiwan e algumas ilhas do Pacifico, Hawai, Reino Unido, algumas ilhas
das Antilhas e do Atléntico obtiveram sucesso na erradicacdo da doenca (TAKAOKA et al,
2003), a alta capacidade de adaptacdo do virus, com o qual adota reservatorios de diferentes
espeécies, favorece essa ampla distribuicdo geogréfica (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007).
O virus da raiva é mantido em ciclos epidemioldgicos que sdo divididos didaticamente em
urbano, rural e silvestre, atualmente inclui-se o chamado ciclo aéreo que diz respeito aos
morcegos hematofagos ou ndo (TAKAOKA et al,2003).

O ciclo urbano tem como principal hospedeiro o cdo, sendo primariamente mantido na
populacédo canina, embora outros animais domeésticos sejam infectados, como os gatos. . Com
as intensas campanhas de vacinacdo anti-rabicas e socioeducativas para a posse responsavel
de animais de companhia, tem-se conseguido controlar e até mesmo erradicar a raiva urbana
em algumas cidades (WUNNER; BRIGGS, 2010). Atualmente os casos de raiva ocasionada
por cdes estdo concentrados principalmente nas RegiGes Norte e Nordeste (figura 2). No
Maranh&o foram diagnosticados dois casos em cada ano respectivamente 2009, 2011 e 2012
(MS 2010; BRASIL, 2012), No Ceara foi notificado um caso em 2010 e outro em 2013
(AGUIAR, 2011; NUNES; ANSELMO; SILVA, 2012).
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Fonte: SVS/MS, 2012
Figura 2: Raiva humana por espécie agressora, Brasil, 2006 a 2012

No Brasil a situacdo epidemioldgica da raiva € heterogénea e, historicamente, as
regibes Norte e Nordeste sdo responsaveis por cerca de 80% dos casos registrados no Brasil.
De acordo com Miranda, Silva e Moreira (2003), as areas de maior ocorréncia de surto estao
relacionadas com o menor desenvolvimento socioecondmico da regido, sendo necessaria a
utilizacdo de estratégias e elaboracdo de programas de erradicacao da raiva de acordo com as

peculiaridades regionais.

O ciclo rural tem como reservatorio o morcego hematofago (D. rotundus),
transmitindo-o para diferentes espécies de animais domesticos, como: bovideos (bois e
bufalos) equideos (cavalos, mulas, asnos), caprinos, ovinos e suinos. (FERNANDES, 2001).
A raiva nos herbivoros ocasiona diversos prejuizos econémicos, de forma direta estimam-se
que cerca de U$ 25 milhdes de dblares sejam gastos a cada ano, com morte de 40.000 a
50.000 bovinos, as perdas indiretas como qualidade do couro reduzida, perda de peso, queda
na producdo de leite é estimada em U$ 37,5 milhdes de dolares (KOTAIT et al.,2010).
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Figura 3. Notificacdo de raiva animal no Brasil, 1986 a 2012.

Apesar do aumento dos casos de raiva humana transmitida por quiropteros em paises
da América Latina, os carnivoros até 2004 foram os maiores transmissores da raiva no Brasil
(figura 2) e no mundo. Na figura 3 tem-se a distribuicdo da raiva humana no Brasil de acordo
com o ciclo da espécie agressora entre 1986 e 2012. De acordo com dados fornecidos pela
Organizacdo Mundial de satide (OMS, 2012), estima-se que 55.000 a 70.000 ébitos humanos
ocorram no mundo todo, principalmente em paises da Asia e Africa, onde se concentram 95%
das mortes pela doenca, e em menor escala, na América Latina. A cada 15 minutos uma
pessoa € infectada pelo virus da raiva, e cerca de 40% sdo criangas com idade inferior a 15
anos (RUPPRECHT et al., 2002).
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Figura 4. Raiva humana no Brasil de acordo com o ciclo de transmissdo, 1986 a 2012.

O ciclo silvestre terrestre € o de maior prevaléncia nos paises desenvolvidos, em
especial nas regides em que a raiva urbana esta sob controle. O virus pode utilizar como
reservatorios naturais diferentes espécies, as quais podem variar em funcdo da fauna da regido
geografica. Assim na Europa € a raposa vermelha (Vulpes vulpes); na américa do Norte, além
da raposa, gambas (Mephitis mephitis) e guaxinis (Procyon sp.). O principal reservatorio do
ciclo silvestre da raiva no nordeste do Brasil € o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e a
raposa do campo (Pseudalopex vetulus) (CARNIELI et al., 2006). No Brasil foi registrado no
ano de 2000 cerca de 60 casos de raiva, dos quais 22 decorrentes de raposas (OPAS, 2001).
Existem registros em todos os estados da regido Nordeste como no Ceara (BARROS;
FREITAS; SOUSA, 1989), Paraiba (OLIVEIRA et al, 2001), Pernambuco e Bahia
(ARAUJO, 2002).

Nos Estados do Ceara e Piaui ja foram relatados alguns casos humanos ocasionados
pelo sagui de tufo branco (Callithrix jacchus). No Ceara entre o periodo de 1990 a 2010 onze
casos de raiva humana foram registrados. Ainda nesse periodo foram relatados 35 casos de
raiva em saguis (C. jacchus) (AGUIAR, 2011). O caso mais recente ocorrido no Estado foi de
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um garoto do municipio de Jati-Ce em 2012. No Piaui, no municipio de Teresina, um caso foi
registrado em Abril de 2013 (IBAMA, 2013).

O ciclo silvestre aéreo da raiva ocorre entre as diferentes espécies de morcegos,
hematdfagos ou ndo, e apresenta grande importancia na manutencéo e circulagéo do virus. Por
serem 0s Unicos mamiferos que voam, os morcegos tém a capacidade de transpor grandes
barreiras geograficas (WADA et al., 2004). No Brasil sdo encontrados 64 géneros e 167
espécies dentre mais 1.100 conhecidas mundialmente, trés apresentam o habito alimentar
hematdfago e as demais frugivoro, nectarivoro, piscivoros e carnivoros, sendo as espécies
insetivoras predominantes no nosso meio e responsaveis pela maioria dos casos de raiva

encontrada em morcegos (REIS et al., 2007).

O primeiro caso de raiva em morcegos nao-hematofagos foi relatado na Florida (EUA)
em 1953, quando uma crianca foi atacada. InUmeros casos ocasionados por morcegos nao
hematofagos ja foram descritos em todo o mundo, na América do Norte os principais
géneros/espécies envolvidos sdo: o Lasionycteris noctivagans e Pipistrelus subflavus. Na
América do sul, em pesquisas realizadas no Chile, Argentina e Brasil os principais géneros/
espécies de importancia epidemioldgica sdo: Tadarida brasilienses, Myotis sp., Lasiurus sp.,
Artibeus sp e Molossus sp.(RUPPRECHT, 2002; KOTAIT,2007).

A maioria dos casos humanos de raiva transmitida por morcegos insetivoros nao
possuem historico de agressdo ou exposic¢do. O risco em adquirir raiva a partir da mordedura
desses animais é ignorado pela maior parte da populacdo, pois os ferimentos causados sdo
minusculos e devido aos seus habitos caracteristicos, as circunstancias de exposi¢des sdo
atipicas (KOTAIT, 2007). Em 2011, Silva e colaboradores realizaram o primeiro isolamento

do virus rabico em morcegos insetivoros no Estado de Pernambuco.

Em algumas regides da América Latina € comum o ataque de morcegos hematdfagos,
porém a ocorréncia de raiva humana transmitida por eles é baixa. No ano de 1986, na regido
nordeste, Estado de Alagoas, municipio de Boca da Mata foi relatado dois casos de raiva
humana transmitida por morcegos hematdfagos. Entre os anos 1990-1992, cinco ébitos foram
registrados na Bahia nos municipios de Conde e Apora. Nos anos de 2004 a 2005 foi relatada

a ocorréncia de trés surtos na regido norte, no Estado do Pard. No primeiro surto foram
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relatados 15 6bitos com confirmacdo laboratorial de 10, no municipio de Portel, no segundo
seis Obitos, com confirmacdo laboratorial de dois deles, pertencentes ao municipio de Viseu e
0 ultimo no municipio de Augusto Corréa onde ocorreram 15 obitos e 10 com confirmacéo
laboratorial. Em Pernambuco, no ano 2008 ocorreu um caso humano de cura. Foi o terceiro
caso de cura da raiva no mundo (GONCALVES et al, 2002, WADA et al, 2004;WADA et
al.,2011).

Diversos fatores vém contribuindo com o aumento dos casos de raiva silvestre no pais
tais como: implementacdo de vigilancia passiva principalmente de morcegos em &reas
urbanas, disponibilidade de abrigos, aumento na oferta de alimentos, representado pelo
significativo crescimento dos rebanhos, mudancas climaticas e ambientais, o habito de criar
animais selvagens como estimacédo, pratica que mesmo proibida por lei é observadas com
frequéncia nos centros urbanos, dentre os mamiferos os saguis e raposas sdo 0s exemplares
mais cobicados (FAVORETTO, 2001, MORAIS, 2003, GOMES et al. 2004).

3.6 TRANSMISSAO

O virus da raiva é mantido em populacdes de reservatorio e transmitido a outras
espécies, incluindo os seres humanos, em sua maioria através da penetra¢do do virus contido
na saliva do animal infectado, principalmente por mordedura e, mais raramente arranhadura e
lambedura de mucosas. A transmissdo aerdgena tem sido levantada como via alternativa para
a exposicdo ao virus da raiva, existem relatos desse tipo de transmissdo em cavernas com
grandes populacdes de morcegos bem como em acidentes laboratoriais de producdo e vacina
(DAVIS; RUDD; BOWEN, 2007).

A transmissdo inter humana é rara, porém o contagio pelas vias transplacentérias,
latrogéncias e através de transplantes de orgéos e saliva ja foram descritos. Na literatura ha o
relato de oito casos de transmissdo da raiva através de transplante de cérnea. Nos Estados
Unidos, em 2004 foram registrados quatro casos de raiva humana decorrentes de transplantes
de orgaos (figado, rins e artéria iliaca). Em 2005 na Alemanha foram relatados trés individuos
submetido a transplantes de pulmao, rim e pancreas (MS, 2009; RUPPRECHT et al,2002,
COSTA et al, 2000).
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A transmisséo da raiva por via oral tém sido objeto de estudo. De acordo Shirakawa
(2003), os gatos domésticos (Felis catus) sdo resistentes a essa forma de transmissdo. No
experimento realizado, ofertaram-se a gatos domeésticos cérebros de camundongos
previamente inoculados, e ao submeter o material as técnicas de IFD e inoculacdo de
camundongos os resultados obtidos foram negativos, porém apresentaram positividade na
técnica de RT-PCR. Em experimento conduzido por Acha e Szyfres (2003) foi observada a
infeccdo de animais por via digestiva, ao alimentar ratas com lactentes inoculados com o

virus.

No Brasil existem dois relatos de raiva ocasionados por zoofilia, onde ocorre a
penetracdo do virus pela pele e mucosa da regido genital, um no Estado do Espirito Santo e
outro no municipio de Sao Paulo (KOTAIT, 2009).

3.7 PATOGENIA

O mecanismo de patogenicidade do virus rabico ¢ semelhante em todas as espécies
mamiferas. A maioria das infeccbes € ocasionada por ferimentos como mordedura e
arranhadura e a deposicao de saliva infectada com o virus rébico é a principal porta de entrada
do virus no organismo hospedeiro (WUNNER, 2007).

Ap0s a inoculagéo do virus é provavel que ocorra uma primeira replicacdo nas células
musculares ou nas celulas do tecido subendotelial (em algumas variantes de morcegos), este
periodo de replicacdo extra neural é responsavel pelo periodo de incubacdo relativamente
longo e variavel da raiva, no homem, normalmente dura entre 20 e 90 dias, em alguns casos,
podem durar mais 360 dias. A infeccdo das fibras musculares é uma fase patogénica critica
para 0 acesso do virus ao sistema nervoso periféerico (JACKSON, 2009). Contudo,
ocasionalmente pode ocorrer a entrada direta do virus no SNC, sem replicagdo prévia no
musculo (SHANKAR et al.,1991).

O virus da raiva se liga a receptores nicotinicos de acetilcolina na juncao
neuromuscular, através da glicoproteina. E conduzido via terminagBes nervosas motoras, aos
nervos periféricos. O virus se desloca seguindo um trajeto centripeto para o sistema nervoso
central (SNC), por meio do transporte axonal retrogrado rapido a uma taxa de 12 -100 mm por
dia, na dependéncia da concentracdo de virus e cepa viral. Apos a introducdo do virus ocorre

0 desencadeamento de eventos ao nivel celular tais como: adsorcdo, penetragéo,
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desnudamento, transcricdo, traducdo, replicagdo, montagem e brotamento virais
(RUPPRECHT, 2002).

Uma vez alcancado o SNC, o virus atinge diferentes por¢cdes do cérebro, os sinais
clinicos tais como ataxia e depressdo, sdo consequéncias do efeito direto do virus na funcéo
das células neurais, a infeccdo do sistema limbico, promove altera¢cdes no comportamento. O
virus dissemina-se, e segue em direcdo centrifuga, para todos os tecidos ndo neuronais do
hospedeiro. Antigenos virais ja foram detectados em células da epiderme, foliculos pilosos,
retina, cornea, glandulas lacrimais, glandulas salivares, pulmdes, musculo cardiaco, mucosa
gastrica e intestinal, pancreas, parénquima renal, glandulas adrenais, bexiga, uretra. Nas
glandulas salivares, o virus pode se replicar nos acinos e ser eliminado junto com a saliva
pelos ductos. A eliminacdo do virus pela saliva juntamente com a infeccdo do sistema
limbico, sdo fatores fundamentais para a transmissdo da raiva na natureza (GERMANO.
1994).

3.8 SINAIS CLINICOS

A apresentacdo clinica da raiva é bastante diversa e varia conforme as espécies
animais acometidas. Podendo se apresentar como raiva furiosa ou paralitica de acordo com as
les6es no SNC (BATISTA, FRANCO e ROEHE,2007).

Em equinos a clinica € muito variavel, tanto a forma paralitica quanto a furiosa. Os
sinais clinicos podem incluir posturas anormais, relinchos frequentes, agressividade,
mordidas, colicas, claudicagdo de membros, seguindo por decubito, ataxia, cegueira aparente,
fraqueza (RADOSTITS, 2002, PIMENTEL et al.2009).

Nos cdes observa-se agressividade, presenca de latido bitonal, hidrofobia e sialorréia,
devido a paralisia do nervo faringeo-recorrente, deambulacdo, sensibilidade a estimulos
luminosos, sonoros e aéreos, paralisia, febre, constipacdo, tenesmo, parafimose em machos. A
morte ocorre por paralisia respiratoria e do diafragma (BATISTA, FRANCO e
ROEHE,2007).

Nos bovinos 0s sinais mais comuns sdo: isolamento do rebanho, apatia, anorexia,
decubito esternal, paralisia dos membros pélvicos evoluindo para os toracicos, salivacgdo,

paralisia de cauda, movimentos de pedalagem, aumento da sensibilidade, ataxia,
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hiperexcitabilidade (ACHA; SZYFRES, 2003, GALIZA et al. 2010 ). Em caprinos os sinais
clinicos sdo variados, mas o animal pode apresentar paralisia, andar cambaleante e
sialorréira(GUEDES et al.2007).

A raiva em suinos é pouco diagnosticada no Brasil, entre os anos de 1991 e 2005
apenas duas amostras foram confirmadas no Estado de Séo Paulo (COSTA et al. 2006).
Pessoa et al (2010) relatou a ocorréncia de dois casos de raiva no municipio de Patos-PB em
2009. Dentre os sinais mais observados falta de coordenacdo motora seguida de decubito
lateral e paralisia total, contra¢des involuntarias das narinas, movimentos mandibulares

rapidos, salivacéo profusa, convulsdes clénicas (RADOSTITS, 2000).

A sintomatologia da raiva em morcegos hematofagos caracteriza-se principalmente
por atividade alimentar diurna, hiperexcitabilidade a luz, agressividade, falta de coordenacao
dos movimentos, paralisia, tremores. De acordo com Kimura (2006) deve-se suspeitar de
raiva sempre que sdo encontrados morcegos com comportamento andmalo e fora de seu

ambiente, independente de serem hematdfagos.

Acdes do sistema de vigilancia da raiva incluem: i) monitoramento da ocorréncia de
raiva nos animais domésticos e silvestres; ii) analise, em laboratérios de referéncia, de
amostras de encéfalo de cdes mortos ou eutanasiados (0,2% da populagdo canina) com
sintomatologia neuroldgica. Quanto ao controle, as metas sdo: i) vacinacdo em massa de pelo
menos 80% da populacdo de cées e gatos; ii) nas agressdes a humanos, exige-se observacao
clinica de cdes e gatos até 10 dias apds o ataque; iii) profilaxia humana pds-exposi¢do ao
ataque; iv) em caso de suspeita de caso de raiva em cdo ou gato, realizar vacinacdo de
emergéncia de todos os cées e gatos ndo vacinados dentro de uma area de bloqueio de 5 km
(MS, 2009).

3.9 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial da raiva € de fundamental importancia para a adogédo de
medidas profilaticas e para o controle da doenca nas populacfes de animais domésticos das

areas com circulacéo viral (MS, 2009).

Para a realizagdo do diagnostico especifico para a raiva, a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) descrita por Dean et
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al.,(1996) e a prova biologica (PB) por Koprowsky (1996) que devem ser utilizadas
simultaneamente para detec¢do de antigenos virais e isolamento viral. Os materiais de eleicdo
sdo fragmentos do cortex, hipocampo, cerebelo e tronco cerebral e medula em equideos
(WHO, 1996).

Em 1958, a técnica de imunofluorescéncia comecou a ser utilizada para diagnostico de
raiva. E amplamente utilizada devido a sua alta sensibilidade e especificidade, € uma técnica
rapida e de custo baixo. O teste de IFD apresenta resultados confiaveis em poucas horas,
quando realizados em amostras frescas, em 95-99% dos casos. Consiste em uma reagéo
imunologica, que detecta o virus em esfregagos do tecido com anticorpos especificos
conjugado a uma substancia fluorescente. Os antigenos que reagirem com 0s anticorpos
marcados emitem coloragdo esverdeada brilhante que é visualizada com a utilizacdo de um
microscopio de campo escuro e luz ultravioleta (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007).

A prova biologica detecta a infecciosidade da amostra, por meio da inoculacdo da
suspensdo de material suspeito via intracerebral de camundongos albinos suigos recém-
nascido 2 a 5 dias ou camundongos adultos de 3 a 4 semanas, numa tentativa de reproducéo
da doenca. Os animais devem ser observados diariamente por pelo menos 21 dias na busca de
sinais clinicos da raiva, todo camundongo morto € examinado por meio de IFD. Este teste
representa a técnica “Padrdo ouro” para a raiva e confirma os resultados da IFD (PEIXOTO et
al.,2000; KOPROWSKY,1996).

Outras técnicas de diagnostico sdo: técnicas histoldgicas para pesquisa de corpusculos
de Negri; deteccdo de genoma viral através da transcricdo reversa, seguida de amplificacdo
pela reacdo de cadeia da polimerase (PCR) ou suas variacfes. A técnica de RT-PCR apesar de
ndo ser recomendada pela organizagdo mundial de Satde como técnica de diagnostico, nos
ultimos anos tem sido bastante utilizada em pesquisas para identificar a fonte de infeccdo e
estudos genéticos (ITO et al.2001,2003a). Diversos pesquisadores tém sugerido a RT-PCR
como técnica complementar as outras técnicas utilizadas devido a sua alta sensibilidade
(ROMIJN et al., 2003; DANTA JUNIOR et al, 2004 ; KIMURA et al,2006). Por exemplo, ela
foi aplicada para confirmar o diagndstico a partir de uma amostra colhida na exumacéo do
cadaver um més apds a morte da paciente. (OLIVEIRA et al, 2006)
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3.10 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Diversos estudos estdo sendo realizados para a caracterizacdo molecular e filogenética
do virus rabico, através do sequenciamento total ou parcial dos genes que codificam a
nucleoproteina (N) e a glicoproteina (G) (FAHL et al,2009; GARCIA et al, 2009) e um
numero limitado utilizando a fosfoproteina (M; ou NS) e a proteina matriz (M ou M,). A
proteina N tem sido adotada com maior frequéncia, por ser o0 mesmo marcador utilizado na
caracterizagdo antigénica, o que permite a comparacdo de resultados entre as duas estratégias
de tipificacdo viral. Além disso, € um gene conservado, mas que apresenta polimorfismo

suficiente para predizer relagdes evolutivas entre isolados (WUNNER, 2007).

Estudos de epidemiologia molecular demonstram que linhagens genéticas derivadas da
mesma espécie de hospedeiro apresentam dispersdo espacial e sdo encontradas principalmente
em uma area geografica especifica (KISSI et al., 1999), embora barreiras geograficas possam
ndo atuar de maneira absoluta no caso de virus originarios de morcegos (VIEIRA et al., 2013 .
Assim, o estabelecimento de linhagens geneéticas do virus da raiva e o estudo das relacdes
espacial e temporal entre elas ajudam a compreender a dindmica de uma epidemia (REAL et
al., 2005).

Em 2006 no Piaui confirmou-se a variante viral 3 (D. rotundus) num cao.
Demonstrando a importancia no monitoramento dos ciclos epidemioldgicos (CARVALHO,
2006). Analisando-se isolados de diferentes espécies animais no sudeste do Brasil, de
1993 a 2007, foi observada uma alteragdo no perfil epidemioldgico por demonstrar
dois ciclos epidemioldgicos distintos, originados por variantes originarias de cdo e de
morcegos, mantidos por diferentes espécies animais na regido (QUEIROZ, et al.,
2012). Estudos realizados no nordeste para caracterizacdo das variantes rabicas de canideos
selvagens confirmaram diferencas regionais (CARNIELI et al., 2006). De acordo com Gomes
et al.(2004), no Estado da Paraiba foram encontradas variantes relacionada a raposa,

morcegos insetivoros e hematdfagos distintas de amostras do Brasil.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Para a execucdo deste trabalho, 85 amostras positivas para raiva foram submetidas a
RT-PCR direcionadas ao gene N para posterior sequenciamento do DNA, originarias do
Laboratorio Central de Salde Pdblica do Rio Grande do Norte (LACEN-RN) e do
Laboratorio de Raiva da Universidade Federal de Campina Grande- UFCG- campus Patos no
periodo de 2001 a 2012.

As amostras isoladas foram provenientes de diferentes espécies animais, sendo que 0s
bovinos constituiram maior grupo e com menores frequéncia quirdptera, ovina, equina,
canina, raposa, descritas no Quadro 2. Para o exame foram utilizados os isolados do sistema
nervoso central de camundongos que apresentaram diagndstico confirmado para raiva pelas
técnicas de IFD (DEAN et al., 1996) e a Prova bioldgica que seguiu a metodologia descrita
por Koprowski (1996), sendo provenientes de mesorregides dos Estados do RN, PB e PE, de

acordo com os mapas a seguir (figura 5).

Pernam-
buco

Fonte: Menezes, 2013

Figura 5. Mapa do Brasil e da regido nordeste e em destaque os Estados do RN, PB e PE.



Quadro 2. Amostras do SNC utilizadas, com suas respectivas passagens em camundongos,

animais hospedeiros, ano de coleta e origem geografica.

N° de Hospedeiro | Passagem | Ano Origem geografica
registro de origem original
PN 266-09 Bovino 2° 2009 Sé&o José de
campestre-RN
752.10 Mnh 1° 2010 Pau dos Ferros-RN
754.10 Mnh 2° 2010 Pau dos Ferros-RN
058.11 Raposa 2° 2011 Cruzeta-RN
064.11 Bovino 2° 2011 Felipe Guerra-RN
081.11 Mnh 2° 2011 Caic6-RN
147.11 Bovino 2° 2011 Mossor6-RN
166.11 Mnh 2° 2011 Caic6-RN
187.11 Bovino 2° 2011 Mossor6-RN
219.11 Bovina 1° 2011 Mossor6-RN
268.11 Mnh 1° 2011 Mossor6-RN
381.11 Mnh 2° 2011 Pau dos Ferros-RN
052.12 Mnh 2° 2012 Mossor6-RN
063.12 Mnh 2° 2012 Caic6-RN
072.12 Bovino 1° 2012 Sitio Novo-RN
095.12 mnh 1° 2012 Caic6-RN
B33G Bovino 1° 2010 Belo Jardim-PE
PN 83-01 Cao 1° 2001 Bananeiras-PB
PN148-02 Bovino 1° 2002 Patos-PB
PN 150-02 Bovino 1° 2002 | Sao José do Bonfim-
PB
PN 228-02 Bovino 1° 2002 Santa Luzia-PB
PN 263-02 Bovino 1° 2002 Pombal-PB
PN 03-03 Equino Original 2003 Patos-PB
PN 38-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB
PN44-03 Ovino 1° 2003 Sdo Mamede-PB
PN 73.03 Bovino 1° 2003 Sdo Mamede-PB
95-03-A Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB
95-03-B Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB
PN 103-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB
PN 109-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB
PN 131-03 Bovino 1° 2003 Véarzea-PB
PN 135-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB
PN 146-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB
PN 156-03 Bovino 1° 2003 Jodo Pessoa-PB
PN 166-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB
PN 173-03 Caprino 1° 2003 Curral Velho-PB
PN 33-07 Asinino 1° 2007 Patos-PB
PN 126-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB
PN 137-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB
PN 147-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB
PN 230-07 Bovino 1° 2007 | Sao José do Bonfim-
PB
PN 237-07 Bovino 1° 2007 | Sao José do Bonfim-
PB
PN 338-07 Caprino 1° 2007 Agua Branca-PB
PN 145-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB
PN 269-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB
PN 118-09 Bovino 1° 2009 Patos-PB
PN 266-09 Bovino 1° 2009 Sé&o José de
campestre-RN

35
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PN 293-10 Bovino 1° 2010 Olivedos-PB
PN 16-11 Ovino 1° 2011 Prata-PB
PN 17-11 Caprino 1° 2001 Prata-PB
PN 390-11 Equino original 2011 Patos-PB
PN 401-11 Bovino 1° 2011 Patos-PB
G 324-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE
G 469-08 Bovino 1° 2008 Pedra-PE
G 523-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE
G 542-08 Bovino 1° 2008 Garanhuns-PE
G 553-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE
G 575-08 Bovino 1° 2008 Paranatama —PE
G 624-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE
G 698-08 Bovino 1° 2008 Belo Jardim —PE
G 58-09 Equino 1° 2009 Sdo Jodo - PE
G 75-09 Bovino 1° 2009 Belo Jardim PE
G 209-09 Bovino 1° 2009 Lajedo —PE
G 282-09 Bovino 1° 2009 Garanhuns-PE
G 607-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho — PE
G 617-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho — PE
G 670-09 Bovino 1° 2009 Correntes —PE
G 13-10 Bovino 1° 2010 Palmeirina —PE
G 14-10 Bovino 1° 2010 Palmeirinha —PE
G 83-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho -PE
G 107-10 Bovino 1° 2010 Capoeiras —PE
G 204-10 Bovino 1° 2010 Séo Jodo —-PE
G 224-10 Bovino 1° 2010 Correntes —PE
G 307-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho -PE
G 324-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho — PE
G 26-11 Bovino 1° 2011 Pedra-PE
G 39-11 Bovino 1° 2011 | Séo Bento do Una-PE
G 59-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE
G65-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE
G 587-11 Bovino 1° 2011 Lajedo-PE
G 612-11 Bovino 1° 2011 Capoeiras-PE
G 637-11 Bovino 1° 2011 Ibirajuba-PE
G 34-12 Bovino 1° 2012 Sao Jodo-PE

mnh: morcego nao hemato6fago

4.2. EXTRACAO DO ACIDO NUCLEICO PELO METODO DO REAGENTE
TRIZOL LS

Etapa realizada no Laboratério de Biologia Molecular aplicada e sorologia
(LABMAS) do departamento de Medicina veterinaria preventiva e Saide animal (VPS) da
Universidade de S&o Paulo- USP.

O RNA foi extraido diretamente do sistema nervoso central do camundongo. Em um

microtubo de 1,5 mL foi adicionado um macerado de cerca de 0,5 gramas de tecido cerebral
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misturado a 1 mL de TRIZOL ® (Invitrogen™). Um tubo contendo &4gua DEPEC foi
adicionado a cada cinco amostras na extracdo do RNA para o monitoramento de possiveis
contaminagdes. Os tubos foram agitados por 20 segundos em vortex e deixados a temperatura
ambiente por 5 min. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio, e brevemente
agitados, permanecendo em repouso durante 3 min. Segui-se uma centrifugacdo a 12.000 rpm,
durante 15 min. a 4°C. Ap0s a centrifugacdo ocorre a formacdo de trés fases: uma fase mais
densa de coloracao rosada constituida do trizol, uma intermediaria correspondente aos detritos
celulares e uma aquosa na qual se encontrava o acido nucléico. A fase aquosa foi transferida
para um novo tudo de 1,5 mL, na qual foram adicionado propanol na mesma proporcao (1:1),
agitados e deixados a temperatura ambiente por 10 min., seguido de centrifugacdo a 12.000
rpm, durante 10 min. a 4°C. Ap0s a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado invertendo
manualmente os tubos, sendo entdo adicionados 1 mL de etanol a 75%. Segui-se uma rapida
agitacdo e de centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 min. na temperatura de 4°C. O sobrenadante
foi invertido cuidadosamente e o sedimento foi seco no concentrador a vacuo a 60° C por 10
min. A ressuspensdo do RNA foi feita em 25 pL de agua livre de DNA/RNAse, em seguida
foi deixado no termomixer por 10 min. a 56° C, sendo imediatamente utilizado para a

deteccdo do genoma viral ou -80 °C até 0 momento do uso.

4.3. REACAO DE TRANSCRIPTESE REVERSA SEGUIDA PELA REACAO EM
CADEIA PELA POLIMERASE PARA O GENE N

A transcricdo reversa foi realizada com a enzima M-MLV (InvitrogenTM) seguindo o
protocolo sugerido pelo fabricante, com algumas modificacfes. Para cada amostra analisada
foram utilizados 3,5 pL de cada RNA, adicionados ao mix de transcrigdo reversa (sintese de
cDNA) contendo 5 x First Strand Buffer (InvitrogenTM), 10mM de cada dNTP, 10mM DTT,
10pmol/uL de cada primer (504 e 304), descritos por Orciari et al, 2001 (Quadro 3) e 100U
MMLYV Reverse Transcriptase (InvitrogenTM) para uma reacdo final de 10uL, realizada a

42°C/60 min.

Cinco microlitros de cada respectivo cDNA foram adicionados ao mix de PCR
contendo 10 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 1,25mM de cada dNTP, 10 pmol/uL de cada
primer (504 e 304), 1,5mM MgCI2, 27,25 uL agua ultrapura tratada com 0,1% de dietil-
pirocarbonato (dgua DEPEC) e 1,25U Tag DNA polymerase (InvitrogenTM) para uma reacao
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final de 50uL e submetidos a uma desnaturacao inicial de 94 °C/5 s., seguidos de 35 ciclos de
94 °C /45 seg, 55 °C /45 s. e 72 °C /2 min, finalizando com uma extensao final de 72°C/10
min. Como controle positivo foi utilizado CVS e como negativo, cérebro normal de

camundongo ( CN).

Quadro 3. Sequéncia dos Iniciadores (“primers”) utilizados no protocolo para obtencdo de um
amplificado de 249 pb do gene N do virus da raiva.

Primer Sequéncia Posicdo no genoma do Sentido de
Pasteur Virus (PV) Orientagdo

504 5-TATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACT-3 1287-1317 Senso
(Orciari et al.,

2001)

304 5’-TTGACGAAGATCTTGCTCAT-3’ 1514-1533 anti-senso

(Orciari et al.,

2001)

4.4. VISUALIZACAO DO PRODUTO DA RT-PCR

Os produtos da PCR foram visualizados apds eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tampdo TBE 1X (0,1M de Tris,0,09 M de &cido bérico e 0,001M de EDTA) corado com
brometo de etidio a 0,5 pg/mL, mediante a utilizacdo de transiluminador com fonte de luz
ultravioleta.

Os produtos amplificados foram migrados juntamente com um marcador indicativo do
namero de pares de base (Low DNA Mass - 100 bp ladder, Invitrogen), e controles negativo
(CCN) e positivo (CVS) de extracdo durante aproximadamente 30 minutos a uma voltagem e
amperagem médias de 90V e 7mA, respectivamente. Foram consideradas positivas as

amostras que apresentaram bandas de 249 pb.

4.5. SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO E ANALISE FILOGENETICA

A reacdo de seqlienciamento de DNA foi composta de 4 ul de BigDye 3.1® (Applied
Byosystems®), 4 ul de 5x Sequencing buffer (Applied Biosystems®), 4 pmol de cada primer
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senso e antisenso (Quadro 3) referente a cada amplicon em reagdes separadas e 20 ng de DNA
alvo para uma reagdo final de 20 pL, seguindo para o termociclador PTC-200 (MJ Research
™) para 35 ciclos de 96° C/30 seg., 50°C/15 seg. e 60°C/4 min., com rampa de 0,7°C/seg
entre cada temperatura.

A precipitagéo foi realizada a temperatura ambiente com 80 pL de propanol a 75%,
incubando-se durante 30 min., seguido de centrifugacdo a 20.000 x rpm por 25 min.,
removeu-se 0 sobrenadante e foram adicionados 300 pul de etanol a 70%, centrifugou-se a
20.000 x g por 15 min. e o precipitado foi seco a 95° C por 5 min., as amostras foram levadas
ao sequenciador ABI-377® (Applied Biosystems).

O sequenciamento ocorreu através da eletroforese por capilaridade no sequenciador
automatico. Os fragmentos de DNA marcados foram separados de acordo com seus tamanhos
e detectados por emissdao de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda. A
interpretacdo foi feita pelo sistema computacional do equipamento segundo codigos de cores
(azul, vermelho, verde e amarelo) ao terem passado pela regido de leitura dtica do
sequenciador.

Os cromatogramas gerados para cada uma das sequéncias senso e antisenso de cada
amostra e gene foram submetidos ao aplicativo Phred online (EMBRAPA, 2006) para
avaliacdo da qualidade, sendo utilizadas as posi¢Ges que apresentaram nt com indice Phred
maior que 20. Os Cromatogramas foram conferidos manualmente com o programa Finch TV
© (Geospiza) (ROBY, 2008) para a busca de erros de interpretacédo e discrepancias entre cada
uma das fitas sequenciadas.

A sequéncia consenso final de cada amostra foi obtida a partir das sequéncias senso e
0 reverso-complemento da antisenso de cada amostra alinhadas pelo método CLUSTAL/W
com o programa Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999), submetida ao BLASTn em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ para confirmacdo do sequenciamento juntamente com as
sequéncias homologas referentes ao gene N do virus da raiva relacionados a morcegos
hematdfagos, morcegos insetivoros, carnivoros domésticos e silvestres e amostras fixas
obtidas no GenBank (Quadro 4) . A arvore filogenética foi obtida utilizando o critério de
otimizacdo de distancias, com o algoritmo Neighbor-Joining com modelo evolutivo
Maximum Composite Likelihood 1000 repeticdes de bootstrap com o programa MEGA 4
(TAMURA et al., 2007). A éarvore filogenética foi representada de maneira ndo enraizada,
pois ndo é foco deste estudo fazer analise evolutiva, mas apenas classificar as amostras
estudadas. Os numeros de acesso ao Genbank encontram-se na figura da arvore filogenética
(Quadro 4).
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Quadro 4. Sequéncias do gene N de virus da recuperadas do Genbank, utilizadas para a
reconstrucdo da filogenia, segundo acession number, identificacdo da amostra, local de

origem e especie hospedeira Sdo Paulo, 2013

GENBANK AMOSTRA PAIS HOSPEDEIRO
HQ666871.1 bref299-10 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666866.1 bref76-10 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666864.1 bred43-10 Brasil Epitesicus diminutus
HQ666860.1 bref589-09 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666855.1 bref224-09 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666854.1 bref199-09 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666851.1 bred84-09 Brasil Epitesicus diminutus
HQ666837.1 brefl141-02 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666832.1 bref62-02 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666831.1 bref1070-01 Brasil Epitesicus furinalis
HQ666830.1 bresp1019-01 Brasil Epitesicus sp
HQ666828.1 bref636-01 Brasil Epitesicus furinalis
DQ631839.1 bref8397/05 Brasil Epitesicus furinalis
GU646861.1 bref341-02 Brasil Epitesicus furinalis
GU646796.1 bref213-00 Brasil Epitesicus furinalis
GU646790.1 bref126-01 Brasil Epitesicus furinalis
GU646781.1 bref431-04 Brasil Epitesicus furinalis
JF916678.1 brefusp008-09 Brasil Epitesicus furinalis
JF916671.1 brefusp064-07 Brasil Epitesicus furinalis
GU552792.2 IP3321/05 Belo Horizonte/MG Histiotus velatus
GU552791.2 IP6883/06 Campo Lindo Histiotus velatus
Paulista/SP
EF152266.1 10565dgPB/2003 Paraiba/PB Céo
EF152261.1 9370dgPE/2005 Pernambuco Céo
GU646840.1 brdg57-92 Andradina-SP Céo
HQ666867.1 brmm169-10 Brasil Molossus molossus
HQ666841.1 brmm1539-02 Brasil Molossus molossus
HQ666833.1 brmm109-02 Brasil Molossus molossus
HM854031.1 brmr178-05 Andradina-SP Molossus rufus
HQ666872.1 brmr300-10 Brasil Molossus rufus
HQ666862.1 brmrl7-10 Brasil Molossus rufus
HQ666858.1 brmr389-09 Brasil Molossus rufus
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GU646777.1 brmm95-03 Brasil Molossus molossus
HQ666870.1 bribl198-10 Brasil Lasiurus blossevillii
HQ666842.1 brle1782-02 Brasil Lasiurus ega
JX217783.1 brlcSP4133-1997 Séo Paulo Lasiurus cinereus
GU646782.1 brib46-04 Brasil Lasiurus blossevillii
JF916654.1 brlbusp036-07 Brasil Lasiurus blossevillii
JF916647.1 brIbSP4096-1995 Brasil Lasiurus blossevillii
GU646775.1 brmn131-03 Brasil Myotis nigricans
GU646776.1 brmn45-03 Brasil Myotis nigricans
GU646778.1 brmn38-03 Brasil Myotis nigricans
GU646785.1 brmn150-03 Brasil Myotis nigricans
GU646786.1 brmn234-02 Brasil Myotis nigricans
GU646788.1 brmn610-01 Brasil Myotis nigricans
HM854032.1 brmn391-05 Brasil Myotis nigricans
HQ666834.1 brmn835-02 Brasil Myotis nigricans
HQ666846.1 brmn168-04 Brasil Myotis nigricans
HQ666852.1 brmn149-09 Brasil Myotis nigricans
HQ666859.1 brmn433-09 Brasil Myotis nigricans
JF916650.1 brmyaSP4115-1998 Brasil Myotis albescens
JF916667.1 brmnusp058-07 Brasil Myotis nigricans
JF916668.1 brmnusp061-07 Brasil Myotis nigricans
EF194165.1 6335CthP1/2005 Piaui Cerdocyon thous
EF194162.1 6976CthPE/2005 Brasil Cerdocyon thous
EF194159.1 4372CthPI Brasil Cerdocyon thous
EF152271.1 6368CthPI Brasil Cerdocyon thous
EF152259.1 1406CthPE Pernambuco Cerdocyon thous
EF152257.1 6977CthPE Pernambuco Cerdocyon thous
EF152256.1 6973CthPE Pernambuco Cerdocyon thous
EF152255.1 6970CthPE Pernambuco Cerdocyon thous
EF152266.1 10565dgPB Paraiba Céo
EF152265.1 10562ctPB Paraiba Gato
EF152264.1 10561dgPB Paraiba Céo
EF152239.1 10564ctPB Paraiba Gato
EF152237.1 10566¢tPB Paraiba Gato
EF152238.1 10568ctPB Paraiba Gato
AB619642 BR DR1 Brasil Desmodus rotundus
AF0704491 D. rotundus Brasil Desmodus rotundus
AB117972 BRAP1 Brasil Artibeus planirostris
AB117970 BRAL2 Brasil Artibeus lituratus
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AB117971 BRAL1 Brasil Artibeus lituratus

AB117969 BRAL1 Brasil Artibeus lituratus

AB519641 BRAL3 Brasil Artibeus lituratus
GQ918139.1 CVSs-11 Institute Pasteur, France CVS

Fonte: Genbank



5. RESULTADOS

5.1 RT-PCR PARA O GENE CODIFICADOR DA NUCLEOPROTEINA (N)
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Dos 85 isolados submetidos a RT-PCR direcionada ao gene codificador de

nucleoproteina (N), 57 apresentaram positividade, correspondendo a 67% do total de

amostras. No presente estudo dos 57 isolados submetidos ao sequenciamento, apenas 38

apresentaram sequéncias viaveis, totalizando 40%. (Quadro 5).

Quadro 5 - Amostras do SNC utilizadas, com suas respectivas passagens em camundongos,
animais hospedeiros dos quais foi realizado RT-PCR e seqtienciamento para o gene N, ano de
coleta e origem geogréfica.

N° de Hospedeiro | Passagem | Ano Origem geogréafica | RT-PCR | Sequenciadas
registro de origem original gene N
PN 266-09 bovino 2° 2009 S&o José de P P
campestre-RN
752.10 Mnh 1° 2010 Pau dos Ferros-RN P N
754.10 Mnh 2° 2010 Pau dos Ferros-RN P P
058.11 Raposa 2° 2011 Cruzeta-RN P P
064.11 Bovino 2° 2011 Felipe Guerra-RN P P
081.11 Mnh 2° 2011 Caic6-RN P P
147.11 Bovino 2° 2011 Mossor6-RN P P
166.11 Mnh 2° 2011 Caic6-RN P P
187.11 Bovino 2° 2011 Mossor6-RN P P
219.11 Bovina 1° 2011 Mossor6-RN N NR
268.11 Mnh 1° 2011 Mossor6-RN P N
381.11 Mnh 2° 2011 Pau dos Ferros-RN P P
052.12 Mnh 2° 2012 Mossor6-RN P P
063.12 Mnh 2° 2012 Caic6-RN P P
072.12 Bovino 1° 2012 Sitio Novo-RN P P
095.12 Mnh 1° 2012 Caic6-RN P N
B33G Bovino 1° - Belo Jardim-PE P N
PN 83-01 Cao 1° 2001 Bananeiras-PB P P
PN148-02 Bovino 1° 2002 Patos-PB N NR
PN 150-02 Bovino 1° 2002 | Sao José do Bonfim- P N
PB
PN 228-02 Bovino 1° 2002 Santa Luzia-PB N NR
PN 263-02 Bovino 1° 2002 Pombal-PB N NR
PN 03-03 Equino original 2003 Patos-PB N NR
PN 38-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB N NR
PN44-03 Ovino 1° 2003 Sdo Mamede-PB P P
PN 73.03 Bovino 1° 2003 Sdo Mamede-PB P P
95-03-A Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR
95-03-B Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR
PN 103-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB P P
PN 109-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB P P
PN 131-03 Bovino 1° 2003 Véarzea-PB P P
PN 135-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR
PN 146-03 Bovino 1° 2003 Santa Luzia-PB N NR




PN 156-03 Bovino 1° 2003 Jodo Pessoa-PB P P
PN 166-03 Bovino 1° 2003 Patos-PB P N
PN 173-03 Caprino 1° 2003 Curral Velho-PB N NR
PN 33-07 Asinino 1° 2007 Patos-PB N NR
PN 126-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB P P
PN 137-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB P N
PN 147-07 Bovino 1° 2007 Patos-PB P N
PN 230-07 Bovino 1° 2007 | Sa&o José do Bonfim- P N
PB
PN 237-07 Bovino 1° 2007 | Sa&o José do Bonfim- N NR
PB
PN 338-07 Caprino 1° 2007 Agua Branca-PB P N
PN 145-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB N NR
PN 269-08 Bovino 1° 2008 Patos-PB P N
PN 118-09 Bovino 1° 2009 Patos-PB P P
PN 266-09 Bovino 1° 2009 S&o José de N NR
campestre-RN
PN 293-10 Bovino 1° 2010 Olivedos-PB P P
PN 16-11 Ovino 1° 2011 Prata-PB P P
PN 17-11 Caprino 1° 2001 Prata-PB N NR
PN 390-11 Equino original 2011 Patos-PB P P
PN 401-11 Bovino 1° 2011 Patos-PB P P
G 324-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE P P
G 469-08 Bovino 1° 2008 Pedra-PE N NR
G 523-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE P N
G 542-08 Bovino 1° 2008 Garanhuns-PE P P
G 553-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE P P
G 575-08 Bovino 1° 2008 Paranatama —PE N NR
G 624-08 Bovino 1° 2008 Venturosa —-PE P N
G 698-08 Bovino 1° 2008 Belo Jardim —PE P N
G 58-09 Equino 1° 2009 Séo Jodo — PE N NR
G 75-09 Bovino 1° 2009 Belo Jardim PE P P
G 209-09 Bovino 1° 2009 Lajedo —PE N NR
G 282-09 Bovino 1° 2009 Garanhuns-PE N NR
G 607-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho — PE P N
G 617-09 Bovino 1° 2009 Canhotinho — PE P P
G 670-09 Bovino 1° 2009 Correntes —PE N NR
G 13-10 Bovino 1° 2010 Palmeirina —-PE P P
G 14-10 Bovino 1° 2010 Palmeirinha —PE P P
G 83-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho —PE P P
G 107-10 Bovino 1° 2010 Capoeiras —PE P N
G 204-10 Bovino 1° 2010 Sé&o Jodo -PE N NR
G 224-10 Bovino 1° 2010 Correntes —PE P P
G 307-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho —PE P P
G 324-10 Bovino 1° 2010 Canhotinho — PE P N
G 26-11 Bovino 1° 2011 Pedra-PE P P
G 39-11 Bovino 1° 2011 | Séo Bento do Una-PE P P
G 59-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE P P
G65-11 Bovino 1° 2011 Garanhuns-PE P P
G 587-11 Bovino 1° 2011 Lajedo-PE P N
G 612-11 Bovino 1° 2011 Capoeiras-PE N NR
G 637-11 Bovino 1° 2011 Ibirajuba-PE N NR
G 34-12 Bovino 1° 2012 Séo Jodo-PE N NR

Mnh: morcego ndo hematéfago; P: positivo; N: negativo; NR: ndo realizado
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5.2 ANALISE FILOGENETICA DO GENE N

O sequenciamento do fragmento do gene N de 249 pares de bases resultou em
sequéncias de 164 a 165 nucleotideos. Quando submetidas ao BLASTn, apenas sequéncias

referentes ao virus da raiva foram obtidas.

A arvore filogenética gerada no estudo direcionada ao gene N, juntamente com as
obtidas pelo Genbank estd representada na figura 6. Os ndmeros proximos a cada no
representam os valores de “bootstrap” (1000 repeticdes) e a escala representa 0 numero de

substituicdes/sitio.

O padrdo de agregacdo obtido na arvore filogenética (figura 6), no presente estudo,
resultou na formac&o dos principais grupos esperados de amostras do virus da raiva, ou seja,

variante antigénica 2, 3 e variante de morcego insetivoro, amostra fixa (CVS).

A analise resolveu as amostras em:

e Um filogrupo padrdo canideos, dividido em dois subrupos de canideos (Cerodyon

segregando separadamente de cdo domeéstico);

e Um filogrupo padrdo Desmodus rotundus com trés subgrupos: um com todos 0s
herbivoros do estudo, os demais com amostras do Genbank, sendo um com sequencias
originarias de morcegos frugivoros género Artibeus (SHOJI et al.,, 2004) e outro
representador por amostras de Desmodus e insetivoros que foram publicados como
padrdo Desmodus na publicacdo original (QUEIROZ et al., 2012); houve, ainda, a
segregacdo da amostra 754-10, isolada de MNH proveniente de Felipe Guerra-RN.

e Um filogrupo de morcegos insetivoros, dividido em: um grupo grande, mais proximo
filogeneticamente dos Desmodus, com amostras da familia Vespertilionidae; um grupo
composto por molossideos, onde se agruparam amostras deste estudo (duas delas
identificadas como M. molossus e trés sem a identificacdo da espécie e denominadas
genericamente como MNH); por dltimo mais um subgrupo Molossidae e outro

Vespertilionidae.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi observada uma discrepancia em relacdo as amostras
sabidamente positiva para raiva (IFD e prova bioldgica) em relacdo aos resultados obtidos
pela RT-PCR.

Das 85 amostras positivas isoladas a partir do sistema nervoso central de
camundongos, submetidas a RT-PCR para o0 gene N do virus rabico, somente 57 resultaram
em positividade e 38 apresentaram-se viaveis para 0 sequenciamento. O gene da
nucleoproteina (N) é um alvo adequado para a comparacdo por periodos de evolugédo

relativamente longos, devido ao seu baixo polimorfismo.

De acordo com Oliveira (2009), a negatividade das amostras sabidamente positivas
pode ser atribuida ao titulo viral fora do limiar de deteccdo das técnicas de RT-PCR, isto &,
baixos titulos, acarretam baixo numero de copias exigidas para o sinal da PCR e altos titulos
virais podem causar inibicdo da PCR e dificuldade na amplificacdo pela DNA polimerase.
Tendo em vista que a maioria das amostras sao provenientes de isolamentos de 1° e 2°
passagem em camundongos e que o virus fixo CVS utilizado como controle positivo na
reacdo manteve-se positivo durante a realizacdo da tecnica, esse fator ndo parece ter sido

relevante.

A presenca de inibidores nas amostras de sistema nervoso Central como RNAses,
também pode ocasionar falsos negativos. As amostras utilizadas procedem de diferentes
laboratdrios e foram enviadas para a realizacdo de RT-PCR ap0s o isolamento viral em
camundongos. Os erros na realizacdo da técnica parecem pouco provaveis, tendo em vista que
apos o isolamento todas as amostras foram submetidas ao mesmo procedimento e repetidas ao

menos duas vezes.

Além disso, as amostras foram enviadas em diferentes periodos e condi¢bes de
armazenamento, muitas em estado de putrefacdo. De acordo com Araujo (2008) a temperatura
Otima de conservacdo do RNA é de -80°C e variagdes ocasionam interferéncia nos resultados.
Algumas amostras foram submetidas a uma segunda passagem no laboratério de Raiva na
USP na tentativa de recuperacdo das amostras. De fato esses conjuntos de fatores parecem 0s

mais plausiveis na justificativa da menor de positividade observada nas amostras submetidas a
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RT-PCR. Por fim, deve-se considerar que os primers utilizados neste estudo ndo foram os
mesmos aplicados na rotina de diagnoéstico para a raiva (OLIVEIRA et al, 2006), situagdo que
visa amplificar fragmentos menores para aumentar a sensibilidade, mesmo em tecidos em

mau estado de conservacéao.

Embora diversos estudos j& tenham sido feitos sobre a epidemiologia da raiva
utilizando técnicas moleculares em diferentes localidades do Brasil, a regido nordeste ainda
apresenta uma grande defasagem. Apesar de que historicamente em conjunto com a regido
norte, ser responsavel por cerca de 80% dos casos de raiva registrados no Brasil (MIRANDA,
SILVA,MOREIRA,2003).

Analise filogenética dos 38 isolamentos sequenciados identificou linhagens distintas
entre as variantes circulantes nos Estados do RN, PB e PE. Estudos realizados por ITO et al
(2003b) com amostras brasileiras mostram que o ciclo da raiva no Brasil € extremamente
complexo e apresenta sobreposicdo do ciclo urbano e silvestre em diversas localidades,

provavelmente devido aos diferentes ecossistemas existentes na regiao.

O filogrupo formado pelo 31 isolados relacionados a morcego hematofago Desmodus
rotundus deste estudo e nove provenientes do Genbank fora obtidos de 27 bovinos, um
equino, dois ovino e, destaque-se um morcego nao hematofago (754-10) encontrado no
interior de uma residéncia no municipio de Pau dos Ferros-RN. Além deste, os isolados deste
grupo foram provenientes dos municipios de Sao José de Campestre-RN (PN 266-09), Felipe
Guerra - RN, Caic0-RN, Mossoro-RN (147.11, 187.11), Municipio de Sitio Novo/RN
(072.12), Varzea-PB (PN 131-03), Sdo Mamede-PB (PN 44.03, PN 73.03), Santa Luzia-
PB(PN 103-03, PN 109-03), Jodo Pessoa-PB (PN 156-03), Patos-PB (PN 390-11,PN401-11),
Prata-PB (PN 16-11), Venturosa —PE (G 324-08,G 553-08), Belo Jardim —PE (G 75-09),
Palmeirina —PE(G 13.10, G 14.10), Correntes —PE (G 224.10), Canhotinho — PE(G 617.09, G
83-10), Pedra-PE(G 26-11), Sdo Bento do Una-PE(G 39-11), Garanhuns-PE (G65-11, G
542.08, G 59-11). Dados a serem publicados em outro trabalho apontam a tendéncia dos casos
de raiva transmitida por D. rotundus se agruparem ao longo de bacias hidrograficas.

Dois subgrupos de canideos, com a amostra 058-11, Cerdocyon thous de Cruzeta-RN,
segregando separadamente da amostra PN 83-01, cdo doméstico de Bananeiras-PB, sugerem
que ha, na regido estudada, ciclo ativo de transmissdo entre raposa independente do ciclo que
circulava entre cées e gatos. A sequencia de DNA da amostra -58-11 apresentou identidade
com isolados de raposa ja descritos em outros trabalhos (GOMES, 2004; BERNARDI et al.,
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2005; CARNIELI et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2007). Este trabalho complementa os
dados de Carnieli Jr e colaboradores (2006) que analisaram amostras provenientes de raposas

de todos os estados do Nordeste, exceto o Rio Grande do Norte.

O relato de raiva associada a morcegos insetivoros do presente trabalho corrobora com
outros casos ja descritos na literatura por Uieda et al, 1996, Martorelli et al 1996; Passos et al,
1998, Silva, 2007, Oliveira, 2009. No Rio Grande do Norte foi encontrado um padréo
regional de distribuicdo de virus rabico associado a morcego insetivoro. Em 2009, o Lacen-
RN notificou no municipio de Caic6 um surto de Raiva proveniente de morcegos nao
hematofagos. Foram analisadas 248 amostras e 50 apresentaram positividade, porém nao
foram divulgadas a espécie nem a variante viral (BATISTA; ASSIS, 2012).

De acordo com a analise filogenética deste trabalho, algumas amostras provenientes de
morcegos nao identificados poderiam ser classificadas como M. molossus por terem
segregado juntamente com trés amostras cujos hospedeiros foram identificados como tal (052-
2012 Mossor6-RN, 063 2012 Caicé-RN, 381-11 Pau dos Ferros-RN). Entretanto, devido a
dindmica das populacdes de quirdpteros e das interacdes entre elas, diversas linhagens virais
“tipicas” para determinada espécie de morcego sdo detectadas em outras espécies. Este
fendmeno é chamado de spillover e exemplo disto foi encontrado neste proprio trabalho
(amostra 754-10 ja citada), bem como algumas das sequéncias da linhage Desmodus
resgatadas do Genbank para a andlise, a saber: HQ666855 (Epitesicus furinalis), JF916654
(Lasiurus bonevilli), AB117972 (Artibeus planirostris), AB117970, AB117971, AB519641
(Artibeus lituratus).

Na regido Nordeste do Brasil € comum encontrar animais silvestres mantidos como
bichos de estimacdo, apesar de lei proibitiva. Os relatos de agressdes envolvendo raposas e as
grandes quantidades de morcegos insetivoros e abrigos presentes no meio urbano e rural,
também favorecem a transmissdao como descrito por Gomes et al., 2004 e Silva et al.2008.
Em relagdo as raposa, existem relatos de transmissdo humana nos Estados do Ceara
(BARROS et al.,1989), Paraiba (GOMES et al.,2004), Pernambuco e Bahia (ARAUJO,
2002). Os casos de raiva humana ocasionados por morcegos ndo hematofagos sdo pouco
documentados e tém como fator comum a incerteza sobre a exposi¢do, pois na maioria das
vezes, ndo existem relatos de exposi¢do ou agressdo a esses animais e quando elas ocorrem
sdo geralmente negligenciadas devido os ferimentos serem pequenos, esse tipo de transmissao

sem explicacdo plausivel é denominado pela literatura de “Raiva criptogénica”.
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Morcegos tém demonstrado serem menos vulneraveis a fragmentacao de florestas do
gue outros mamiferos devido a habilidade de se dispersarem para fragmentos peri-urbanos e
mesmo urbanos (De LUCCA et al, 2013). Embora, seja assumido que 0s ataques a seres
humanos sejam raros, um caso recente de raiva felina em Curitiba (MORIKAWA et al., 2012)
por virus da variante 4, Tadarida brasiliensis, reafirma a necessidade de reforco no
monitoramento de atividade viral nas populacbes de quirdpteros nos meios urbanos e rural e
coloca em cheque 0s movimentos contrarios a vacinacdo em massa de cdes e gatos (De
LUCCA et al., 2013).

No Nordeste do Brasil, durante a estacdo seca, & comum o transporte de gado para
outras regides, a fim de salva-los da seca e da fome. Este fato provavelmente favorece a
dispersdo da raiva através dos herbivoros, que no estudo apresentaram a mesma variante viral
circulante (VAg 3- Desmodus rotundus). Além disso, essas mudangas obrigam 0s morcegos a
procurarem outras fontes de alimentacdo, incluindo os seres humanos como descritos no
Estado da Bahia por Gongalves, 2002 e Carneiro, 2005.

Curiosamente, na analise filogenética deste trabalho, sequéncias de amostras
provenientes de espécies de morcego da familia Vespertilionidae formaram um agregado
entre o filogrupo de amostras provenientes de molossideos e de herbivoros (linhagem
Desmodus). Ao contrario dos molossideos, as espécies classificadas na familia
Vespertilionidae sdo vistas raramente em meio urbano. Poderia se especular que esses
hospedeiros fariam uma transicdo entre as linhagens de virus encontradas no meio rural e
silvestre e as encontradas no meio rural. Infelizmente o fragmento de DNA analisado neste

estudo é pequeno demais para permitir tal afirmacao.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

e No Rio Grande do Norte encontra-se em circulagdo entre a populacdo de
Cerdocyon thous, linhagem de virus ja descrita nesta espécie em outros estados
do Nordeste;

e Ha transmissdo ativa de virus rébico entre popula¢@es de morcegos insetivoros
no Rio Grande do Norte.

e Encontrou-se um spillover de linhagem circulante em Desmodus rotundus e
herbivoros em morcego ndo hematofago.

e No Estado de Pernambuco a circulacdo das variantes antigénicas VAg-2 e

VAg-3 e na Paraiba foi observada a circulacéo da VAg-3.
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